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RESUMEN

La diabetes tipo 2 (DT2) es un trastorno metabdlico cronico multifactorial caracterizado
por una condicion hiperglucémica resultado de alteraciones asociadas a la insulina. Se
ha reportado una mayor incidencia de declive cognitivo, asi como atrofia cortical y
subcortical en la poblacion diabética; incluso, se sugiere como factor de riesgo para
enfermedades como el Alzheimer y otras demencias. Siendo que la DT2 afecta ~6.3%
de la poblacion global, y es la 22 causa de muerte en México, la relevancia de su estudio
es indiscutible. Asi pues, el objetivo del presente trabajo fue la evaluacion de la memoria
y conducta de actividad motora, asi como la caracterizacion de sus regiones cerebrales
asociadas, en la cepa ZDF. En este estudio se evalu6 memoria a corto y largo plazo
mediante la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NOR), utilizando la fase
de habituacion para la valoracion motora en términos de distancia y velocidad. Respecto
al tejido cerebral, se realizé tincion de Nissl y posteriormente se llevé a cabo la
cuantificacion celular por area en las regiones de Hipocampo (CAl y Giro Dentado) y
Corteza Prefrontal. Los resultados evidencian una afectacion en la memoria de largo
plazo, asi como una tendencia a la disminucion de la poblacion neuronal en las tres
regiones cuantificadas, comparados con el control. Esta atrofia es consistente con el
dafio en la memoria de largo plazo, sin embargo, los mecanismos de estos cambios aun
deben ser explorados a diferentes niveles para evidenciar su asociacién a la condicion

metabdlica de la cepa.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is a chronic multifactorial metabolic disorder characterised by a
hyperglycaemic condition resulting from insulin-associated disturbances. An increased
incidence of cognitive decline, as well as cortical and subcortical atrophy, has been
reported in the diabetic population and is even suggested as a risk factor for diseases
such as Alzheimer's and other dementias. Given that TD2 affects ~6.3% of the global
population, and is the 2nd leading cause of death in Mexico, the relevance of its study is
indisputable. Thus, the aim of the present work was the evaluation of memory and motor
activity behaviour, as well as the characterisation of its associated brain regions, in the
ZDF strain. In this study, short- and long-term memory were assessed by the novel object
recognition test (NORT), using the habituation phase for motor assessment in terms of
distance and speed. Regarding brain tissue, Nissl staining was performed and cell
guantification by area was carried out in the Hippocampus (CA1 and DG) and Prefrontal
Cortex regions. The results showed an atrophy in long-term memory, as well as a
tendency to a decrease in the neuronal population in the three regions quantified,
compared to the control. This atrophy is consistent with long-term memory impairment,
however, the mechanisms of these changes have yet to be explored at different levels to

elucidate their association with the metabolic condition of the strain.
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I. INTRODUCCION
1.1 DIABETES MELLITUS

1.1.1. Generalidades

La diabetes es un trastorno metabolico cronico en el cual existe una alteracion de la
secrecion de insulina y grados variables de resistencia periférica a ésta que conducen a
la hiperglucemia (Brutsaert, 2022). Este desorden metabdlico de etiologia multifactorial
se caracteriza ademas por una perturbacion en el metabolismo tanto de carbohidratos,
grasas y proteinas debido a las alteraciones mencionadas (Reed, Bain, & Kanamarlapudi,
2021). Se distinguen dos grandes categorias de acuerdo con el conjunto de
caracteristicas de presentacion de la enfermedad, siendo las descripciones con base en
la edad de inicio o esquema de tratamiento clasificaciones obsoletas. Asi pues, la
enfermedad se clasifica en diabetes tipo 1 (DT1) y diabetes tipo 2 (DT2). La DT1 se
define por una ausencia de produccién de insulina debido a la destruccion autoinmune
de las células beta pancreéticas; en contraste, la DT2 se describe como “una agrupacion
de trastornos caracterizados por grados variables de resistencia a la insulina, menor
secrecion de dicha hormona y una mayor produccién de glucosa hepatica” (Powers,
Niswender, & Evans-Molina, 2018).

Cabe resaltar que existen, y comienzan a ser reconocidos, otros tipos adicionales de
diabetes de acuerdo con su etiologia (ElSayed, et al. 2022). Ejemplo de estos son (1) la
diabetes gestacional y otros tipos especificos que son consecuencia de: (2) defectos
genéticos relacionados a la funcion o desarrollo de las células beta pancreaticas, (3)
defectos genéticos relacionados a la funcion y accion de la insulina, (4) trastornos
mitocondriales, (5) endocrinopatias, (6) condiciones que afectan al pancreas, entre otros.

1.2 DIABETES TIPO 2

1.2.1. Cuadro Clinico y Diagnhdstico

La presentacién comun de la diabetes es una condicién de hiperglucemia. Ambos tipos
presentan un periodo preliminar en el que existe una ligera hiperglucemia, donde se
evidencia una alteracion en las concentraciones de glucosa plasmatica y tolerancia a
esta. Debido a la condicién de hiperglucemia, el paciente diabético también presenta
sintomas como glucosuria, que es la excrecion de glucosa en la orina. En consecuencia,
se presenta una diuresis osmotica que conlleva a polaquiuria (necesidad de orinar con
frecuencia en volimenes menores a lo normal), poliuria (produccion anormal de gran
cantidad de orina) y polidipsia (sed intensa) (Powers, Niswender, & Evans-Molina, 2018).
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Estos sintomas pueden complicarse en una condicion de deshidratacion. Adicionalmente,
la hiperglucemia es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular
y complicaciones microvasculares en el paciente.

El diagnéstico de DT2 se basa en la presencia de la sintomatologia descrita,
acompafada de un conjunto de analisis clinicos donde se evaltan los niveles de glucosa
en sangre. De forma rutinaria se utilizan 3 tipos de analisis para analizar la tolerancia a
la glucosa: glucosa plasmatica en ayunas (FPG, Fasting Plasma Glucose), la respuesta
a una carga oral de glucosa (OGTT, Oral Glucose Tolerance Test), y prueba de la
hemoglobina glicosilada (HbAlc). Aunque, esta Ultima no es recomendada por la
Secretaria de Salud (2021) como prueba Unica o como sustitucion a las otras, puesto
gue debido a su costo no esta estandarizada en nuestro pais.

Adicionalmente también se puede realizar una prueba aleatoria de glucosa plasmatica.
A continuacion, en la tabla 1, se comparan los valores normales y los valores para
diagndstico en cada uno de ellos.

Tabla 1. Parametros para el diagnoéstico de DT2. Fuente: American Diabetes Association, ADA. (2023);
World Health Organization, WHO. (2020); Secretaria de Salud, SS. (2021).

Valores
Valores Valores para

Parametro evaluado considerados

normales prediabéticos diagnostico de DM

Concentracion glucémica
plasmatica al azar (sin <140
considerar el tiempo de la mg/dL
ltima ingesta de alimento)

Sintomatologia diabética
- junto a una concentracion
glucémica = 200 mg/dL

Glucosa plasmética en ayunas <100

(FPG) mgldL 100 - 125 mg/dL =126 mg/dL
Hemoglobina A1c <5.7% 5.7-6.4% = 6.5% (140 mg/dL)
Glucosa plasmatica a las 2 h < 140

(durante una prueba oral de m/dL 140 - 199 mg/dL = 200 mg/dL

tolerancia a la glucosa, OGTT)

Es relevante mencionar que en la deteccion y el diagnostico suele enfatizarse a las
pruebas de FPG y la HbAic, debido a que son utiles incluso en pacientes asintomaticos;
en contraste, la OGTT no es usada con frecuencia, sin embargo, se aplica en casos de
embarazo para la deteccion de diabetes gestacional (Powers, Niswender, & Evans-
Molina, 2018). Adicionalmente, hoy en dia se realizan otros andlisis, como la medicién
de niveles de Proteina C reactiva (CRP) o CRP altamente sensible (hs-CRP), asi como
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perfiles de lipidos en sangre para establecer el perfil metabdlico del paciente y confirmar
el diagndstico (Randeria, et al. 2019). En efecto, la medicion de niveles de CRP y perfiles
lipidicos han demostrado ser buenos indicadores del futuro desarrollo de DT2 incluso en
pacientes que no presentan obesidad (Esser, et al. 2014); particularmente, niveles
elevados de hs-CRP estan asociados con el desarrollo de DT2 mas adelante en la vida
del paciente (Pradhan, et al. 2001).

1.2.2. Etiologiay Factores de riesgo

Si bien la etiologia de la DT2 puede resumirse como resistencia a la insulina
predominante con déficit relativo y defecto secretor de insulina (Powers, Niswender, &
Evans-Molina, 2018), puntualmente las causas se deben a una interaccion compleja
entre una predisposicidn genética y fuertes factores ambientales (Javeed, & Matveyenko,
2018), particularmente una vida sedentaria e ingesta de dieta hipercaldrica.

La probabilidad del desarrollo de DT2, se ve afectada ademas por una serie de factores
de riesgo. De acuerdo con las pautas de practica clinica para la DT2 de la Asociacion
Americana de Endocrinélogos Clinicos y Colegio Americano de Endocrinologia
(Handelsman et al., 2015), se describen para un estado prediabético y de DT2 los
siguientes factores:

e Sobrepeso u obesidad: Se conoce que la obesidad puede incrementar por 90 el
riesgo de padecer DT2 y la mayoria de los pacientes presentan obesidad o
sobrepeso (este riesgo también se encuentra asociado al incremento de depdsitos
de grasa ectopica) (Reed, Bain, & Kanamarlapudi, 2021).

e Colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) <35 mg/dL y/o un nivel de
triglicéridos > 250 mg/dL.

e Estilo de vida sedentario.

e indice de masa corporal (IMC) > 30.

e Edad =45 anos sin otros factores de riesgo. No obstante, la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA) (2022) recomienda que andlisis preventivos y de deteccion
debe comenzar a los 35 afios.

e Enfermedad cardiovascular o antecedentes familiares de DT2.

e Miembro de un grupo étnico en riesgo: asiatico, afroamericano, hispano, nativo
americano o islefios del Pacifico.

Otros factores estan relacionados a condiciones preexistentes en el paciente, e.g.
sindrome de ovario poliquistico, higado graso no alcohélico, antecedentes de diabetes
gestacional; o la exposicion a ciertos tratamientos farmacologicos, e.g. terapia
antipsicotica para la esquizofrenia y/o la enfermedad bipolar grave, y exposicion cronica
a glucocorticoides.
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No obstante, de los factores de riesgo mencionados, aquellos relacionados al Sindrome
Metabolico pueden ser los mas relevantes, al menos para el estudio presente. El
sindrome metabdlico es un conjunto de factores de riesgo que incrementan la
probabilidad del paciente de desarrollar DT2 y/o enfermedad cardiovascular. El impacto
de la interseccion de obesidad abdominal, presion arterial alta, niveles altos de
triglicéridos y alteracion de la glucosa en sangre en ayunas no puede pasarse por alto al
hablar de DT2 debido a los porcentajes de comorbilidad entre ésta y condiciones
cardiovasculares y de obesidad.

Particularmente con respecto a la condicion de obesidad, cabe resaltar que se reporta
gue entre 80-90% de los pacientes con DT2 la padecen (Daousi et al. 2006; Nianogo, &
Arah, 2022). En México, de acuerdo con datos de Basto-Abreu, et al. (2019), las personas
con sobrepeso y obesidad tienen 51% y 2.2 veces mas prevalencia de diabetes,
respectivamente. A pesar de lo anterior, es importante distinguir que esta relacién no es
bilateral. Si bien la obesidad esta directamente correlacionada a hiperinsulinemia y
resistencia periférica a ésta, ademas de un incremento en la probabilidad de padecer
DT2, no todos los pacientes con obesidad desarrollan DT2. Aunque aun se debate, cada
vez existen mas publicaciones que explican este fendmeno al diferenciar entre grupos
obesos metabdlicamente normales (sanos) y anormales (no sanos), en el que el grupo
metabdlicamente sano presenta valores dentro de los parametros adecuado en analisis
metabdlicos (Trevifio, et al. 2022), incluso después de la ganancia de peso (Fabbrini, et
al. 2015), en comparacion con su contraparte no sana.

1.2.3. Fisiopatologia de la enfermedad

La fisiopatologia de la DT2 esta caracterizada por dos anomalias fisioldgicas: (1) la
resistencia a la insulina en tejidos, y (2) disfuncion en las células B-pancreéticas, que
incluye el mal funcionamiento, asi como consecuente pérdida progresiva de masa;
aunque recientemente se ha incluido a un estado inflamatorio cronico dentro de las
caracteristicas fisiopatoldgicas. La resistencia a la insulina esta asociada tanto al mal
funcionamiento de las células B-pancreaticas como a la incapacidad de respuesta de
tejidos sensibles a ésta: musculo, higado, tejido adiposo y tejido 6seo (Galicia-Garcia, et
al. 2020; Banday, Sameer, & Nissar, 2020). En resumen, en la DT2 existe una disfuncién
en la retroalimentacion de la via de accion y secrecion de la insulina en la que se implica
la resistencia de los tejidos periféricos del cuerpo a los efectos de esta.

En las etapas iniciales de la enfermedad, se presentan altos niveles de insulina
(hiperinsulinemia) como una medida compensatoria para mantener los niveles
glucémicos en niveles adecuados. Lo anterior se debe a una reducida sensibilidad a la
insulina, lo que provoca la hiperactividad de las células beta. No obstante, la
incrementada y constante secrecion de insulina no es capaz de mantener niveles
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glucémicos normales y, a su vez, propicia el atrofiamiento de las células B-pancreaticas.
De esta forma, finalmente se alcanza el estado hiperglucémico caracteristico en la DT2.
Adicional a una condicién hiperglucémica, las 2 alteraciones fisiologicas discutidas
resultan en dislipidemia, disfuncion en la captacion de aminoacidos y produccion de ATP,
asi como un incremento de produccién de glucagon (Reed, Bain, & Kanamarlapudi,
2021).

Las células B-pancreaticas (Fig. 1) son células enddcrinas, las cuales se encuentran en
los islotes de Langherhans y representan el 60—75% de las células en ellos (Barrett, et
al., 2020). Estas son responsables de la sintesis, almacenamiento y liberacidén de insulina.
Bajo condiciones normales, las células B son principalmente estimuladas por la
concentracion de glucosa (aunque algunos aminoacidos y acidos grasos pueden también
estimular su secrecién). En la via de secrecion estimulada por glucosa, ésta entra
mediante los transportadores GLUT (1-humanos, 2-roedores), es fosforilada vy
experimenta la glucdlisis; este aumento en la proporcion ATP:ADP inhibe a los canales
de K+ sensibles a ATP, llevando a una despolarizacion membranal, que al llegar a — 55
mV activa a los canales de Na+ y Ca?* (Rorsman, & Ashcroft, 2018; Kurauti, et al. 2021).
Este flujo de Ca?* es clave para la exocitosis de granulos de insulina (Trexler, & Taraska,
2017).

Blood capillary

Alpha cell
(secretes glucagon)

Beta cell
(secretes insulin)

Delta cell
(secretes somatostatin)

Acinus

F cell (secretes
pancreatic polypeptide)
Figura 1. Organizacion celular de las células pancreaticas. Fuente: Tortora, & Derrickson (2017).

Posteriormente la accién de la insulina dependera de 2 factores principales: (1) niveles
circulantes -controlados por la secrecion previamente descrita-, y (2) la sensibilidad de
los tejidos -dependiente de la via de sefializacion de la insulina en el tejido-. La via de
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sefializacion de la insulina regula no solo el metabolismo de la glucosa, sino también el
metabolismo lipidico, sintesis proteica, proliferacion y diferenciacion celular, e incluso
apoptosis (Di Camillo, et al. 2016). Esta comienza con la unién de ésta a su receptor (Fig.
2) y culmina en 3 cascadas diferentes: (1) PISK-AKT, (2) TSC1/2-mTOR -involucrada en
sintesis proteica- y (3) RAS-MAPK -involucrada en eventos de supervivencia celular-. La
via de PISK-AKT es la responsable del efecto metabdlico de la insulina al propiciar la
translocacion de los transportadores de glucosa GLUT4 hacia la membrana, permitiendo
la captura de glucosa en tejidos como higado, musculo y tejido adiposo.
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Figura 2. Via de sefializacion de la insulina y sus funciones. Fuente: Zhao, et al. (2023).

Previo a la manifestacion de la DT2 existe una fase pre-diabética causada por un estado
de sobrenutricion. La condicibn se caracteriza por un incremento en los niveles
glucémicos y un declive progresivo en la funcién de las células 8 (aunque no a un grado
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suficiente para justificar el diagnostico de la DT2). Asi pues, la DT2 es causada, en un
inicio, por la manifestacion de resistencia insulinica en los tejidos periféricos, la cual es
usualmente el resultado de obesidad. La obesidad no es la Unica responsable de la
resistencia a la insulina, éste puede ser producto de factores genéticos (e.g. genes que
afectan la estructura de la insulina o sus receptores) como ambientales, no obstante, la
gue precede a la DT2 es usualmente por factores modificables. Durante largo tiempo se
ha planteado que la Rl inducida por obesidad se debe a la acumulacion del tejido adiposo
y el agrandamiento de los adipocitos, que a su vez propicia la muerte de los propios
adipocitos por falta de oxigeno. Asi, el tejido adiposo se vuelve una fuente de citocinas
proinflamatorias, acidos grasos libres y estrés oxidativo (Fig. 3). Por ejemplo, Ahmed,
Sultana, & Greene (2021) discuten que el incremento de Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(TNF-a) promueve la actividad de moléculas como Cinasa del Inhibitor del factor-kB (IKK),
p38 MAPK, Quinasas Jun N-terminales (JNK) y la Proteina Quinasa C (PKC), las cuales
atacan a los residuos de Serina del Receptor de Insulina (RI), impidiendo entonces la
autofosforilacion de los residuos de Tirosina, llevando a un malfuncionamiento del
receptor.

Healthy adipose tissue Hypertrophic adipose tissue

Pro-inflammatory
macrophage

Anti-inflammatory
macrophage

Adipocyte

o0 oo

Dead adipocyte

Under insulin stimulation Under insulin stimulation
Glucose uptake 1 Glucose uptake }
Triglyceride synthesis { Triglyceride synthesis}
FFA release } FFA release t
Hypoxia } Hypoxiat
Anti-inflamatory cytokines } Anti-inflamatory cytokines ¢
Pro-inflammatory macrophages } Pro-inflammatory macrophages ¢

Figura 3. Comparacion de tejido adiposo sano e hipertréfico (enfermo).
Fuente: Galicia-Garcia, et al. (2020).

Adicionalmente, en la actualidad, ha ganado mayor relevancia la condiciéon crénica
inflamatoria y de estrés oxidativo como parte de la etiologia de la enfermedad. En la
literatura se ha reportado repetidamente que los pacientes con DT2 presentan niveles
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elevados de citocinas proinflamatorias, en comparacion con sujetos sanos. Dentro de
este contexto se ha sugerido que la grasa abdominal visceral, la cual se manifiesta
frecuentemente junto a la DT2, es la causante del incremento de estas moléculas
proinflamatorias. Este proceso culmina en un estado inflamatorio cronico de bajo nivel,
cuyo impacto en el paciente se ve reflejado en la disrupcion en la respuesta a insulina-
conocido como resistencia a la insulina- la cual es una de las manifestaciones clave de
la DT2. Rohm, et al. (2022) exponen que la inflamacion cronica de bajo grado en los
islotes pancreéticos es un sello distintivo de la DT2, caracterizada por un mayor numero
de células inmunitarias innatas, citocinas y quimiocinas. Dicha inflamacion puede ser
relacionada a la obesidad que la mayoria de los casos acompafa a la DT2. Esser, et al.
(2014) reportan que el tejido adiposo, higado, musculo y pancreas son sitios de
inflamacion en presencia conjunta de diabetes y DT2. En la Fig. 4 se presentan las vias
alteradas y sus consecuencias dentro de la sefializacion de la insulina.
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Figura 4. Via de la insulina alterada en la Diabetes Tipo 2. Se presentan las vias afectadas en
consecuencia a una resistencia insulinica y los efectos de éstas. Fuente: Zhao, et al. (2023).

Tsalamandris, et al. (2019) describen dos principales vias inflamatorias activadas en la
obesidad y sindrome metabdlico: JNK activadas por estrés y el factor de transcripcion
llamado factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFkB), en conjunto con la produccion de adipocinas, las cuales amplifican
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esta respuesta inflamatoria de bajo grado. Asi mismo sefialan al tejido adiposo blanco
visceral como el principal origen de biomarcadores como citocinas proinflamatorias (TNF-
a, diversas interleucinas: IL-1p3, IL-6, IL-10, etc.) y adipocinas en la DT2. Rohm, et al.
2022 citan trabajos en los que se asocian a estas citocinas con la patogénesis de la DT2.
Por ejemplo, el TNF-a conduce a la intolerancia a la glucosa en roedores, asi como
interviene en la sefializacion de la insulina (reduciendo sensibilidad a esta), la activacion
del inflamasoma debido a glucosa y acidos grasos libres en sangre, la cual conlleva a la
produccién de IL-1B, como un indicador de estrés oxidativo que a su vez también puede
afectar el funcionamiento y masa de las células B-pancreéticas. Ademas, la inflamacion
de bajo grado también esta implicada en el desarrollo de resistencia a la insulina, siendo
gue IL-1pB interviene en el funcionamiento de sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1)
(Rehman, & Akash, 2016); IL-6 previene la fosforilacion del receptor a insulina y del IRS-
1 mediante la produccion de la Proteina 3 Supresora de la Sefializacién de Citocinas
(SOCS3) (Rehman, et al. 2017) que ha sido descrito como regulador negativo de la via
de sefalizacion de la insulina en los principales tejidos sensibles a la insulina, como
hepatocitos y adipocitos (Cao, Wang, & Wan, 2018); y TNF-a inhibiendo el receptor a
insulina de adipocitos, reduciendo fosforilacion y activacion de IRS-1, consecuentemente
disminuyendo la respuesta a insulina (Nieto-Vazquez, et al. 2008; Cruz, et al. 2013).

Interesantemente un estudio de 2019 también encontrd evidencia de que es probable
gue los principales conductores inflamatorios sean defectos mitocondriales y derivados
grasos mas que la glucosa por si misma (Nicholas, et al. 2019). Lo anterior mas que
contradecir la hipotesis de inflamacién derivada por glucosa durante hiperglucemia,
podria ser parte del propio empalme entre mecanismos de dafio, pues de igual forma se
ha reportado un incremento en marcadores de estrés oxidativo en pacientes con DT2
como resultado de hiperglucemia, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia y dislipidemia
(Folli, et al 2011), y asi, la disfuncién mitocondrial podria verse como parte del ciclo de
causantes de la patogénesis. De hecho, el estrés oxidativo inducido por hiperglucemia
ha sido mencionado como un posible factor para el incremento en factores
proinflamatorios, y en la DT2 también se ha reportado cambios en la membrana
mitocondrial desencadenando en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Oguntibeju, 2019).

Sin embargo, esta relacidén entre el estado inflamatorio en la DT2 con la manifestacion
de obesidad no depende Unicamente de la cantidad de tejido adiposo acumulado, ya que
se tienen registros de la presencia de grupos obesos metabdlicamente sanos. Aunque
esta paradoja ha sido estudiada mas extensivamente solo bajo el contexto de obesidad,
es posible que dichos grupos se extiendan a aquellos pacientes diabético-obesos.
Ejemplo de ello es el estudio publicado por Trevifio et al. (2022) en donde se evaluo el
perfil inflamatorio en pacientes con COVID 19 relacionado a la salud metabdlica.
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Destacable son los resultados en pacientes negativos para SARS-CoV-2 clasificados
como obesos y metabolicamente sanos (MHO) en comparacion con aquellos también
negativos para SARS-CoV-2 pero obesos y metabdlicamente no sanos (MUO).
Pacientes MHO presentaron niveles normales de HbAlc (5.1 + 0.1 %) y glucosa en
ayunas (84.4 £ 1.7 mg/dL) asi como para Insulina en ayunas y HOMA-IR, indicando un
estado de obesidad sin diabetes, es decir normoglucémico. Para el grupo MUO los
valores de HbAlc (6.5 £ 0.1 %) y glucosa en ayunas (144.4 = 1.5 mg/dL), asi como para
insulina en ayunas y valores HOMA-IR fueron elevados, sugiriendo una condicién
diabética (DT2) junto a la condicion obesa. Si bien ambos grupos presentaron niveles
elevados de citocinas proinflamatorias (TNF-a, MCP-1, IL-18, IL-6) con respecto al grupo
metabdlicamente sano y sin obesidad (MHN), entre el grupo MHO y MUO hay diferencias
significativas, siendo el grupo MUO caracterizado por mayores concentraciones de las
citocinas proinflamatorias mencionadas, asi como una reduccion en la produccién de
citocinas antiinflamatorias como IL-10. Lo anterior concuerda con el consenso de que la
resistencia a la insulina se le atribuye la activacion del tejido adiposo asociada con una
mayor liberacion de citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 y una produccion
decreciente de antiinflamatorias como IL-10 (Cruz, et al. 2013). En resumen, si bien el
grupo MHO presenta inflamacion, el grupo obeso y diabético presenta un perfil
inflamatorio mucho mas exacerbado.

Ahora bien, aunque la produccion de radicales libres es, hasta cierto punto, normal
debido a los procesos fisiologicos, una elevada produccién de estos es causa y
consecuencia de diversos problemas (i.e. estrés oxidativo). Se han reportado estudios
en los que la condicion hiperglucémica se correlaciona con el aumento de biomarcadores
de estrés oxidativo tanto en humanos como en roedores (Oguntibeju, 2019). Se tiene
bien caracterizado que el aumento en la produccién de especies reactivas de Oxigeno y
Nitrégeno (ROS y RNS) ocurre por la activacion de 4 vias principales: (1) la via de la
proteina quinasa C (PKC), (2) produccion de productos finales de glicacién avanzada
(AGEs), (3) autoxidacién de la glucosa e (4) hiperactivacion de la via de la hexosima
(King, & Loeken, 2004; Bhatti et al., 2022; Oguntibeju, 2019). Ademas, se sabe de la
reduccién de la expresion de enzimas antioxidantes como la Superdoxido Dismutasa
(SOD) o la Glutation Peroxidasa (GPx) a nivel periférico (Ganjifrockwala, Joseph, &
George, 2017), asi como en zonas relevantes a la memoria como el hipocampo
(Rababa'h, et al. 2019). Como resultado, el estrés oxidativo tiene tres consecuencias
diferentes: (1) modificaciones proteicas, (2) peroxidacién de lipidos, y (3) dafio al DNA,
cuyo impacto en la patofisiologia y/o complicaciones se explica a continuacion.

El aumento de ROS y RNS se ha visto implicado en la sefalizacion de insulina, y el
desarrollo de resistencia a esta. El estrés oxidativo por glucotoxicidad se ha implicado en
la supresion de la transcripcion del gen de insulina (Matsuoka, et al. 1997).
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Debido a la condicion de dislipidemia, abundan en la sangre altas concentraciones de
lipoproteinas de baja densidad vy triglicéridos, los cuales pueden sufrir lipoperoxidacion.
Diversos autores resaltan que el proceso de lipoperoxidacién puede “sobrecargar” el
sistema enzimatico antioxidante (Shabalala et al., 2022), empeorando la condicion de
estrés oxidativo. De esta forma, la lipoperoxidacion se acomparfa de una disminucién en
la actividad enzimatica antioxidante.

Lo anterior cobra sentido al encontrar estudios que reportan una asociacion entre (1)
marcadores de peroxidacion elevados junto con HbAlc elevada (Shawki, 2020), esta
como indicador de “mal control” glucémico, a la disminucién de la actividad de SOD
(Gunawardena, et al. 2019; Vazquez-Silva et al. 2019). No obstante, de Souza Bastos,
et al. (2016) reportaron que incluso en pacientes normoglucémicos, pero con dislipidemia,
existe un incremento en la inflamacion resultado de lipoperoxidacion. Igualmente, la
lipoperoxidacién tiene un papel en la reduccion de masa de células B y densidad de
volumen celular (Shabalala et al., 2022). Aunado a esto, el estrés oxidativo también tiene
un impacto en el mantenimiento de la inflamacion crénica. Rehman y Akash (2016)
reportan que la produccion de ROS también activa las vias previamente mencionadas,
JNK y NFkB, las cuales también se han visto disminuyen la captacion de glucosa
mediada por insulina por los tejidos y la sefializacién de insulina.

Finalmente, dentro del proceso patolégico de DT2 también se ha reportado la disfuncién
progresiva de las células 3, asi como una disminucién en la masa de celular de alrededor
de 30-40%, la cual se cree que ocurre mediante apoptosis y autofagia desregulada
(DeFronzo et al., 2015). En un estudio de la patologia pancreatica en una cohorte de
sujetos europeos, se ha reportado que la apoptosis por si sola es insuficiente para
explicar la profunda disfuncién de las células beta; aunque otros mecanismos como la
desdiferenciacion de células beta también son citados como posible explicacion a la
reduccion de la masa de éstas en la DT2 (White, Shaw, & Taylor, 2016). Pasquier et al.
(2019), reportan un posible mecanismo mediante la via de degradacion de granulos
nacientes inducida por estrés (SINGD, por sus siglas en inglés). En esencia el estrés
metabdlico incrementa la degradacion lisosomal independiente de macro autofagia de
los granulos de insulina en las células beta. Igualmente, se ha propuesto que la pérdida
de masa se debe més bien a una reduccion del numero de células en vez del tamafio de
células beta. Sasaki, et al. (2021) analizaron células beta de pacientes japoneses cony
sin DT2, después de una pancreatectomia, y encontraron que tanto el tamafio de éstas,
como el nimero era menor en los pacientes con DT2, corroborando que la disminucién
de masa en la DT2 se debe probablemente a la apoptosis inducida por los mecanismos
previamente mencionados. Una diferente perspectiva es la que sefialan Masharani y
German (2019), en la que el malfuncionamiento de las células beta puede deberse a una
predisposicion genética, asi como a un proceso concertado en el que la acumulacion de
grasa ectopica en los islotes y la inflamacion local causada por adipocinas y citocinas
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inflamatorias aceleren la pérdida de éstas. En un estado hipercalérico o de obesidad, el
atrofiamiento de las células beta es producto de la resistencia a insulina e inflamacién
cronica resultantes; en este escenario, las células beta son sometidas a diferentes
factores estresores ya mencionados como la inflamacion, estrés de reticulo
endoplasmico (RE), estrés oxidativo, y estrés amiloide (Galicia-Garcia et al., 2020). De
igual forma, se propone que la apoptosis de las células beta sea consecuencia de la
hiperglucemia por si misma (glucotoxicidad), pues se tiene evidencia del declive en la
funcion con el incremento de las concentraciones de glucosa en plasma, asi como por
incremento en acidos grasos libre o “lipotoxicidad”, e incluso disfuncion mitocondrial
(Saisho, 2015; Khin, Lee, & Jun, 2023). En la Fig. 5 se muestra un resumen de todos los
factores involucrados en la pérdida de células beta y la patogénesis de la enfermedad.
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Figura 5. Patofisiologia de la Diabetes Tipo 2.
Fuente: Khin, P. P., Lee, J. H., & Jun, H.-S. (2023)
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1.2.4. Complicaciones en la DT2

1.2.4.1. Generales

En pacientes diabéticos, las complicaciones de la enfermedad pueden propiciarse debido
a un mal manejo y control de niveles glicémicos. Las principales complicaciones son
enfermedad microvascular, cardiovascular, y disfuncion de la respuesta inmune
(Brutsaert, 2022; Goyal, & Jialal, 2022). La tabla 2 presenta un resumen de las
complicaciones presentadas por pacientes con DT2.

Tabla 2. Complicaciones en la enfermedad de DT2.

Retinopatia | Microaneurismas en capilares de la retina (retinopatia de
fondo), neovascularizacion (retinopatia proliferativa) y
edema macular

Nefropatia | Engrosamiento de la membrana basal glomerular,
expansion mesangial y esclerosis glomerular; estos
cambios provocan hipertension glomerular y disminucion
progresiva de la tasa de filtracién

omplicacione Neuropatia | Isquemia nerviosa debida a enfermedad microvascular,
onica efectos directos de la hiperglucemia en las neuronas y
ova are cambios metabdlicos intracelulares que deterioran la

funcion nerviosa

Lesiones Deterioro de la curacion; incluso lesiones menores en la
de la integridad de la piel pueden convertirse en Ulceras
piel profundas que se infectan facilmente, especialmente en

las extremidades inferiores (e.g. pie diabético*)

*atribuible a enfermedad vascular, neuropatia e inmunosupresion
relativa.

e Infarto de miocardio
e Ataques isquémicos transitorios y
cerebrovasculares
omplicacione onica ¢ Enfermedad arterial coronaria (CAD)
acrova are ¢ Enfermedad arterial periférica (PAD)
e Enfermedad cardiovascular (ECV)*

*DM es una de las principales causas de enfermedad cardiovascular

Existe una mayor susceptibilidad a las infecciones
bacterianas y flingicas como resultado de una disfuncion
del sistema inmune debido a la hiperglucémia y
deficiencia insulinica (Berbudi, et al. 2020).
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El estrés oxidativo ha sido implicado como una posible via detras de las complicaciones
tanto micro- como macrovasculares en la diabetes, siendo que la propia condiciéon de
hiperglucemia y el estado metabdlico general del paciente diabético crean un ciclo vicioso
incrementando la produccion de ROS y RNS, asi como una reduccion en las enzimas
antioxidantes. Asi pues, el estrés oxidativo es tanto parte de la etiologia como de las
complicaciones.

Se ha sugerido que el estrés oxidativo por hiperglucemia es suficiente para
desencadenar dafio tisular. Por ejemplo, el incremento en la produccion de AGEs ha sido
vinculado con dafio tisular al alterar funcién proteica y la matriz extracelular. Proteinas
modificadas por AGEs pueden activar la via del factor de transcripcion NFkB. Activacion
de esta via se ha relacionado con el desarrollo de neuropatia diabética (Bierhaus et al.
2004). También se ha implicado en la incidencia de retinopatia diabética mediante la
alteracién causada por ROS de la vasculatura retinal, asi como activacién del factor
vascular endotelial de crecimiento (VEGF), la molécula de adhesion de células
vasculares 1 (VCAM-1) y molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) como
consecuencia de la via del NFkB (Bhatti, et al. 2022). En el caso de la cardiomiopatia
diabética, el aumento de ROS activa vias de estrés oxidativo que desembocan en dafio
como oxidacién proteica (afectando grosor de filamentos y, en consecuencia, capacidad
de contraccion), asi como activacion de la angiotensina-ll y el factor de crecimiento
transformador-beta (TGF-B), que puede desencadenar en fibrosis cardiaca. Este, y otros
ejemplos que rebasan el propdésito del presente trabajo, son indicadores de la relacion
entre el estrés oxidativo y las complicaciones diabéticas.

1.2.4.2. Procesos neurodegenerativos en la diabetes

Las complicaciones presentadas en pacientes con DT2 son de relevancia para el sistema
nervioso central. Ejemplo de ello es el alto riesgo de sufrir complicaciones
microvasculares, pues el dafio a los vasos sanguineos pequefios conlleva a
complicaciones como neuropatia (DeFronzo, et. al. 2015). En general existe evidencia
neurofisiolégica y de comportamiento que apunta a la presencia de perturbaciones
cognitivas. De hecho, se le ha otorgado la denominacion de encefalopatia diabética a las
complicaciones en el sistema nervioso central consecuencia de la patofisiologia y
complicaciones de la DT2.

Garcia-Serrano y Duarte (2020) plantean que la patofisiologia de la DT2 afecta a la
funcién cerebral a través de diversos mecanismos, entre los que se encuentran el dafio
vascular previamente mencionado, toxicidad por glucosa, alteraciones de la barrera
hematoencefalica (BHE), disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, resistencia a la
insulina, falla sinaptica, neuroinflamacion y gliosis. Es de resaltar que los mecanismos
descritos tienen un efecto en la cogniciéon del paciente, sin embargo, los efectos
especificos seran abordados posteriormente.
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1.2.5. Tratamiento Farmacoldgico

El tratamiento de la DT2 se realiza bajo un plan de multiples objetivos, en el cual se busca
llevar los niveles glucémicos lo mas cercano posible a valores normales (mediante
hébitos de dieta y ejercicio, asi como medicacidn), tratar cualquier trastorno asociado
(e.g. dislipidemia y obesidad), asi como evaluar constantemente en busca de deteccién
de complicaciones asociadas, previamente mencionadas. Para los enfoques del
presente trabajo, se describe un farmaco de tipo biguanida.

Las biguanidas son un grupo de farmacos de tipo oral, las cuales no aumentan las
concentraciones de insulina plasmatica y no provocan hipoglucemia grave, por lo que se
consideran antihiperglucemiantes. De ellas, la metformina es el medicamento mas
representativo, el cual esta derivado del compuesto de la Galegina de la planta Galega
officinalis. La metformina es un medicamento administrado para el control glucémico en
pacientes adultos que presentan DT2. El efecto que ejerce es principalmente el de inhibir
la gluconeogénesis hepética, i.e. decrementa la produccion de glucosa a nivel del higado
(LaMoia, & Shulman, 2020). Adicionalmente, disminuye la absorcion de glucosa en el
tracto gastrointestinal e incrementa la sensibilidad a insulina de las células diana mientras
gue aumenta la entrada de glucosa en tejidos periféricos, principalmente musculo (Rojas,
& Gomes, 2013; LaMoia, & Shulman, 2020).

El mecanismo molecular que ejerce la metformina para inhibir la gluconeogénesis
hepatica continla siendo debatido, sin embargo, el mas estudiado es el de la inhibicién
del complejo | de la cadena transportadora de electrones (CTE). En resumen, la
metformina ingresa a la célula a través del transportador de cationes organicos-1 (OCT1),
y se acumula en la célula y membrana interna de la mitocondria debido a su carga
positiva; posteriormente, al inhibir al Complejo | de la CTE se incrementa la relacion
ADP:ATP y AMP:ATP, llevando a la activacién de la proteina cinasa dependiente de AMP
(AMPK) que a su vez reduce la produccién hepética de glucosa al contrarrestar la
capacidad del glucagén para generar AMP ciclico (cCAMP) en los hepatocitos, asi como
reducir la transcripcion necesaria para la sintesis de enzimas gluconeogénicas (Rojas, &
Gomes, 2013; Rena, Hardie, & Pearson, 2017; Powers, Niswender, & Rickels, 2018).

LaMoia y Shulman (2020) esclarecen que el debate respecto al mecanismo molecular es
debido a la inconsistencia en las dosis utilizadas de metformina, i.e. el uso de
concentraciones supra farmacologicas (milimolar) y, en consecuencia, su relevancia
clinica. Adicionalmente, se han reportado mecanismos independientes de la inhibicion
del Complejo | o de la activacion de la AMPK. En la tabla 3 se comparan otros
mecanismos que resultan en la inhibicion de gluconeogénesis hepética.
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Tabla 3. Otros mecanismos de inhibicién de glucogendlisis hepatica. Informacion obtenida de Rena,
Hardie y Pearson (2017), LaMoia y Shulman (2020).

Activacion de e Como consecuencia de Complejo | y cambio en proporciones de
AMPK AMP/ATP y ADP/ATP
e Activacion mediante la via lisosomal (necesita de Axina, MAPK y
LAMTOR1)

e Una vez activada, AMPK fosforila y activa a la Fosfodiesterasa 4B
cAMP-especifica (PDE4B), la cual reduce cAMP por otro mecanismo

Mecanismos e Aumento en la proporcion AMP/ATP inhibe a la fructosa-1,6-

independientes bisfosfatasa, lo cual impide la gluconeogénesis, pues a su vez inhibe
al adenilato ciclasa y en consecuencia se reduce produccion de cAMP

e Aumento del estado redox citosoélico debido a la inhibicion de GPD2.
En consecuencia, hay una inhibiciéon de gluconeogénesis a partir de
sustratos redox dependientes (glicerol y lactato). Sin embargo, no es
claro si la inhibicibn de GPD2 por metformina es directa o indirecta

1.3 MEMORIA Y DIABETES
1.3.1 Conceptos clave: Memoria

La memoria y el aprendizaje no son entidades tangibles, sino conceptos tedricos
utilizados para explicar como la experiencia afecta al comportamiento (Rudy, 2014). La
memoria puede entenderse como el conjunto de procesos que permite la recuperacion
de experiencias en un individuo, la cual involucra procesos de codificacion (dividido en
adquisicién y consolidacion). En contraste, el aprendizaje es el proceso por el cual dichas
experiencias e informacién son adquiridas. Squire (1987) expresa que, si bien el
aprendizaje es la adquisicion de informacion, la memoria es la persistencia del
aprendizaje en un estado que puede recobrarse en un periodo posterior. Asi pues, estas
aseveraciones implican a la memoria como un proceso que dirige y da forma al
comportamiento a través de la recuperacion y manipulaciéon de la informacion

Esta definicion nos lleva a preguntarnos si toda la informacion se almacena y procesa de
la misma manera ya que, incluso intuitivamente, podemos reconocer que no toda la
informacién que adquirimos a lo largo de la vida es “del mismo tipo”: aprender a manejar
no es igual que aprender conceptos de biologia celular, y recordar la definicién de célula
no es igual a recordar nuestra infancia). Entonces, ¢cdmo conceptualizamos a la
memoria para su estudio?, ¢puede simplificarse a un simple proceso de adquisicion y
recuperacion de informacioén?, o bien como expresa Tulving (2007) “¢ existen 256 tipos
de memoria?”.
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A lo largo de los afios se han demostrado, gracias a experimentos de lesiones en
estructuras cerebrales, la existencia de redes neuronales “particulares” a ciertos tipos de
tareas asociadas a la memoria. Estos llevaron al reconocimiento de distintos “sistemas”
de memoria asociados a una estructura neural central cuyo procesamiento evidencia el
tipo de memoria producido (Ferbinteanu, 2019). Aunque el debate y extensa explicacion
de estos sistemas de memoria y sus diversas clasificaciones exceden los objetivos de
este trabajo, es importante no perder de vista que a pesar de la posibilidad de dividir en
redes neurales funciones y tipos de memoria particulares, estos siguen siendo parte de
un sistema dindmico (y no unidades aisladas). Asi pues, se reconoce a la teoria de los
“Sistemas multiples de memoria”, la cual conceptualiza a la memoria como una red de
sistemas que, si bien es independiente uno de otro, funciona en sincronizacion entre si
(Constantinou, 2019).

La memoria puede ser conceptualizada de acuerdo con el (1) tiempo en el que la
informacion almacenada esta disponible, es decir, el tiempo de retencién: memoria de
corto (STM, por sus siglas en inglés) y largo plazo (LTM, por sus siglas en inglés); y (2)
a la naturaleza del procesamiento del recuerdo: memoria declarativa y no declarativa.

La memoria de corto plazo (STM) se refiere a la retencion de informacion en intervalos
cortos de tiempo (segundos), la cual es de capacidad limitada (Bouyeure, & Noulhiane,
2020). La STM hace referencia a una retencion activa de informacién mediante diversos
sistemas de memoria, en la cual el rastro de la informacién decae en pocos segundos a
menos de que se realice una repeticion continua de la misma (Vallar, 2017). Aunque se
intercambia sin distincion el concepto de STM y memoria de trabajo (WM), es de resaltar
qgue no son lo mismo. Aunque la WM también es de capacidad limitada y de poco tiempo
de retencién, la diferencia clave esta en que la WM es un sistema que permite
temporalmente mantener informacion disponible para su procesamiento. La memoria de
trabajo implica la activacion de representaciones de informacion almacenada en regiones
corticales especializadas que varian segun el contenido, asi como la activacion de
mecanismos generales de control en la corteza prefrontal. Las sefiales de control
prefrontal en la memoria de trabajo dependen ademas de la interaccion con el cuerpo
estriado y las entradas dopaminérgicas ascendentes del mesencéfalo (Kandel, 2021). En
resumen, WM permite la manipulacion de la informacion almacenada.

Si la informacion adquirida en STM es consolidada, esta puede pasar alaLTM. La LTM
hace referencia a la retencion de informacién a lo largo de la vida, y es teGricamente, de
capacidad ilimitada (Bouyeure, & Noulhiane, 2020). Esta permite el almacenamiento de
informacion durante un tiempo indefinido (horas a afios). La Fig. 6 muestra una
esquematizacion de la evolucién de un estado a otro.
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Figura 6. Modelo de procesamiento de informacion. Adaptado de Atkinson & Shiffrin (1968).

Ahora bien, el segundo parametro de clasificacion es “la naturaleza” del proceso de
recuerdo. En términos mas simples, el tipo de memoria Declarativa (también llamado
Explicita) hace referencia a la informacion que se recuerda de manera intencional, es
decir, que el proceso de recordar se hace conscientemente. Es relevante a este trabajo
hacer la distincion de que si bien, el término de memoria declarativa es utilizado, el
concepto también se aplica en especies no humanas que no hacen “declaraciones”
(Byrne, 2017). Cabe resaltar que, si bien hablamos de “recuerdo consciente” en la
memoria explicita/declarativa, un recuerdo dentro de la memoria episédica puede
formarse independientemente de si es voluntario o no el aprendizaje. En otras palabras,
el aprendizaje episédico puede suceder intencional o incidentalmente: depende de si
estamos prestando atencién o no (Gage, & Baars, 2018).

En contraste, la memoria No declarativa (o Implicita) se refiere a aquella en la que no
hay recuerdo consciente, sino que la experiencia lleva a la realizacion de una
tarea/accion, o lo que Ryle (1949) define el “saber como”. Aunque la revision de cada
uno de los diferentes tipos de memoria esta fuera de los alcances y propdésitos de este
trabajo, en la Fig. 7 se presenta un resumen de ellas.
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De la clasificacion anterior, lo que coloquialmente llamamos “memoria” se refiere a la
memoria declarativa (explicita). Dentro de ésta, encontramos a la memoria de tipo (1)
semantica, la cual es la memoria “no contextual”, que involucra conocimientos generales
como conceptos, hechos, categorias, etc.; y de tipo (2) episddica, la cual es aquella
memoria contextual sobre eventos relacionados a un espacio y tiempo especifico.

A pesar de que se ha argumentado que este tipo de memoria Unicamente corresponde
a funciones superiores humanas, también se ha evidenciado que los animales
efectivamente recuerdan los contextos de los estimulos, y que estos procesos dependen
de las mismas estructuras (analogas) que en los humanos (Camina, & Guell, 2017), en
algo que se ha referido como “memoria similar a episodica”. Por ejemplo, Ergorul y
Eichenbaum (2004) reportaron que ratas expuestas a un olor (qué) particular en un lugar
especifico (donde) de un campo abierto eran capaces de integrar cuando ocurrieron los
eventos (orden de estimulos). Panoz-Brown, et al. (2016) reportaron resultados similares,
en los que las ratas recuerdan olores y los contextos en los que éstos ocurrieron incluso
después de un intervalo largo de retencion. Bajo la definicibn de que la memoria
episddica es una representacion de un acontecimiento Unico que integra distintos tipos
de informacion, ya sea factual (evento), perceptual (el qué), espacial (dénde), temporal
(cuando), cognitiva, etc. (Bouyeure, & Noulhiane, 2020), lo anterior supone cierta
integracion por parte del animal de informacion del estimulo por si mismo, asi como del
contexto en el que se encontrd. Finalmente, uno de los argumentos mas convincentes
es la observacién de actividad del hipocampo (ondulaciones de onda aguda) durante el
proceso de repeticion de la memoria, que ha sido propuesto como esencial para la
consolidacion, y que ocurre durante el suefio (Atherton, Dupret, & Mellor, 2015). Slotnick
(2017) resume que esta actividad ha sido demostrada también en periodos de vigilia no
exploratorios, como al comer, beber, asearse o la vigilia tranquila; ademas de ser
observada en otras zonas como una actividad sincronica entre el hipocampo y las
cortezas prefrontal, parietal, y la corteza sensorial visual, que son las mismas regiones
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asociadas con la memoria episodica en los seres humanos. Este fendmeno se ha
observado en diversos mamiferos, como ratones, murciélagos, conejos, gatos y monos
(Buzsaki, 2015). Las observaciones presentadas apoyan la idea de una memoria similar
a la episddica incluso en animales no humanos, al menos considerando a la memoria
episodica no desde un punto antropocentrista, sino como “la capacidad de comportarse
de acuerdo con la recuperacién de informacién sobre lo que ocurrié en un evento, cuando
ocurrié y donde ocurrié” (Stark, 2017).

1.3.2. Memoria de reconocimiento: un componente de la memoria episédica

Independientemente de si el enfoque es en humanos, u otros animales mamiferos, se
tiene bien caracterizado que la memoria episodica tiene un factor muy importante, y es
aquel del reconocimiento. La memoria de reconocimiento, la habilidad de identificar
como familiar a algun estimulo o situacion que ha sido enfrentada previamente (Moreno-
Castilla, Guzman-Ramos, & Bermudez-Rattoni, 2018); nos permite evaluar si un estimulo
es “nuevo” o “viejo. La memoria de reconocimiento se construye a partir de 2 procesos:
(1) familiaridad del estimulo, y (2) el contexto, espacial o temporal, del estimulo, los
cuales tienen su propia red funcional (Van Goethem, Blokland, & Prickaerts, 2018).

La familiaridad implica Unicamente reconocer si el evento ha sucedido, o se ha
enfrentado antes, es por ello que también se le refiere como “saber” (KNOW)”. En
contraste, el conocimiento de los detalles especificos del evento (contexto) es lo que se
conoce como recuerdo o “recoleccion” (REMEMBERING). La diferencia esencial es que
en la familiaridad unicamente tenemos el “sentimiento” de que recordamos algo, incluso
si el evento ha pasado o no; mientras que la recoleccion es mucho mas similar a “re-
experimentar” el evento.

1.3.3. Neurobiologia: el papel de estructuras cerebrales

Asi como se describieron a los diversos tipos de memoria, de acuerdo con el parametro
de interés, es importante mencionar que las estructuras anatémicas requeridas para la
formacion de dichos tipos de memoria son diferentes. La memoria declarativa depende
de 2 componentes: el Hipocampo, como una estructura asociativa que contiene a los
mecanismos mediante los cuales diferentes caracteristicas del recuerdo se integran en
un solo engrama o representacion; y la CPF, como una estructura que guia el acceso
consiente y manipulacién de la informacion adquirida, i.e. guia el comportamiento
mediante la recuperacion de la memoria. El Sistema de memoria episddica es un sistema
jerarquico del I6bulo medio temporal (LMT), dentro del cual la informacién fluye de la
corteza al hipocampo, y cuyos niveles de integracion o abstraccién incrementa conforme
nos acercamos a éste Ultimo. Adicionalmente es un circuito cerrado, ya que la
informacion que fluye al hipocampo también es proyectada de regreso. Como se observa
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en la Fig. 8, el sistema se compone de diversas estructuras. En el presente trabajo se
describen aquellas relevantes para la memoria episodica, y la relevancia particular de
estas estructuras en el contexto de la memoria de reconocimiento.

1.3.3.1. Hipocampo

El Hipocampo es una de las &reas cerebrales cruciales para la formacion de memoria y
navegacion especial. Esta estructura es parte del sistema limbico, el cual se encarga de
la regulacion de emociones, motivacion y memoria. El Hipocampo toma un papel esencial
al estar en la cuspide de la jerarquia de sistemas corticales (Fig. 8), integrando la
informacion de sistemas previos (Roux, Leger, & Freret, 2021).

Sensory information
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Figura 8. Representacién del flujo de informacion hacia el hipocampo (1zq).
Estructuras del sistema hipocampal medial temporal (Der). Fuente: Rudy (2014).

El Hipocampo se encuentra ubicado en el I6bulo temportal, y consiste de Hipocampo
propio (que incluye las subdivisiones del Cuerno de Amon, CA 1-3) y el Giro Dentado
(GD), cada uno con sus funciones propias. La region CA1 se compone de neuronas
piramidales glutamatérgicas, y se ve implicada especificamente en funciones de
consolidacion de memoria, procesamiento espacial y temporal, y contextualizacion de la
memoria (integracion de informacion). Por otro lado, el GD es una region de transmision
de informacion al hipocampo, y un sitio primordial de neurogénesis incluso en cerebros
adultos. Se encuentra asociado a funciones como la codificacion de recuerdos, creacion
de mapas cognitivos del ambiente, separacion de patrones (que permite la discriminacion
de recuerdos similares) y el aprendizaje asociativo. EI GD por si mismo se encuentra
dividido en 3 capas: la capa molecular, granular y polimérfica (el hilus). Su principal
componente celular son las células granulosas, ubicadas en la capa granular, sin
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embargo, también cuenta con neuronas glutamatergicas y GABAérgicas, y células
musgosas.
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Figura 9. Circuito trisnaptico hipocampal. Aimone, et al. (2014)

Las conexiones del Hipocampo son Unicas y mayoritariamente unidireccionales (Fig. 9).
El sistema de memoria hipocampal incluye al hipocampo que incluye a los subcampos
del CA, al GD vy al subiculo, asi como a las cortezas entorhinal (CE), perirhinal (CPrRh)
y postrhinal (CPoRh). Dentro del Hipocampo, el circuito trisinaptico comienza con la via
perforante desde la Corteza Entorrhinal (CE) hacia las células granulosas del GD. La CE
vincula al Hipocampo con el resto del neocoértex, y provee de la mayor cantidad de
aferencias corticales hipocampales, siendo sus conexiones mas fuertes hacia el GD
(representa la mayoria de aferentes glutamatérgicos en la capa mlecular de éste). Esta
conexion a la CE es la que se encarga de la comunicacion de informacion espacial y
sensorial (Kitchigina, Shubina, & Popova, 2023). Las células granulosas del GD, a su vez,
se conecta mediante las fibras musgosas a las neuronas piramidales de CA3. Por ultimo,
los axones de CA3 (colaterales de Schaffer) se conectan a las neuronas piramidales de
la regién CAL.

Se cree que este sistema de estructuras ayuda en la formacién inicial de los engramas
(“memory traces” o trazos/huellas de memoria) (Rudy, 2014). En principio, el Hipocampo
recibe informacion de diversas regiones corticales (gracias a la region parahipocampal).
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El engrama inicial se compone de patrones de actividad neocortical, y el hipocampo
mantiene la coherencia de este engrama. Metaféricamente podemos entender esta
funcion como la de un “indice”. Asi pues, la reactivacion de un patrén especifico de
actividad en el hipocampo dara pie al patron cortical donde esta “guardada” la memoria
(en la corteza) (Fig. 10). Asi pues, se piensa que los recuedos son transferidos del
hipocampo a la corteza para su almacenamiento a largo plazo (Weible, et al. 2012).

Memory trace formation

Figura 10. Funcion de indice del hipocampo. (A) Formacién del engrama (trazo de memoria). (B) Conjunto
de posibles patrones en la corteza es activado por una experiencia y proyectado al hipocampo. (C) Durante
la recuperacién de la memoria un subconjunto puede activar la representacion hipocampla, provocando
gue (D) el hipocampo proyecte de regreso a la corteza y active el patréon original del recuerdo. Fuente:
Fuente: Rudy (2014).

Mientas que las estructuras del sistema hipocampal son necesarias para integrar la
informacion, la memoria como tal se “guarda” en patrones de actividad especificos en la
corteza. Asi pues, el hipocampo siempre es requerido para la recuperacion de la
memoria episddica. Sin embargo, una vez que el patron es codificado, puede existir por
si mismo. En resumen, el hipocampo no guarda ningun engrama, sélo los “organiza”. La
formacion de un engrama es la representacién hipocampal de la actividad en el neocértex.
Las sinapsis que responden en el hipocampo son reforzadas por procesos de
Potenciacion de Largo Plazo (LTP). Asi las neuronas activadas en el hipocampo que
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representan a la experiencia original activaran a su vez el patron que representa a la
experiencia completa.

Dentro de la memoria de reconocimiento se hablo de la distincion entre “recordar”
(recuerdo) y “saber” (familiaridad). Estas se encuentran gobernadas por distintas
estructuras dentro de sistema hipocampal (tabla 4). Se tiene bien caracterizado el circuito
involucrado en la memoria de reconocimiento. La corteza perirrhinal se involucra en el
reconocimiento del objeto y el procesamiento perceptual de éste (ya que la CPrRh tiene
entradas de informacion sensorial visual, olfatoria y somatosensorial). Particularmente
se involucra en el reconocimiento de objetos, pero sélo durante intervalos cortos de
tiempo, ya que en intervalos desde 24 hrs, la informacion en el PRhC se deteriora
rapidamente y no es suficiente para su retencion a largo plazo.

Por otro lado, la formacion hipocampal esté involucrada en la informacion contextual de
la memoria. El hipocampo esté involucrado en la memorizacion del objeto al codificar
informacion sobre este. Adicionalmente es responsable del reconocimiento del objeto a
largo plazo. Es decir que el hipocampo (en particular dorsal) es esencial para la
consolidacion a partir de las 3 hr desde el evento. Aunque el hipocampo no se involucra
en distinguir caracteristicas del objeto, es fundamental como detector de novedad al
comparar la informacion previa con la informacion nueva.

Tabla 4. Distincion de las areas implicadas en los diferentes componentes de la memoria de
reconocimiento.

Familiaridad (Saber) Recuerdo (Recordar)
KNOW REMEMBERING
Reconocer estimulo Contexto temporal y espacial
e Hipocampo propio: recuerdo de
e Corteza Perirhinal informacion contextual del
e Corteza lateral Entorhinal estimulo (detalles cualitativos del
evento)

1.3.3.2. Corteza Prefrontal

La corteza prefrontal (CPF) es una region importante de la corteza cerebral debido a su
papel en funciones cognitivas y ejecutivas, como la toma de decisiones, memoria,
atencion, regulacion emocional. Esta se encuentra en el I6bulo frontal del cerebro y se
encuentra organizada en 3 regiones interconectadas: dorsolateral, ventromedial y
corteza anterior cingulada. Las células de la CPF son principalmente (80-90%) neuronas
piramidales excitatorias glutamatérgicas, y el resto (10-20%) son neuronas inhibitorias
GABAérgicas (Xu, et al. 2019). Todas ellas, a su vez, se encuentran organizadas en 6
capas (I-VIl), siendo las capas Il a VI donde se encuentran neuronas piramidales
excitatorias. Al menos en el humano y primates, la CPF se divide, anterior a la corteza
motora) en 3 regiones: CPF medial (que se subdivide en Corteza Cingulada Anterior,
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CCA, Corteza Prelimbica, Pr, Corteza Infralimbica, IL), CPF lateral y corteza orbitofrontal
(COF) (Kolk, & Rakic, 2021).

A
dIPFC

Figura 11. Estructura de la CPF en un corte sagital de cerebro humano. Abreviaciones (en inglés): ACC,
corteza cingulada anterior, dIPFC, CPF dorsolateral, dmPFC, CPF dosromedial, OFC, Corteza
Orbitofrontal, vVIPFC, CPF ventrolateral, vmPFC, CPF ventromedial. Fuente: Hui, M., & Beier, K. T. (2022).

Debido a su asociacion a funciones ejecutivas relacionadas a seleccionar o ignorar
informacion de acuerdo con su relevancia, las conexiones de la CPF deben relacionarse
tanto a la informacion sensorial, como a la memoria, e incluso emociones (Barbas, 2009).
Asi pues, las eferencias y aferencias son similarmente hacia estructuras corticales y
subcorticales.

Las conexiones aferentes de la CPF son variadas, pues recibe informacién de un amplio
ndamero de regiones. La CPF recibe informacion del Talamo, del sistema limbico y de
estructuras subcorticales como los ganglios basales. Esta red de conexiones permite la
integracion de informacién sensorial, pero también informacion de eventos pasados,
contribuyendo a sus funciones. Similarmente, los eferentes de la CPF se extienden a un
gran abanico de regiones, como la corteza motora, el sistema limbico y los ganglios
basales; a través de estas conexiones la CPF ejerce control sobre la ejecuciéon motriz, la
regulacion emocional y motivacién, asi como aprendizaje y formacién de habitos.

A pesar de su gran influencia sobre el comportamiento, el estudio e involucramiento de
la CPF en diversas enfermedades y condiciones son complicados de puntualizar y
comparar entre especies. En primates no humanos, la asociacion entre cada una de las
areas del cerebro y su paralelismo con partes humanas es un poco mas directa. Sin
embargo, en otros modelos animales, como lo son los roedores, hay menos claridad
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sobre cudles son las homologias estructurales y funcionales; incluso se ha cuestionado
“¢.qué es, en todo caso, la corteza prefrontal de los roedores?” (Laubach, et al. 2018).
Esto se debe a la diferencia entre capacidades cognitivas, pero también a las
inconsistencias en el uso de la nomenclatura, aunque esta problematica se extiende mas
all4 de los objetivos de este trabajo.

Lo que se considera como CPF, en el roedor parece ser una combinacion de la corteza
cingulada anterior y de la CPF medial del humano y primate; pero igualmente, por su
citoarquitectura, la CPF del roedor se encuentra dividida en: (1) Corteza Cingulada, (2)
Corteza Prelimbica (Pr), (3) Corteza Infralimbica (IL) (Xu, et al. 2019; Anastasiades, &
Carter, 2021). Adicionalmente, la division en 6 capas es similar (I-VI), siendo la capa | la
mas superficial, y las capas Il/lll y V/VI las capas con neuronas piramidales.

(A) B)

mPFC networks mPFC subdivisions

ACC

e Input -——=» Output <+— Reciprocal

Figura 12. La CPF de la rata. (Izq) Se muestran las conexiones hacia BLA, Amigdala Basolateral, CLA,
claustrum, PAG, Materia gris Periacueductal, STR, Estriado, vHPC, Hipocampo ventrlal, VTA, Area Ventral
Tegmental, THAL, Talamo. (Der) Representacién de la CPF en un corte coronal del cerebro de rata.
Fuente: Anastasiades, & Carter (2021).

La region de la Corteza cingulada 1 (Cgl) se encuentra asociada al control cognitivo,
pero las regiones PL e IL son las que se han asociado a funciones dentro de la memoria
declarativa. La region Cgl tiene importante conexiones al area PL, que son esenciales
para la integracion de informacion cognitiva. Siendo la Cgl encargada de evaluar al
estimulo, y la PL de consolidacién de memoria. Asi mismo, PL e IL se encargan de la
flexibilidad cognitiva, en la que la evaluacion emocional de Cgl permite que PL/IL
cambien la respuesta en el comportamiento del animal dependiendo de las
circunstancias (adaptacion de comportamiento).

LA CPF se ha asociado de diferentes formas a la memoria de reconocimiento: (1) al
recuerdo pero no a la familiaridad. Farovik, et al. (2008) encontraron que el dafo hacia
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la CPF (la regién dafada incluia a la regién PL, IL y Cgl) reducia severamente el
desempeiio basado en la recolection de los roedores, resultando en falsos positivos. (2)
A la discriminacion de objetos novedosos; lesiones en esta area provocan déficit en la
memoria de reconocimiento en ambitos que requieran distinguir cuan reciente es el
objeto y su ubicacién. De hecho tanto en ratas como monos, se ha demostrado la
asociacion de la corteza cingulada a la familiaridad de objetos (Pezze, et al. 2017). Asi
mismo, existen estudios donde se evidencio un incremento en la expression de C-Fos
en el cerebro de ratas al enfrentarse a objetos novedosos (Zhu, Brown, McCabe, &
Aggleton, 1995).

1.3.3.3. Circuito Hipocampo-CPF: construccién de un panorama

Teniendo en contexto la funcion del Hipocampo y de la CPF, podemos hablar de cémo
este sistema se integra dentro de la memoria de reconocimiento. El sistema Hipocampo-
CPF ha sido discutido ampliamente. Miller y Cohen (Eichenbaum 2017a) proponen
entender a este circuito mediante una metafora de "ferrovia" en la que el hipocampo es
responsable de trazar nuevas "vias" (i.e. recuerdos episddicos), mientras que la CPF es
responsable de cambiar de forma flexible entre estas vias de acuerdo con reglas
contextuales. Entonces, el hipocampo y el CPF pueden interactuar estrechamente en
funciones complementarias.

Wang et al. (2021) reportan que la prueba de NOR (y por tanto la memoria de
reconocimiento) requiere de la actividad conjunto del hipocampo y la CPF, evidenciado
por la acoplada actividad Theta. Asi mismo reportan un incremento en la expresion de
C-Fos en CAl y CPF después de la prueba NOR. Lo anterior sugiere el papel critico de
ambas regiones en el reconocimiento de objetos novedosos.

Si bien el hipocampo es capaz de recuperar los recuerdos incluso en ausencia de la CPF,
en este caso la relevancia del CPF no es “la formacién de contextos” sino su aplicacion
en una situacion. Esta idea proviene de estudios en los que pacientes con dafio a la CPF
no tienen dafios severos en formacion de recuerdos, sino en la recollection de
informacion en eventos d e interferencia o distraccion (i.e. distincion de informacion en
eventos/contextos similares). En apoyo a esta idea, el estudio previamente mencionado
de Farovik, et al. (2008) precisamente sefiala que la presencia de falsos-positivos fue
debido a objetos observados previamente pero no en la fase de estudio, implicando una
interferencia del recuerdo de objetos previos en contextos similares.

Asi pues, se sugiere que el eje Hipocampo-CPF contribuye a la memoria mediante un
control sobre la recuperacién del recuerdo apropiada al contexto en el que se necesite
(Depue, 2012). Bajo esta premisa, se ha investigado y llegado a la conclusion de que el
control prefrontal que se ejerce sobre el Hipocampo es uno de supresion de recuerdos
en competencia. En esencia el hipocampo funciona como un indice de recuerdos (y a su
vez apoya la integracién su informacién en un contexto, su formacion y consolidacién),
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mientras que la CPF es quien extrae selectivamente los recuerdos dependiendo de la
tarea a la mano, suprimiendo aquellos que no son apropiados o irrelevantes de acuerdo
con el contexto (Eichenbaum, 2017b) (Fig. 13). Esta actividad es necesaria para
minimizar proactivamente la interferencia, posterior a la codificacion hipocampal, entre
representaciones durante la recuperacién de la memoria (Guise, & Shapiro, 2017).

—
%oyntrol SHEC

retrieval
Contextual vHPC
information

Figura 13. Interaccion entre el Hipocampo y la CPF en un cerebro de rata. La CPF recibe informacién
contextual del hipocampo ventral y proyecta indirectamente a la CPrRh y CE. En este modelo, pistas
contextuales en el Hipocampo son procesadas hacia la CPF, quien con esta informacién controla la
recuperacion de recuerdos apropiados al contexto que inici6 el proceso. Fuente: Eichenbaum H. (2017b).

PFC

¢Pero cdmo se ejerce este control? En la tabla 5 se resumen las areas posiblemente
involucradas en el control global del eje Hipocampo-CPF. Se conoce que el hipocampo
tiene conecciones indirectas y directas a la CPF (Fig. 14). Eichenbaum (2017a) resume
gue existen 3 vias de conexion:

A. Via directa Hipocampo-CPF: Proyeccién monosinaptica desde CALl a todas las
capas de la CPF medial y CPF orbital. Se propone que mediante este se envia
informacion contextual del recuerdo.

B. Vias indirectas
a. Via bidireccional taldmica: Conexiones bidireccionales entre el nucleo
Reuniens (NuRe) y todas las areas e la CPF, asi como con el area CA1l, la
CPrRh y la CE. Se ha propuesto al NuRe como un “switch” capaz de
sincronizar el flujo de informacion HP-CPF o CPF-HP.

b. Via bidireciconal a través de la CPrRh y CE: la CPF se encuentra

fuertemente conectada a la CPrRh y a la CE, sirviendo éstas como
intermediario hacia la region CAL. Debido a la funcion de la CPrRhy CE en
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la memoria de reconocimiento, se cree que esta via se encarga de la
transmision de informacién sensorial de objetos.

(= PL
N
OFC
— =1L

19

Direct hippocampus-to-PFC pathway

—— Bidirectional pathway via the Re
—— Bidirectional pathway via the PRC and LEC

Figura 14. Vias prefrontales-hipocampales directas e indirectas. Fuente: Eichenbaum H. (2017a).

Tabla 5. Resumen del involucramiento de distintos componentes del sistema de memoria hipocampal y

sus conexiones a la CPF.

REGION

FUNCION

Corteza Entorhinal

Lateral >“qué” — informacion sensorial
Medial > “dénde” — informacion espacial

Corteza Perirhinal

“Qué” — informacién sensorial

Corteza
Parahippocampal

“Donde” — informacion espacial

Integracién de informacion sensorial

Dorsal — Objeto (vincular el objeto con el espacio)

Hipocampo Ventral — Contexto: vinculacion del evento con el
contexto; sirve para la diferenciacion de recuerdos
La representacion contextual se manda a la CPF
La informacion contextual influencia el recuerdo de
CPF representaciones especificas de objetos mediante sus

conexiones a la CPrRh y la CE lateral
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1.3.4. Déficit en la memoriarelacionada ala DT2

Tal y como se abord6 en el apartado de complicaciones, existen diversos mecanismos
por los que la patofisiologia de la DT2 afecta al cerebro, existiendo una creciente cantidad
de trabajos en la literatura que evidencian el impacto que la DT2 tiene sobre las funciones
cognitivas.

Se han reportado asociaciones entre la DT2 y el deterioro cognitivo, identificando déficits
cognitivos en hasta el 43% de las personas con DT2 (Luchsinger et al., 2007). Este
deterioro ha sido identificado en diversas &reas, como la velocidad psicomotora, la
funcion ejecutiva, la memoria verbal y de trabajo, la velocidad de procesamiento, el
funcionamiento motor complejo, el recuerdo inmediato y retardado, la fluidez verbal, la
retencion visual y la atencion (Roy et al., 2020). Aunado a esto, también existe evidencia
de la presencia de atrofia cortical y subcortical, que afecta a varias regiones del cerebro
y a una disminucion de la perfusion cerebral regional y de la vasorreactividad (Last et al.,
2007).

Particularmente, una condicion de hiperglucemia, incluso sin la presencia de diabetes es
un factor de riesgo de disfuncién cognitiva. Este deterioro en la funcion cerebral puede
atribuirse a la modificacion en los procesos neuroquimicos y pérdida de sinapsis lo que
a su vez detona una serie de eventos neurodegenerativos que conjuntamente afectan a
los procesos de plasticidad (Trevifio et al., 2017). Kodl y Seaquist (2008) discuten
discuten resultados de diversas investigaciones en pacientes con alteracion de la
tolerancia a la glucosa, en los que se ha demostrado un desempefio mas bajo en
evaluaciones del estado mental y memoria a largo plazo, el deterioro de la fluidez verbal
e incluso un aumento en la incidencia de demencia (Alzheimer y vascular) en
comparacién con los sujetos de control, aunque no todos los estudios revisados por los
autores se encontro que los pacientes con desregulacion de la glucosa o DT2 tuvieran
un peor rendimiento que los controles. De esta forma, se reportan en la literatura diversos
mecanismos de dafio en el cerebro que conllevan a la presentacién de déficit cognitivo.
No obstante, debido a la diversidad de fenotipos en los modelos animales para DT2,
existe gran controversia en su estudio. Aunque, Garcia-Serrano y Duarte (2020) reportan
en un articulo de revision que independientemente de las diferencias presentadas en la
literatura, las cuales pueden ser explicadas por los diferentes perfiles metabdlicos que
diferentes dietas diabetogénicas induzcan sobre distintos modelos animales, todas
desencadenan en un fenotipo que afecta a la funcion cerebral, particularmente el
desempefio en tareas de memoria dependientes del hipocampo.

Pero ¢,como relacionar estos efectos con la patogénesis de la enfermedad? Respecto al
deterioro de la sefializacién de insulina presente en los pacientes con DT2, existe
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evidencia que sugiere su asociacion con un mayor riesgo de desarrollar deterioro
cognitivo e incluso Alzheimer y este defecto en la sefializacion de insulina no solo es
periférico, sino que también afecta a las células del SNC (particularmente neuronas)
debido a la presencia de receptores a insulina en regiones del cerebro como hipocampo,
corteza, hipotadlamo, bulbo olfatorio, glandula pituitaria, cerebelo y cuerpo estriado
(Duarte, Moreira, & Oliveira, 2012). Duarte (2015) resume la contribucion del
sefialamiento de la insulina como un proceso multifactorial, debido a que controla la
homeostasis de la glucosa, impactando en metabolismo, osmolaridad y balance redox
(este ultimo propiciando incremento en estrés oxidativo mediante la produccion de
productos finales de glicacion avanzada (AGE) y afectando negativamente a la
mitocondria); asi también se le asocia a la formacion de depdésitos de proteina beta
amiloide. Ademas, se ha demostrado el papel de la insulina en el aprendizaje y la
memoria (Suarez, Noble, & Kanoski, 2019). Cabe resaltar que la resistencia periférica a
la insulina no siempre conduce a la resistencia a la insulina del Sistema Nervioso Central
(SNC), y ambos deben diferenciarse, hablando del efecto sobre la cognicion (Rhea,
Banks, & Raber, 2022).

Ahora bien, siguiendo las complicaciones relacionadas con la inflamacion croénica vy el
estrés oxidativo en la DT2, esta claro que la exposicion prolongada a estos factores
puede impactar a nivel sistémico. Se tiene registros de que existe correlacion entre
niveles basales mas altos de marcadores inflamatorios y declive cognitivo en pacientes
con DT2. Por ejemplo, en un estudio de cohorte en la poblacion de Edimburgo en adultos
mayores cony sin DT2, se encontrd que los pacientes con DT2 presentaban marcadores
inflamatorio mas elevados, y que éstos se correlacionan a peor desempefio en pruebas
cognitivas; particularmente niveles elevados de IL-6 se asociaron con una mayor
disminucién en las pruebas de funcion ejecutiva y de razonamiento abstracto (Sluiman,
et al. 2021). Otras citocinas proinflamatorias asociadas son las ya mencionadas IL-13 y
el TNF-a. En compafiia al incremento de citocinas proinflamatorias, se ha visto que
puede éstas pueden incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica. En un
modelo de raton deficiente del receptor de Leptina (similar a la cepa), se encontr6 que el
déficit cognitivo ademas de estar acompafiado por un incremento de marcadores
proinflamatorios desencadenados por la hiperglucemia, también estd acompafiado por
infiltracion de macréfagos (Stranahan, et al. 2016) y acidos grasos libres (Milanski, et al.
2009; Rapoport, 2001) exacerbando la neuroinflamacion.

Finalmente, también se han registrado cambios estructurales en pacientes diabéticos.

Oh, et al. (2021) reportan cambios estructurales, como reduccion en el volumen de
materia blanca y gris en cerebelo y I6bulo frontal de pacientes mayores con diabetes.
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1.4. MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA DIABETES

El uso de modelos animales para el estudio de la diabetes es esencial para entender su
patogénesis, ya que permite el analisis de la etiologia y las complejas interacciones
multisistémicas de la enfermedad. A pesar del desarrollo de modelos in vitro (como por
ejemplo cultivos de células animales) o modelos in silico (mediante programas de
modelaje), los modelos animales se han mantenido como el estandar en la investigacion.

En el estudio de la diabetes el uso de modelos murinos es una practica ampliamente
distribuida, ya que ofrecen ventajas como su tamafo, facil mantenimiento (tanto en
términos econdémicos, como de espacio) y tiempos de reproduccion cortos. Estos
modelos pueden clasificarse dependiendo del método de obtencién. De acuerdo con
Kottaisamy, et al. (2021), es posible clasificar a los modelos basado en si la induccion de
la enfermedad se ha realizado utilizando agentes quimicos o dietas especificas,
transformaciones genéticas dirigidas o espontaneas, etc. En la tabla 6 se condensan
diversos modelos murinos para el estudio de DT2.

Tabla 6. Modelos experimentales de murinos para el estudio de la DT2. Tabla traducida y modificada de
Kottaisamy et al. (2021), y King y Austin (2017).

Métodos de Obtencién Modelos_ Caracteristicas
representativos
Genética | Genética Ratas Desarrollado con mutacion sin sentido en
inducida Zucker Diabetic Fatty | el gen del receptor de leptina.
(ZDF)
Ratones Lep db/db Posee una mutacion en el gen que codifica

el receptor de leptina

Ratas Goto-Kakizaki | Modelo poligénico que desarrolla diabetes

(GK) tipo 2 de inicio en adultos mas temprano
en su vida

Ratas Modelo genético de obesidad

Zucker fatty (ZF) caracterizado por hiperlipidemia e

hipoinsulinemia

Ingenieria | Ratén KK Modelo diabético poligénico que exhibe
genética hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y
microalbuminuria

Induccion Por virus EMC Destruccion selectiva de células 3
viral
Induccion quimica Inducido por Aloxano | Inhibicién selectiva de la secrecién de

insulina estimulada por glucosa
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Inducido por Dana la célula B del pancreas, lo que

Estreptozotocina provoca hipoinsulinemia e hiperglucemia
Manipulacion Alimentacion rica en | Cierta compensacion de células beta
dietética grasas

Alimentacion alta en | Cierta compensacion de células beta
grasa/alta en
sacarosa

Psammomys obesus | Degeneracion progresiva de células beta

Métodos quirdargicos | Modelo de Presentacion de la enfermedad parecida,
pancreatectomia ya que la masa de células beta
pancreaticas se reduce cuando se extirpa
cierto porcentaje del pancreas

1.4.1. La cepa ZDF como modelo animal de estudio

Las ratas de la cepa ZDF (Zucker Diabetic Fatty) representan un modelo animal de
diabetes obtenido a partir de la crianza selectiva entrecruzando ratas ZF (Zucker fatty,
fa/fa) hiperglicémicas con el propdsito de obtener caracteristicas diabéticas (Capcarova,
& Kalafova, 2019).

La cepa ZF presenta una hiperfagia y obesidad debido a que estas ratas son portadoras
de una mutacion espontanea del gen del receptor de leptina (gen fa) (Shiota, & Printz,
2012). Esta mutacién conlleva al inicio de obesidad debido al crecimiento de depdsitos
grasos subcutaneos (Durham, & Truett, 2006). La disfunciébn consecuente en la
sefalizacion hipotalamica del receptor de leptina desemboca en una leve hiperglucemia
e intolerancia a la glucosa (aunque no son diabéticas), resistencia a la insulina,
hiperlipidemia e hipertensién moderada (Capcarova, & Kalafova, 2019). La condicion de
obesidad e hiperfagia es aparente a partir de las 4 semanas de edad (King, & Austin,
2017).

En contraste, la cepa ZDF presenta una resistencia insulinica severa debido a la
incapacidad de las células beta pancreaticas para compensar la misma (King, & Austin,
2017). Cabe resaltar que existen marcadas diferencias entre las ratas macho y hembra
de la cepa ZDF, siendo las macho las unicas severamente afectadas y con una clara
progresion del estado prediabético a diabético, por lo cual sélo éstas se utilizan como
modelos de enfermedad para la DT2. Las ratas macho, homocigotas para la mutacion
del gen fa, desarrollan progresivamente con la edad una mayor de resistencia a la
insulina, intolerancia a la glucosa y deterioro de la funcién de las células B-pancreaticas,
lo que conlleva a una condicion diabética, similar a la DT2 asociada a obesidad (Shiota,
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& Printz, 2012). Adicionalmente presentan hiperglucemia, hiperfagia, hiperlipidemia,
hipertension e insuficiencia cardiaca (Pugsley et al., 2021). Asi pues, para las 8 a 12
semanas de edad, las ratas ZDF macho presentan una condicidbn completamente
diabética.

Por otro lado, en el caso de las ratas ZDF hembra, éstas no presentan una condicion
diabética incluso cuando se presenta una obesidad avanzada, reportandose que
mantienen niveles en sangre de glucosa e insulina normales. Especimenes homocigotos
(hembras con el genotipo fa/fa) también presentan obesidad y resistencia insulinica, sin
embargo, no llegan a presentar hiperglucemia (Capcarova, & Kalafova, 2019). A pesar
de ello, la condicion hiperglucémica (diabética) en las ratas ZDF hembra puede ser
inducida con una dieta diabetogénica (King, & Austin, 2017).

Es importante puntualizar que no todos los animales de la linea ZDF, ya sea macho o
hembra, presentan condiciones de obesidad y diabetes. Los animales ZDF que son
heterocigotos para la mutacion del gen fa (ZDF-lean fa/+) o de tipo silvestre (ZDF-lean
+/+) en este locus del gen no se vuelven obesos y no desarrollan diabetes (Griffen, Wang,
& German, 2001).

Debido a la manifestacién de sintomatologia clinicamente relevante para la DT2, el
modelo de la cepa ZDF también se utiliza en el estudio de la neuro y nefropatia
observadas en conjunto con esta condicidon crénica. En la literatura existen diversos
reportes sobre alteraciones morfoloégicas del hipocampo y la corteza prefrontal, y
consecuentemente en procesos cognitivos como la memoria y aprendizaje, en modelos
de DT2 como la cepa ZDF.

Respecto a la caracterizacibn metabdlica de la cepa, Yokoi, et al. (2013) reportan
diferencias en el peso, siendo las ratas fa/fa las de peso incrementado en comparacion
con las ratas fa/+, cambio que es evidente desde las 6 semanas de edad. Para niveles
de glucosa en sangre sin ayuno la diferencia fue evidente desde las 8 semanas de edad
(siendo los niveles de ratas fa/fa mas elevados). Similarmente, los niveles de insulina sin
ayuno fueron similares, con la excepcion de que la diferencia era notable a partir de las
6 semanas de edad. Por ultimo, todas las ratas fa/fa desarrollaron DM con una glucosa
en sangre de = 300 mg/dL para las 10 semanas de edad, cuando en las ratas fa/+
ninguna desarroll6 diabetes. En cuanto al perfil lipidico, todos los parametros se
mantuvieron elevados en las ratas fa/fa en comparacion con las fa/+. Todos los cambios
mencionados se mantuvieron hasta las 21 semanas de edad. Chohnan, et al. (2020)
realizaron la caracterizacion de la cepa a las 12 semanas de edad. En su estudio reportan
diferencias significativas para valores de glucosa (media £+ SEM: 295 + 20 mg/dL ZDF
Obesa; 114 £ 5 mg/dL ZDF delgada), peso (297.2 + 2.1 g ZDF Obesa; 338.0 £ 5.6 g ZDF
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delgada), triglicéridos (237 + 40 mg/dL ZDF Obesa; 19.8 + 1.5 mg/dL ZDF delgada) y
colesterol total (137 + 6 mg/dL ZDF Obesa; 64.3 = 1 mg/dL ZDF delgada).

En contraste, Otani, et al. (2022) hacen la descripcion de la cepa a las 36-38 semanas
de edad. Contradictoriamente, a esta edad se registro que las ratas fa/+ tienen un mayor
peso corporal (450 = 8.8 g) que las fa/fa (389.6 + 14.7 g), sin embargo, su BMI es
significativamente menor (0.85 + 0.01 g/cm? vs. 0.94 + g/cm?). En cuanto al nivel de
glucosa en sangre, los valores del grupo fa/fa fueron significativamente mayores (504.3
+ 20 mg/dL) respecto a los del grupo fa/+ (162.5 + 8.2 mg/dL). Para el perfil lipidico
Unicamente se evaluaron triglicérido y colesterol total, en los cuales el grupo fa/fa también
presentd niveles mucho mayores (681.2 + 85.2 mg/dL en triglicéridos y 271.8 + 18.7
mg/dL en colesterol total) al grupo fa/+ (56.5 + 8.8 mg/dL en triglicéridos y 90.9 + 4.3
mg/dL en colesterol total). Finalmente, Wang, et al. (2014) hacen la distincién en grupos
obesos hiperglucémicos y normoglucémicos.

II.JUSTIFICACION

En la actualidad, aproximadamente 537 millones de adultos viven con diabetes, de los
cuales el 90% de los diagnésticos representa DT2 (IDF, 2021). Datos epidemiologicos
muestran una tendencia alarmante, en la que se espera un incremento de otros 200
millones para 2040 (Zheng, Ley, &, Hu, 2018). Si bien la incidencia y prevalencia de DM
varia de acuerdo con la region geogréfica, las regiones de Medio Oriente y Norte de
Africa (16.2%), seguida por la regién de Norte América y el Caribe (14%), son las de
mayor prevalencia (IDF, 2021). No obstante, cabe resaltar que reportes recientes
apuntan a que aproximadamente 1 de cada 2 adultos con diabetes no ha sido
diagnosticado (Ogurtsova et al., 2022). Asi pues, es probable que las predicciones de
incidencia de DM no son mas que una subrepresentacion de los valores reales.

Por otro lado, la DM se encuentra entre las enfermedades con mayor gasto a nivel global,
representando un gasto de aproximadamente 760 mil millones de USD en 2019 (Williams
et al., 2020). De hecho, Federacién Internacional de Diabetes (IDF) (2021) reporta a la
region de Norte América y el Caribe como aquella con el mayor coste promedio por
persona, asi como el mayor gasto a nivel global (43% del gasto mundial, ~415 mil
millones de USD). Por si fuera poco, se ha encontrado que a nivel global el 81% de
pacientes (4 de cada 5 personas) con esta enfermedad se encuentran en paises de bajos
a medios ingresos. Lo anterior evidencia una gran problematica en materia de acceso y
calidad de tratamiento para la poblacion diabética, ya que en paises de bajos ingresos el
gasto en salud relacionado a diabetes solo alcanza el 0.51% del producto interno bruto
(en paises de mediano y altos ingresos supera el 1%).
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En México las cifras son igual de preocupantes. La Federacién Internacional de Diabetes
(IDF) (2021) reporta que la prevalencia de diabetes en nuestro pais alcanza el 16.9% de
la poblacion adulta, con una proporcion de diabetes no diagnosticada del 47.5%.
Adicionalmente, México ocupa el 7° lugar a nivel mundial en poblacion diabética, asi
como la posicidn n°6 en pacientes diabéticos no diagnosticados. Estos datos son
confirmados por instituciones mexicanas. De acuerdo con datos preliminares del INEGI
(2023), durante 2022 se report6 a la DT2 como la segunda causa de muerte en el pais,
representando alrededor del 13.6% (115 025) de las defunciones totales.

Es evidente la apremiante necesidad, reflejada por las cifras anteriormente presentadas,
de desarrollar mejores herramientas de diagndstico y tratamiento. Aunque se han
enfocado extensivos esfuerzos cientificos en investigaciéon biomédica alrededor de la
DT2, estos estan principalmente dirigidos a aspectos metabdlicos de la enfermedad,
mecanismos de accién y busqueda de blancos terapéuticos. A mas de dos afios del inicio
de la pandemia, gano relevancia la vulnerabilidad a la enfermedad de COVID-19 entre
los pacientes con DT2, no solo en el aspecto inmunolégico, pero también de secuelas. Y
aunque las complicaciones de la DT2 también han sido extensivamente estudiadas (ya
sea en un contexto general o como comorbilidad), aquellas de tipo cognitivo han sido
dejadas en segundo plano, aunque no son inexistentes.

Ya desde hace mas de 15 afos la evidencia sugeria que la DT2 era un factor de
predisposicién para el declive cognitivo, asi como que la DT2 estaba asociada a un
incremento de hasta 50% del riesgo para demencia (Biessels et al., 2006). En la ultima
década se han incrementado los reportes de asociacion como factor de riesgo para un
incrementado declive cognitivo, asi como a la enfermedad de Alzheimer y demencias
relacionadas. Ademas, con el acontecimiento de la emergencia sanitaria causada por el
virus SARS-CoV-2, se ha evidenciado potenciales asociaciones entre los mecanismos
de COVID-19, DT2 y secuelas cognitivas a largo plazo. Si bien ejemplos variados ya han
sido abordados en la seccion de antecedentes, cabe resaltar que no hay un consenso
definitivo si el declive cognitivo es una consecuencia directa de los mecanismos de
hiperglucemia y resistencia a insulina presentes en la DT2, y por tanto se requiere de
mayor estudio para esclarecer el tema.

Considerando que la edad de inicio de la demencia es alrededor de los 65 afios, que la
prevalencia de DT2 es mayor en los grupos de edad de 55 a 65 afiosy que el
envejecimiento de la poblacion requiere hacerles frente a retos relacionados con el
envejecimiento, la investigacion en funciones cognitivas es clave para proporcionar una
mejor calidad de vida a la poblacion mayor. Incluso un impedimento cognitivo menor tiene
interferencia con actividades que requieran de funciones cognitivas como la atencion,
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memoria y funciones ejecutivas. En el caso de la DT2, cualquier disfuncién en la
cognicién puede impedir el correcto cuidado y automanejo de la enfermedad, asi como
en el sentido de independencia del paciente.

Es por ello por lo que resulta de gran interés el estudio de las funciones cognitivas en un
contexto relacionado a la DT2. El presente trabajo pretende ser un estudio descriptivo,
gue permita enriquecer la informacion disponible acerca de la influencia de condiciones
hiperglucémicas sobre funciones cognitivas, particularmente la memoria y el aprendizaje.

ll. HIPOTESIS

Los niveles de glucosa elevados, indicativos de una condicién de hiperglucemia, se
encuentran asociados a cambios estructurales y de comportamiento en el modelo
diabético de la cepa ZDF que sugieren un deterioro cognitivo, asi como una potencial
relacién entre ambos.

V. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Analizar el efecto de una condicion de hiperglucemia sobre la memoria y el aprendizaje,
evidenciado mediante alteraciones morfolégicas y de comportamiento en la cepa ZDF.

4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar el estado glucémico de la cepa ZDF para la validacion del modelo.

e Evaluar el efecto de la condicién hiperglucémica sobre la actividad exploratoria y
la memoria de reconocimiento a corto y largo plazo en la cepa ZDF

e Evaluar la morfologia neuronal en regiones de la corteza prefrontal (Cgl) y de
regiones hipocampales (CAl y GD) en la cepa ZDF

e Cuantificar la densidad celular en la corteza prefrontal (Cgl) y regiones
hipocampales (CAl y GD) asociadas a la memoria y aprendizaje en la cepa ZDF.
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V. METODOLOGIA

5.1. Diagrama de trabajo
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5.1. Determinacion de Grupos Experimentales

Para el presente trabajo se obtuvieron, del Bioterio Claude Bernard, 18 ratas macho de
la cepa Zucker Diabetic Fatty (ZDF) de 12 semanas de edad, divididas en dos grupos de
acuerdo con su fenotipo: ratas obesas (OBESE ZDF, abreviado de aqui en adelante
como OZDF) como grupo problema, y ratas delgadas (LEAN) como grupo control
emparejado por edad. Dichos animales corresponden al proyecto aprobado por el
CICUAL: 100332977-UALVIEP-23/1, y fueron mantenidos bajo condiciones estandar,
designadas por la NOM-062-Z0O0-1999.

Debido a la naturaleza de la cepa, primero se llevo a cabo una prueba de tolerancia a la
glucosa para todos los grupos (LEAN y OZDF). En este procedimiento, se dejo al animal
en un ayuno de 6 hrs y se llevé a cabo la primera medicién (Tiempo cero, TO).
Posteriormente, se administré intraperitonealmente una solucion salina glucosada (29 /
Kg de peso), evaluando niveles de glucosa en sangre cada 30 min en un periodo de 2
horas. Con estos valores se elabor6 una curva de tolerancia a la glucosa, y con ello fue
posible evidenciar la presencia de 2 subgrupos dentro del grupo Obese ZDF: normo
glucémico (OZDF NG) e hiperglucémico (OZDF HiG). Una vez detectada esta diferencia
dentro del grupo obeso, los animales fueron posteriormente divididos en 3 grupos: LEAN
ZDF, OZDF NG y OZDG HiG. Adicionalmente fueron medidos los siguientes parametros
zoomeétricos de los animales: peso, cintura -standing-, y largo de nariz a ano del animal.
Con los datos mencionados también se obtuvo el indice de Masa Corporal (IMC).

Los animales fueron sometidos a las pruebas conductuales de la actividad motora a
campo abierto y a la prueba de reconocimiento de objetos, las cuéles fueron
videograbadas para su posterior analisis.

5.2. Pruebas Conductuales
5.2.1. Prueba de Actividad motora

La prueba de actividad motora se llevé a cabo con el propésito de registrar la distancia
recorrida. Consiste en dejar que el animal explore libremente la caja de campo abierto
(60 x 60 x 60 cm) dividida en 9 cuadrantes durante un tiempo de 10 minutos. El
desplazamiento se cuantifico6 mediante el niumero total de visitas a los cuadrantes,
multiplicado por la medida de un lado del cuadrante (20 cm). Las visitas por cuadrante
se consideran cuando la rata ha pasado al menos la mitad de su cuerpo por éste (sin
contar la cola). Los datos obtenidos fueron registrados para su posterior analisis como
distancia total, velocidad y visitas al centro vs periferia.
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5.2.2. Prueba de Reconocimiento de Objetos Novedosos (NOR)

Primero se realizd la evaluacion de la memoria de corto y largo plazo mediante las
pruebas de NOR. Esta prueba se aprovecha de la tendencia natural de los roedores a
explorar objetos percibidos como “nuevos”, y se compone de tres etapas:

|. Habituacién: se coloca al animal en una caja de campo abierto (area de estudio
dividida en 9 cuadrantes; la caja es de dimensiones cuadradas: 60 cm de ancho
X 60 cm de largo X 60 cm de alto), sin ningun objeto, por un periodo de 10 minutos.

Il. Fase | (Familiarizacion de Objetos): consiste en colocar al animal en la caja y
gue este se familiarice con dos objetos iguales durante 6 minutos.

lll. Fase Il (Memoria de corto plazo, STM): Posteriormente se deja descansar
durante 2 hrs y nuevamente se introduce al animal a la caja, pero esta vez se
coloca uno de los objetos ya familiarizados y un nuevo objeto, e igualmente se
deja por 6 minutos. Notese que la fase 1y Il se llevan a cabo el mismo dia.

IV. Fase Ill (Memoria de largo plazo, LTM): se realiza 24 horas después de la fase
anterior. En esta se coloca a la rata en la caja y se le expone a un objeto
familiarizado y otro objeto novedoso que no se le haya presentado antes (un
segundo objeto novedoso).

En todas las etapas se contabilizé el tiempo de interaccion de la rata con los objetos
presentados, y con ello se realizd el calculo del indice de reconocimiento IR (Ec. 1).

_In_ _ Tn
IRc = T Tt o) (Ec. 1)

En donde:

e Tr— Tiempo de Objeto familiar (es el objeto que permanecera constante durante
todas las fases de la prueba NOR)

e Tr2— Tiempo de Objeto familiar 2

e Tn-— Tiempo de Objeto novedoso (en el caso de la familiarizacion T es sustituido
por Tr2)

e Ti¢— Tiempo Total

5.3. Perfusion del Animal de laboratorio

Los animales fueron anestesiados con Pentobarbital sodico. Después, fueron
perfundidos con solucién salina al 0.9% por el ventriculo izquierdo ligando la arteria aorta
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descendente previamente y realizando corte en la auricula derecha, administrando
aproximadamente 60 mL de solucion. Este proceso se realiza con la finalidad de eluir la
sangre del tejido cerebral. Dependiendo del uso que se le dara el tejido, se afiade un
paso posterior, en el que se perfunde con paraformaldehido (PFA) al 4% para preservar
el tejido. Este paso se omite cuando el cerebro esta destinado al protocolo de Golgi-Cox.

Posterior a la perfusion se extraen los cerebros.

5.4. Morfologia Neuronal

5.4.1. Protocolo de tincion Golgi-Cox

Los cerebros extraidos se colocaron en solucidén Golgi-Cox (K2Cr207 170 mM, HgCIl 2200
mM, K2CrO 4200 mM) para su almacenamiento en total oscuridad durante 30 dias. Al
término de este periodo, se dejaron en una solucién de sacarosa al 30% durante 5 dias
en condiciones de total oscuridad. Pasado este tiempo, se realizaron cortes coronales
con ayuda de un vibratomo motorizado, para la obtencion de cortes con un espesor de
200 pm. Estos fueron montados en laminillas gelatinizadas, manteniéndolas en una
camara humeda hasta su revelado.

5.4.2. Protocolo de revelado de la tincion Golgi-Cox

Para el revelado se requiere de condiciones de oscuridad. Las muestras recibieron un
tratamiento con hidréxido de amonio durante 30 minutos, seguido de un fijador rapido de
pelicula fotografica Kodak, con un lavado en agua destilada entre cada paso. Finalmente
se someti6 al tejido a deshidratar mediante lavados con concentraciones
progresivamente mayores de Etanol. Una vez revelados, los tejidos fueron montados con
cubreobjetos y resina sintética. Los tejidos se conservaron en oscuridad para su secado
y observacién posterior.

5.4.3. Trazado de Neuronas

Para el trazado de neuronas, se emple6 una camara licida adaptada a un microscopio
Leica modelo DMSL. En primera instancia, se ubicO el area de interés con ayuda de
coordenadas estereotaxicas (The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Paxinos &
Watson, 2007). En el caso de este proyecto las areas de interés se enlistan a
continuacion: (1) neuronas piramidales de la capa lll de la Corteza Prefrontal (CPF), (2)
las neuronas piramidales de la region CA1 y (3) neuronas granulosas del Giro Dentado
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(GD) del hipocampo dorsal. La eleccion de la célula mas adecuada se realiz6 tomando
en cuenta los siguientes parametros:

1. El soma neuronal debe encontrarse dentro de la region de interés

2. La neurona debe estar completamente tefiida

3. Se deben observar por lo menos tres dendritas basales primarias, las cuales se
ramifiquen

4. Las neuronas deben estar lo mas intactas posibles.

Al encontrar una neurona que cumpla con todos los parametros previamente
mencionados, se procedid a trazarla sobre una hoja de papel, utilizando el objetivo 40X
(Fig. 15). Para cada region de interés se trazaron 10 neuronas en total por sujeto,
especificamente 5 neuronas por hemisferio de cada rata.

Figura 15. Representacion del trazado de neuronas utilizando una camara ldcida.

5.4.4. Anélisis de Sholl

La evaluacion morfologica se llevo a cabo mediante el andlisis de Sholl, este analisis es
utiizado como herramienta para evaluar la arborizacion dendritica en neuronas
individuales. Se consideran intersecciones dendriticas de acuerdo con distancias
establecidas por circulos concéntricos a partir del soma neuronal (Fig. 16). Los datos
obtenidos son: longitud dendritica, nimero total de ramificaciones dendriticas y
arborizacion, los cuales se describen en la tabla 7. Con base en los datos recopilados,
se puede conocer el niumero de ramificaciones y patrones generales de ramificacion de
las neuronas.
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Figura 16. Representacion de la plantilla de circulos concéntricos utilizados para el andlisis de Sholl. La
distancia entre cada circunferencia esté calibrada a aumentos de 10 um en el radio de estos.
Tabla 7. Parametros registrados en el andlisis de Sholl.
Valor promedio obtenido por cada circulo concéntrico (10 um de
Longitud diferencia entre cada circulo que antecede a otro) obtenido con base en el
W[hale[dli[e=Rie)-UBM NUMero de dendritas que cruzan cada circulo. Se graficé el nUmero de
intersecciones contra el numero ordinal de cada circulo.
N° total de Valor determinado a partir de los 6rdenes de bifurcacion de las dendritas,
EIgNile=W Il comenzando desde el soma hasta la parte mas distal de la neurona.
Arborizacién Se obtiene al graficar el total de las intersecciones dendriticas que tiene
dendritica cada circulo concéntrico.
5.5. Cuantificacién Celular
Los cerebros destinados al analisis por conteo celular fueron colocados, posterior al

protocolo de perfusion, en una solucién de sacarosa al 30%, como crioprotector para su
posterior corte en el criostato. Los cerebros fueron seccionados para la obtencion de
Hipocampo (por grupo experimental). La seccion relevante fue colocada en medio de
congelacion de tejidos (LEICA ©), y el corte fue realizado a 30 um. Cada corte fue
montado en portaobjetos gelatinizados, en una distribucion de 4 cortes por laminilla.
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5.5.1. Protocolo de Tincién de Nissl

La tincion de Nissl se basa en el uso del violeta de cresilo para la deteccion de cuerpos
de Nissl en el citoplasma de las neuronas, los cuales son cumulos de reticulo
endoplasmatico rugoso. Estos se tifien con colorantes basicos (como el cresil violeta)
debido al gran contenido de ribosomas y por tanto de RNA (ribosomal y mensajero). En
este trabajo se utilizo esta tincion para la identificacion de neuronas en el tejido cerebral.

Se seleccionaron 3 laminillas de cortes, con una separacion de 120 um entre cada una.
Posteriormente, la laminilla fue hidratada brevemente en agua destilada para después
colocarse en Violeta de Cresilo durante 3 minutos. Concluido este tiempo, la laminilla se
sometié a dos lavados en Etanol al 95% y Etanol Absoluto (1 min c/u). Por ultimo, se
aclaro el tejido con Xilol (30 segundos). Una vez terminado el protocolo, se monté la
laminilla con cubreobjetos y resina sintética. Las laminillas se dejaron reposar y secar
durante un minimo de 3 dias antes de su manejo en el microscopio de campo claro.

5.5.2. Cuantificacion celular por area

Posterior a la tincion, las laminillas fueron observadas al microscopio a 4x para la
obtencion representativa del Hipocampo y CPF, asi también a 40x para el conteo celular
de las regiones CA1l, GD y CPF. La cuantificacién celular se realizé utilizando la
herramienta multi-pointer en el programa de ImageJ, estandarizando mediante los
siguientes pardmetros: un area 100 x 100 pm (10 000 um?) para las regiones
correspondientes a hipocampo dorsal, y un area de 200 x 200 um (40 000 um?) para la
region de CPF. Otros parametros se resumen en la Tabla 8. Los resultados fueron
registrados para la obtencién del conteo promedio por cerebro.

Tabla 8. Parametros para el conteo celular por area.

REGIONES

PARAMETROS

Hipocampo Corteza Prefrontal
Grosor del tejido 30 um 30 um
Region seleccionada Region CAl Reqién Cal
(coordenadas estereotaxicas Regién de GD 9 9
. Bregma 4.20 mm
respecto a Paxinos, y Watson, Bregma -3.24 mm 23 mm
2007) a -4.20 mm
Area de conteo 10 000 pm? 40 000 pm?
Magnificacion del Imagen representativa: 4x
objetivo utilizada Imagen para conteo: 40x
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5.6. Anélisis Estadistico

El analisis estadistico de todos los datos obtenidos se realizé en el programa GraphPad
Prism versidén 8.0. El tratamiento especifico en cada uno de los casos se especifica a
continuacion.

5.6.1. Pruebas Conductuales

Todos los datos obtenidos de distancia total recorrida e IRc para las 3 fases de la prueba
NOR, fueron analizados. La actividad motora fue analizada mediante ANOVA de una via
(p < 0.05), mientras que los IRc fueron comparados mediante una ANOVA de dos vias
(p <0.05).

5.6.2. Morfologia Neuronal

Los datos obtenidos con el andlisis de Sholl (longitud dendritica total, nimero de orden
y datos de interseccion por circulo concéntrico) se analizaron mediante ANOVA de dos
vias (p < 0.05).

5.6.3. Cuantificacion celular por area

Los promedios obtenidos por cerebro, para cada una de las regiones especificadas,

fueron analizados mediante ANOVA de una via (p < 0.05). Se realizé un analisis por
region, distinguiendo grupo experimental.

VI. RESULTADOS
6.1 GRUPOS EXPERIMENTALES
6.1.1 Parametros Zoométricos

Adicionalmente se registraron algunos datos zoométricos de los animales (Tabla 9), los
cuales ayudaron a confirmar la separacién de grupos.
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Tabla 9. Datos zoométricos de los grupos experimentales. Se presenta la media + SEM.

GRUPOS EXPERIMENTALES

PARAMETROS
ZDF LEAN OZDF NG OZDF HiG
Peso () 266.5 + 10.59 353.1 + 23.46 408 + 24.09
Cintura (cm) 16.44 + 0.346 18.08 + 0.952 20.50 + 0.646
-standing-
Largo (cm) 21.31 £ 0.499 22.5+0.476 22.57 £0.297
IMC (g/cm?) 0.599 + 0.028 0.688 + 0.047 0.758 + 0.037
_ Grasa 0.125 + 0.125 1.966 + 0.08 2.305 + 0.125
peripancreatica (q)
Grasa
. 0.765 + 0.224 9.325 + 0.496 11.67 + 1.389
retroperitoneal (Q)
Grasa epididimal () 1.556 + 0.258 7.680 + 0.96 9.277 £ 0.917

Respecto a estas mediciones, se observan diferencias significativas entre LEAN y ambos
grupos OZDF en los aspectos de peso (previamente abordado). Respecto al parametro
de cintura, se observaron diferencias significativas entre el grupo Lean y el grupo OZDF
NG respecto al grupo OZDF HiG (p < 0.001 y p < 0.05, respectivamente), mientras que
en el largo no se encontraron diferencias significativas. En cuanto al IMC, solo se
encontraron diferencias entre Lean y OZDF HiG (p < 0.05). Finalmente, en cuestion de
grasas, el peso de la grasa peripancreatica, retroperitoneal y epididimal presentd
diferencias significativas entre LEAN y ambos grupos obesos (OZDF NG p < 0.005;
OZDF HiG p < 0.0001).

6.1.2 Comparacion de pesos

La comparacion de pesos entre los grupos experimentales (refiérase a los datos de la
Tabla 9) corrobor6 la diferencia en fenotipos dentro de la cepa ZDF, en donde se nota
una diferencia significativa entre los pesos de LEAN y OBESE. Como puede observarse
en Fig. 17 sin importar el estado glucémico, los grupos OZDF NG y OZDF HiG presentan
pesos similares, mucho mayores a los del grupo LEAN corroborando la condicion Obesa.
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Figura 17. Comparacion de pesos entre los 3 grupos experimentales. Se observan diferencias
significativas entre LEAN y el resto de los grupos, sin ser relevante la condicién glucémica. En la grafica **
p < 0.01, **** p = 0.0001. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey. Se
muestra la media £ SEM (n=9).

6.1.3 Curvade Tolerancia a la Glucosa

A partir de la prueba de tolerancia a la glucosa, se evidencio diferencias en el estado
glucémico de las ratas dentro del grupo obeso, presentandose entonces una subdivision
dentro de este grupo. La Fig. 18 muestra el comportamiento de la curva para cada grupo
experimental. El grupo hiperglucémico (HiG) presenta elevadas concentraciones
glucémicas, indicando una pobre tolerancia a la glucosa. Por otro lado, el grupo normo-
glucémico (NG) tiene niveles similares a los del grupo control (LEAN) a pesar de su
condicion de obesidad.
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Figura 18. Comparacion de la curva de tolerancia a la glucosa. e representa la diferencia entre LEAN y
OZDF NG, A representa la diferencia entre LEAN y OZDF HiG, mientras que A representa la diferencia
entre OZDF NG y OZDF HiG. Ay A (p <0.0001). Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias con
posthoc de Tukey. Se muestra la media £ SEM (n=10). Valores presentados como media + S.E.M.

6.2 ACTIVIDAD MOTORA
6.2.1 Distancia Total

En la prueba de actividad motora, se registraron los datos de distancia total recorrida.
Como se observa en Fig. 19, se observaron diferencias entre todos los grupos. Son
evidentes las diferencias del grupo LEAN (3008.889 + 154.168) respecto a los grupos
obesos OZDF NG (2310 + 146.128) y OZDF HiG (1583.33 = 183.987), resaltando la
marcada disminucion de actividad locomotora en éstos ultimos.
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Figura 19. Comparacion de distancia total recorrida. Se observan diferencias significativas entre LEAN y
el resto de los grupos. En la grafica * p < 0.05, **** p < 0.0001. Los datos fueron analizados por ANOVA
de una via con posthoc de Tukey.Valores presentados como media + S.E.M (n=6).

No obstante, es relevante notar la diferencia significativa en la distancia total recorrida
entre OZDF NG e HiG, en los que la Unica diferencia es la condicién glucémica, ya que
como se reportd anteriormente en Fig. 17, no hay diferencias en los pesos de dichos
grupos. Con esto se especula que la diferencia en actividad motora no es producto
Uunicamente de una mayor masa corporal.
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6.2.2 Velocidad

Referente a la velocidad (Fig. 20a), calculada como la distancia total entre el tiempo total
de movimiento, de encontré que no existen diferencias entre los tres grupos
experimentales (LEAN, 21.673 £ 2.231; OZDF NG 21.828 £ 0.895; OZDF HiG, 20.702 +
2.048). Sin embargo, si observamos el comportamiento de los tiempos totales de
movimiento (Fig. 20b) podemos observar una diferencia entre los grupos
normoglucémicos (LEAN, 150.571 + 10.364; OZDF NG, 111 + 7.095) y el grupo OZDF
(76.833 * 6.036). Similarmente a los datos de distancia total recorrida, la condicion
glucémica parece ser un factor importante mas alld de la obesidad, como factor
determinante. Asi pues, la diferencia de distancia total y tiempo de movimiento durante
la prueba no depende Unicamente del mayor peso del animal.
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Figura 20. Comparacion de a) velocidades y b) tiempos totales de movimiento de los 3 grupos
experimentales. Se observan diferencias significativas entre LEAN y el resto de los grupos, asi como
diferencias en el grupo obeso dependiente de la condicion glucémica. En la grafica * p < 0.05, ** p < 0.01,
****x n < 0.0001. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey.Valores
presentados como media + S.E.M (n=6).

6.2.3 Distanciarecorrida en el centro vs periferia

Adicionalmente se realizaron andlisis respecto a la distancia recorrida en el centro vs la
periferia de la caja de la prueba de campo abierto. En el caso de la periferia, se observan
las mismas diferencias entre el grupo control y ambos grupos obesos, sin presentarse
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diferencias entre estos ultimos (LEAN, 2637.778 + 135.992; OZDF NG 2040 + 125.113;
OZDF HiG, 1568.571 + 194.440); asi también en lo referente a las distancias recorridas
en el centro (LEAN, 351.111 + 33.518; OZDF NG 223.333 + 38.093; OZDF HiG, 145.714
+ 18.369) (Fig. 21).
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Figura 21. Comparacion de distancia total recorrida en periferia vs centro. Se observan diferencias
significativas entre LEAN y el resto de los grupos, Unicamente en la periferia, sin ser relevante la condicion
glucémica. En ambas graficas + (p<0.05) representa diferencia entre Lean/NG, <~+~(p<0.0001) representa
la diferencia entre Lean/HiG. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey.
Valores presentados como media + S.E.M.

Adicionalmente se observa un mayor recorrido por la periferia que en el centro, lo cual
también es indicativo de una preferencia estandar de la periferia en vez del centro. Por
otro lado, no se reportan diferencias en la distancia recorrida en el centro para ninguno
de los grupos.

6.3 RECONOCIMIENTO DE OBJETOS NOVEDOSOS (NOR)

La Fig. 22 muestra los resultados para cada una de las etapas de la prueba NOR. En la
fase de familiarizacion no se observaron diferencias significativas. Asi mismo, en la fase
de STM tampoco se observaron diferencias, aunque se puede observar una tendencia a
la baja en el grupo HiG.

64



Bl |Lean
B OZDF NG

NORT I ZDF HIiG

0.8+
*%*

=
X 0.6+
x
@)
S $--T=- - S
£
c -
S 04
=
c
o
o
&)
D 0.2+
e

0.0=

Fam ST™ LTM

Figura 22. Gréfica de indices de reconocimiento en la prueba NOR. En la gréfica se observa una
diferencia significativa (* p = 0.011) en el desempefio. Los datos fueron analizados por ANOVA de
dos vias con posthoc de Tukey (n=6). Valores presentados como media + S.E.M.

En la fase de la LTM se observa una diferencia significativa en los indices de
reconocimiento del grupo LEAN (0.597% 0.05) y el grupo OZDF HiG (0.387%0.05),
demostrando la presencia de un déficit en este aspecto de la memoria.

6.4. MORFOLOGIA NEURONAL

6.4.1. Hipocampo

6.4.1.1. Regiéon CAl

El andlisis de la morfologia de neuronas piramidales glutamatérgicas en CA1 evidenci6
la presencia de una hipertrofia dendritica en las neuronas del grupo OZDF NG. Tal como
se presenta en la Fig. 23(A), la longitud dendritica total del grupo OZDF NG (1339.572 +
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47.230) se encuentra incrementada en comparacion al grupo OZDF HiG (1052.196 +
37.716); y la diferencia respecto a LEAN no fue estadisticamente significativa (1099.546
+110.158).
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23. Analisis morfolégico de Hipocampo: CA1. A) Comparacion de la longitud dendritica total de
as piramidales de hipocampo dorsal. Se observan diferencias significativas entre OZDF NG y OZDF

HiG. En la grafica * (p<0.05). B) Comparacion de longitud dendritica dependiendo del orden dendritico.
Se observan diferencias significativas entre LEAN y OZDF NG (#), asi como entre NG/HIiG (3%). En la

grafica

+4/%% (p<0.01) y *¥ ¥ (p<0.001). C) Comparacion de la arborizacion dendritica de cada grupo.

Se observan diferencias significativas entre LEAN y OZDF NG (#), asi como entre NG/HIiG (3). En la

grafica
por AN

+/% (p<0.05), 44/ (p<0.01), ¥+ (p<0.001), ¥+ (p<0.0001). Los datos fueron analizados
OVA de una (longitud total) y dos vias (longitud por orden dendritico y arborizacién) con posthoc de
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Tukey. Todos los valores presentados en A, B y C se muestran como media + S.E.M (n=6). D)
Representacion esquematica del hipocampo en un corte coronal de cerebro de rata. En el inserto inferior
se resalta la region de CAL.

Este comportamiento anterior se confirma al analizar la longitud con relacion al niumero
de orden de la dendrita (Fig. 23B), en donde se encontraron diferencias significativas en
las dendritas de tercer y cuarto orden entre los grupos. En las dendritas de tercer orden,
existe un incremento significativo en OZDF NG en comparacion con LEAN (44 p<0.01)
y OZDF HiG (¥ p<0.001); mientras que en las dendritas de cuarto orden solo se

presentd una diferencia significativa en OZDF NG y OZDF HiG (sx% p<0.01). Finalmente,
la arborizacién dendritica en esta zona (Fig. 23C) presenta incrementos significativos en
la longitud dendritica para el grupo OZDF NG respecto a LEAN y OZDF HiG desde la
capa 6 hasta la 15 de circulos concéntricos. Asi pues, el comportamiento morfolégico de
las neuronas de CAL1 del grupo LEAN y del grupo OZDF HiG parece no ser distinto.

6.4.1.2. Giro Dentado

El andlisis de la morfologia de neuronas granulares de la region Giro Dentado evidencio
una tendencia a la hipotrofia dendritica en las neuronas del grupo OZDF HiG. En la Fig.
24A se presenta la comparaciéon de longitudes dendriticas totales en la que, si bien no
existe una diferencia estadisticamente significativa, se aprecia cierta tendencia a la
disminucién del promedio de longitud dendritica total del grupo OZDF HiG (651.073 +
35.522) en comparacion con el grupo LEAN (817.201 + 92.255) y OZDF NG (904.035 +
120.100). Asi mismo, respecto a LEAN/NG no se encontraron diferencias significativas.

Cabe resaltar que, al analizar el resto de las graficas, es evidente la reduccion de longitud
dendritica y arborizacion del grupo OZDF HiG, y que los valores del grupo LEAN y OZDF
NG son muy similares entre si. Primeramente, al analizar la longitud dendritica en
relacién con el numero de orden (Fig. 24B), se encontraron diferencias significativas en
las dendritas de tercer y cuarto orden entre LEAN y OZDF HiG (% < p<0.01), asi como

entre NG/HIG (G ¥ p<0.0001 y ¥ p<0.001, respectivamente).

Segundo, en la arborizacion (Fig. 24C) se presentaron diferencias significativas
nuevamente entre los mismos grupos, evidenciando un decremento en la longitud
dendritica de OZDF HiG en comparacion al grupo LEAN y OZDF NG desde la capa 11

hasta la 21 de los circulos concéntricos (s*/3% p<0.05, ¥ p<0.01).
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Figura 24. Analisis morfologico de Hipocampo: GD. A) Comparacién de la longitud dendritica total de
neuronas granulares del Giro Dentado. No se observan diferencias significativas entre grupos, sin embargo,
se observa una tendencia a la hipotrofia en el grupo HiG. B) Comparacion de longitud dendritica
dependiendo del orden dendritico. Se observan diferencias significativas entre LEAN y OZDF HiG (<),
asi como entre NG/HIG (). En la gréfica « (p<0.05), «* <~ (<0.01), 55+ (p<0.001) y s& 55+ (p<0.0001).
C) Comparacion de la arborizacion dendritica de cada grupo. Se observan diferencias significativas entre
LEAN y OZDF HiG (<) y entre NG/HIiG (). En la gréfica «/% (<0.05), ¢ (p<0.01). Los datos fueron
analizados por ANOVA de una (longitud total) y dos vias (longitud por orden dendritico y arborizacioén) con
posthoc de Tukey. Todos los valores presentados en A, By C se muestran como media + S.E.M (n=6). D)
Representacion esquemética del hipocampo en un corte coronal de cerebro de rata. En el inserto inferior
se resalta la regién del giro dentado.
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6.4.2. Corteza Prefrontal

El analisis de la morfologia de neuronas piramidales en la capa 3 de la region Cgl
evidencio la presencia de hipertrofia dendritica en las neuronas glutamatérgicas del
grupo OZDF HiG. Tal como se presenta en la Fig. 25A, la longitud dendritica total del
grupo HiG (1366.079 £ 43.255) se encuentra incrementada en comparacion con el grupo
LEAN (1134.667+ 76.711) (*p<0.05). Respecto a los grupos LEAN/NG y NG/HIG no se
encontraron diferencias. Sin embargo, en el resto de los pardmetros se nota también una
tendencia en el grupo OZDF NG (1300.150 £ 88.425) al incremento en comparacion con
LEAN.

Al analizar la longitud dendritica en relacién con el numero de orden (Fig. 25B), se
encontraron diferencias significativas en las dendritas de segundo y tercer orden. El
comportamiento presentado es interesante, ya que en las dendritas de segundo orden
se encuentra un incremento significativo en la longitud dendritica del grupo OZDF HiG

respecto a LEAN (s« p<0.001) y OZDF NG (3¢ p<0.05), mientras que en las dendritas
de tercer orden el comportamiento se invierte y las neuronas del grupo OZDF NG tienen
una mayor longitud en comparacion a LEAN (44 p<0.01).

La arborizacién en esta zona (Fig. 25C) muestra diferencias significativas unicamente
entre los grupos LEAN y los grupos OZDF NG e HiG, evidenciando en estos dos ultimos
un incremento en la longitud dendritica en comparacion al grupo LEAN desde la capa 6
hasta la 15 de los circulos concéntricos.
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Figura 25. Analisis morfolégico de CPF. A) Comparacion de la longitud dendritica total de neuronas
piramidales de corteza Cgl. Se observan diferencias significativas entre LEAN y OZDF HiG. En la grafica
* (p<0.05). B) Comparacion de longitud dendritica dependiendo del orden dendritico. Se observan
diferencias significativas entre LEAN y OZDF HiG (<) LEAN y OZDF NG (+), asi como entre NG/HIG (5%).
En la gréfica ¢ (p<0.05), ++ (<0.01) y + %~ <~ ($<0.001). C) Comparacion de la arborizacion dendritica
de cada grupo. Se observan diferencias significativas entre LEAN y OZDF NG (+), asi como entre LEAN
y OZDF HiG (+). En la grafica ¢/ (<0.05), #+#/+ (p<0.01), +<~<~ ($©<0.001). Los datos fueron
analizados por ANOVA de una (longitud total) y dos vias (longitud por orden dendritico y arborizacién) con
posthoc de Tukey. Se muestra la media + SEM (n=6). Todos los valores presentados en A, By C se
muestran como media = S.E.M (n=6). D) Representacion esquematica de la corteza prefrontal en un corte
coronal de cerebro de rata. En el inserto inferior se resalta la corteza cingulada (Cg1l).
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6.5. CUANTIFICACION CELULAR POR AREA

6.5.1. Hipocampo

6.5.1.1. Region CAl

La cuantificacion del namero de células en la region CAl (Fig. 26) mostré una
disminucién significativa en el conteo del grupo OZDF HiG (32.562 + 0.473) en
comparacion al grupo LEAN (36.028 £ 0.667) como al grupo OZDF NG (36.542 + 0.478),
sin existir alguna diferencia entre estos ultimos.
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Figura 26. Comparacién del conteo celular en la region CA1. A) En la grafica se muestra el promedio del
namero de células/area para cada uno de los grupos experimentales (** p < 0.01); los datos fueron
analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey. Se muestra la media + SEM (n=4). B) Se
muestran micrografias de la regién: Izquierda: 4x; Derecha: 40x, la barra de la escala representa 50 pum.

6.5.1.2. Giro Dentado

Respecto a la cuantificacion en Giro Dentado (Fig. 27), se aprecia igualmente una
reduccion en el conteo celular del grupo OZDF HIiG (52.620 + 0.715) respecto a los
grupos LEAN (59.694 + 1.911) y OZDF NG (59.346 + 1.998), sin diferencias significativas
entre estos ultimos.
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Figura 27. Comparacion del conteo celular en la region GD. A) En la gréfica se muestra el promedio del
namero de células/area para cada uno de los grupos experimentales (* p < 0.05); los datos fueron
analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey. Se muestra la media + SEM (n=4). B) Se
muestran micrografias de la regién: Izquierda: 4x; Derecha: 40x, la barra de la escala representa 50 um.

6.5.2. Corteza Prefrontal

Para Cgl de la corteza prefrontal (Fig. 28) Unicamente se registraron diferencias en el
namero de células del grupo OZDF NG (15.854 + 0.540) respecto al grupo LEAN (19.250
+0.495), siendo el promedio de OZDF NG significativamente reducido. Respecto a OZDF
HiG no se encontraron diferencias significativas (17.188 + 0.926).

72

ON 1dz0

9lH 4dzo



A)

Conteo celular en Cg1

25=

N° células / 40000 ym?

(5, ]
v g

OZDF HiG

LEAN OZDF NG

Figura 28. Comparacién del conteo celular en la regién Cgl. A) En la grafica se muestra el promedio del
namero de células/area para cada uno de los grupos experimentales (* p < 0.05); los datos fueron
analizados por ANOVA de una via con posthoc de Tukey. Se muestra la media + SEM (n=4). B) Se
muestran micrografias de la region: Izquierda: 4x; Derecha: 40x, la barra de la escala representa 50 um.

VII. DISCUSION

En general, los animales en condicion de obesidad de la cepa Zucker Diabetic Fatty
(OZDF) demostraron cambios importantes respecto al control ZDF LEAN en todos los
ambitos analizados. No obstante, dentro del grupo obeso se encontraron alteraciones
conductuales, tisulares y morfolégicas asociadas a las regiones del Hipocampo vy la
Corteza Prefrontal.

7.1. Subdivisién de la condicion obesa: Normo-glucemia e hiperglucemia

Los datos obtenidos en el analisis de la condicién glucémica demostraron una subdivisién
dentro del grupo obeso: obesidad asociada a normoglucemia o hiperglucémica. Lo
anterior corrobora lo reportado en la bibliografia acerca de la cepa ZDF, ya que como se
mencion6 en anteriormente en antecedentes, Wang, et al. (2014) hacen la distincion en
grupos hiperglucémicos y normoglucémicos, en los cuales los perfiles de glucosa en
sangre en normoglucémicos no difieren de los de ZDF Lean no diabéticos a cualquier
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edad, mientras que las ratas hiperglucémicas fueron significativamente diferentes de las
ratas normoglucémicas ZDF (obesas) y ZDF Lean a partir de las 9 semanas de edad.

Esta caracteristica de la cepa ZDF la hace ideal como modelo de la condicion en la
diabetes tipo 2 en la poblacion humana, puesto que existen pacientes sanos (LEAN),
pacientes predispuestos o Unicamente con obesidad, pero sin condicion hiperglucémica
(OZDF NG), asi como grupos diabéticos (OZDF HiG). Por ejemplo, en un estudio
realizado en pacientes con diversas condiciones metabdlicas, Trevifio et al. (2022)
reportaron la diferenciacion entre 4 grupos: pacientes metabdlicamente sanos y
metabdlicamente no saludables, con peso normal (MHN, MUN) y con obesidad (MHO,
MUOQ). Estos estados en pacientes humanos pueden compararse con la condicién de la
cepa ZDF, como se compara en la tabla 10.

Tabla 10. Comparacion de la cepa ZDF con pacientes humanos. En humanos se utilizan las mismas
abreviaciones que en Trevifio et al. (2022): MHN (inglés, Metabdlicamente sano/peso normal), MHO (inglés,
Metabolicamente sano/obeso), MUO (inglés, Metabdlicamente no saludable/obeso). Datos de la cepa ZDF
recuperados de Chohnan, et al. (2020) y Wang et al. (2014) comparados con los presentados en este
trabajo (*A)

Normoglucemia Hiperglucemia
Parametros Nle :
LEAN (ZDF) (OZDF) HiG (OZDF)
25094 400 g~
Peso 297.2 g Chohran 75.5 Kg 350 ¢g 106 Kg 338 g Chotnan 113.6 Kg
Glucosa en
sangre en | 1504 82.1 (~150) 3004
ayunas 114 Chohnan Fasting Wang 107.5 295 Chohnan 144.4
(mg/dL)
o sind
Trlg|lC€I’IdOS 19.8 Chohnan 77.9 eslpnec%tgss 254 2237 Chohnan 553
(mg/d L) para NG
Colesterol Sin datos
total 64.3 Chohnan 167.9 especificos 300 137 Chohnan 318
(mg/d L) para NG

Sin embargo, es claro que aun debe realizarse el analisis del perfil inflamatorio para
determinar la extension de las similitudes del modelo con los resultados encontrados en
humanos.

7.2. Actividad Motora: més alla de la condiciéon obesa

Se demostro la diferencia en actividad motora entre el grupo control (LEAN) y el grupo
obeso (OZDF), cuantificada como la distancia total recorrida y evidenciada con el
tiempototal de movimiento (observandose ninguna diferencia en cuanto a velocidad).
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Dicho fenbmeno puede ser atribuido a la diferencia significativa de peso entre los dos
grupos, siendo que un aumento de peso esta asociado a un decremento en la actividad
motora. No obstante, la explicacion detrds de esto puede entenderse desde diversos
angulos: (1) atrofia muscular, (2) déficit en el control de movimiento -en cuestién de
conexion o neurotrasmisores, 0 (3) problemas directamente en corteza motora. A
continuacion, se abordan los mismos.

Primeramente, se tienen registros de que en la rata Zucker obesa existe un incremento
en la degradacion proteica de musculo esquelético (Argilés, et al. 1999), asi como
reduccion en musculo en comparacion con ratas Lean Zucker y afectaciones en la
capacidad de adaptacion del musculo (Katta, et al. 2009); es decir que los masculos no
presentan una respuesta adecuada al aumento de carga -mayor peso-. Esto podria
explicar que esta reduccion en actividad motora se debe a que la musculatura de la rata
obesa no puede soportar el nuevo peso, y por tanto no permite mucho movimiento. En
consecuencia, las ratas obesas entran un ciclo vicioso de reduccion motora, menor
desgaste energético y un incremento de peso. Sin embargo, adicionalmente se
registraron diferencias significativas en la actividad motora dentro de los subgrupos
glicémicos del grupo obeso (OZDF NG vs HiG). En linea con la previa explicacion de
atrofia muscular, existe evidencia de que esta podria ser causada o exacerbarse debido
a la condicién diabética. Por ejemplo, Hirata, et al. (2019) demostraron un incremento
asociado a la hiperglucemia en los niveles del factor de transcripcion KLF5 y asi como
de expresion de genes relacionados a atrofia muscular, en un modelo diabético de raton.
Interesantemente se observo que la ausencia de este factor protegia a los sujetos contra
deterioro muscular asociado a la hiperglucemia. Asi pues, en primera instancia es posible
argumentar que la disminucion en actividad motora puede deberse (1) por el aumento de
masa corporal en las ratas obesas, asi como por las afectaciones a nivel muscular y (2)
gue el efecto de distrofia muscular se vea exacerbado al agregar la condicion diabética
a la ecuacion. Ademas, esto concuerda con los reportes en humanos, donde se ha visto
gue la diabetes esta asociada a una pérdida acelerada de fuerza y calidad de musculo
en piernas en adultos mayores (Park, et al. 2007). Aun asi, es importante recalcar que
en general la atrofia muscular en diversos modelos de diabetes no es consistente, pues
hay modelos donde no hay cambios en la masa muscular, o bien hay una marcada
reduccion (Kemmochi, et al. 2018)

Segundo, esta disminucion en la actividad motora dependiente del estado glucémico
podria asociarse a un posible aumento de en la fatiga en los animales HiG. Es sabido
gue pacientes diabéticos presentan fatiga incrementada debido a la falta de captura de
glucosa por las células como consecuencia de la resistencia a la insulina. Existe el
término de “fatiga central”, el cual es aplicado a aquella fatiga en ausencia de debilidad
muscular aparente (Fritschi & Quinn, 2010) o bien un decremento en la activacion
voluntaria de los musculos asociada a una disminucién en activacién y sincronizacion
neuronal (Tornero-Aguilera, et al. 2022). Se piensa que una posible explicacion a la fatiga
presentada podria estar asociada a fallos en los circuitos de ganglios basales, CPF,
hipotalamo y sistema limbico, asi como a desbalances a nivel de neurotransmisores.
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Los resultados del presente trabajo concuerdan con estudios previos, en los que ya
desde hace méas de 4 décadas se ha reportado una reduccién en la actividad motora
Unicamente dependiendo del estado glicémico del animal. Shimizu et al. (1990)
reportaron que una condicién hiperglucémica cronica (> 200 mg/dL) es un factor en la
disminucién de actividad motora en un modelo diabético de estreptozotocina (STZ) en
ratas Wistar. Igualmente, en el mismo modelo, Doria, Nadia, y Abdelkrim (2016) y
Badescu et al. (2016) reportaron la reduccion de actividad motora casi a la mitad en
comparacion con el control, por el estado diabético. Por otro lado, Can (2018) también
reporta una disminucion significativa en la actividad locomotora de ratas hiperglucémicas
(>300 mg/dL) en comparacion con sus controles normoglucémicos, en un modelo de
diabetes inducido por STZ en ratas Sprague-dawley. Asi mismo, incluso en modelos de
ratbn (e igualmente inducidos con STZ) se presentaron comportamientos similares
(Momeni, et al. 2021). Si bien los modelos son diferentes al de la cepa ZDF, estos
estudios han demostrado una afectacion dependiente Unicamente del estado glucémico
y no unicamente del peso del animal. Posibles explicaciones a esta dependencia
asociada al estado glucémico reportado en el presente trabajo pueden abordarse desde
diferentes aspectos. Se ha sugerido en continuas ocasiones que esta reduccién en la
actividad motora se debe a problemas relacionados a la dopamina, asi como a
perturbaciones en el estriado. En su estudio, Shimizu et al. (1990) sugieren la existencia
de perturbaciones dopaminérgicas en receptores postsinapticos. Por su parte, Smythe
et al. (1984) reportan un decremento en la actividad neuronal del estriado, inversamente
relacionada con los niveles de glucosa en sangre. Esta hipétesis es respaldada por otros
investigadores, tales como: Badescu et al. (2016) quienes demostraron que la exposicion
cronica a la cafeina afecto a la actividad locomotora de ratas control, pero no del modelo
diabético, sugiriendo afectaciones en receptores dopaminérgicos, ya que la cafeina es
un agonista de receptores Al y A2. Similarmente se reportan asociaciones entre la
condicién diabética, alteraciones dopaminérgicas en el estriado y los niveles de estrés
oxidativo, por ejemplo: Pérez-Taboada et al. (2020) reportaron un incremento en estrés
oxidativo en ratones diabéticos (modelo STZ y genético db/db), asi como una reduccion
en niveles dopaminérgicos, de sus metabolitos asociados, y de proteinas reguladoras de
liberacidn y recaptura en el estriado. Asi pues, y en linea con la evidencia que existe en
la biografia relacionada a las deficiencias dopaminérgicas en modelos diabéticos,
Tornero-Aguilera, et al. 2022 exponen que la reduccién en la secrecion de dopamina de
la Substancia Nigra puede impactar en la activacion de los ganglios basales y reducir la
activacion de la corteza motora.

Pero entonces, ¢,cOmo se asocian estas modificaciones a las estructuras analizadas en
este trabajo? Du, et al. (2021) describieron conexiones entre el Hipocampo y el Estriado
(Fig 29), e igualmente se pudo observar el involucramiento de la region Cgl (parte de la
CPF). En el hipocampo, puntualmente la region CAl, se encontré una reduccion en el
numero celular, asi como una hipertrofia dendritica en el grupo OZDF NG; aunque cabe
destacar que un aumento en la longitud dendritica no implica que existan espinas
dendriticas funcionales. Estas afectaciones en CA1l podrian estar afectando
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indirectamente a las funciones en estriado dorsal -control de movimientos conscientes-
y Nucleo Accumbens -motivacion del movimiento-.

Hippocampus Intermediate regions Striatum
Dorsal
C4. X <R
AN . Dorsal
DG \‘ : \\\ i
N /\’:s 1\ Striatum
Ventral

Figura 29. Conexiones entre Hipocampo y Corteza Prefrontal asociadas a los ganglios basales.
Recuperado de Du, et al. (2021).

Ahora bien, se sabe que la CPF cuenta con asociaciones directas al estriado, y que éstos
son parte de un circuito cerrado CPF-Estriado-Talamo. Adicionalmente se ha demostrado
gue la corteza cingulada (Cg) tiene proyecciones directas al Estriado y al Globo Palido
(GP) (Karube, et al. 2019). De acuerdo con los datos obtenidos en el presente trabajo,
se puede argumentar que los dafios en Cgl tienen cierto involucramiento en la reduccién
de actividad motora, al no poder modular la actividad del estriado, del nacleo accumbens
y del GP (que en ratas es homdlogo al GP externo de humanos) en ratas con
hiperglucemia (HiG). La reduccion en la densidad neuronal de Cgl y la hipertrofia
asociada al incremento en la longitud dendritica neuronal, asi como el hecho de que las
neuronas analizadas son de la capa 3 (y que estas son conexiones aferentes al estriado
(Anastasiades, & Carter, 2021)), son argumentos razonables para plantear una posible
disfuncién en el circuito desde la corteza hasta ganglios basales, afectando tanto la via
directa como indirecta. Junto a ello podemos observar que en los grupos HiG (e incluso
en el NG con obesidad) el incremento en longitud dendritica puede ser un proceso de
compensacion concordante con este fendmeno de perdida celular.

Respecto a la corteza motora, existen estudios que apuntan a la atrofia directamente en
ésta, por lo cual la diminucidon en la actividad del animal podria ser resultado de
problemas de comando motor. Emerick et al. (2005) encontraron una atenuacion en la
activacién de algunas neuronas motoras corticales para comando de extremidades
anteriores. Igualmente, Muramatsu (2020) discute amplia evidencia de deterioro
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directamente en la via cortico-muscular (corteza motora M1, el tracto corticoespinal, y las
neuronas motoras).

Elucidar cual de todos estos argumentos es el causante de los problemas motores en
una condicion diabética comdrbida con obesidad o si bien es una compleja interconexion
de fendmenos, es un trabajo que requiere de mas estudio.

Finalmente, es necesario mencionar que nuestros resultados de actividad motora no
sugieren un cambio en el estado de ansiedad de los animales, al menos cuantificado
como numero de entradas al cuadrante central (y evidenciado por el comportamiento de
la trayectoria). Se destaca que en ninguno de los grupos existieron anormalidades y que
en el recorrido que realizaron los animales no existié una preferencia o aversion particular
por el centro. A pesar de ello, seria necesario evaluar nuevamente a los grupos,
considerando ahora el tiempo transcurrido en el centro para poder afirmar o descartar si
hay un comportamiento ansioso 0 no, ya que autores mencionan la presencia de una
asociacion entre el aumento de peso y el aumento en comportamientos similares a
ansiosos en ratas con obesidad, incluida la cepa Zucker (Alonso-Caraballo, et al. 2019;
Vogel, et al. 2017; Rebolledo-Solleiro, et al. 2017), asi como en modelos inducidos por
STZ de hiperglucemia (Momeni, et al. 2021; Ergenc, et al. 2022).

7.3. Déficit en la memoria a largo plazo

Respecto a la memoria de reconocimiento, se evidencio un déficit en la memoria de largo
plazo Unicamente en el grupo OZDF HiG. Este déficit puede estar asociado a las
deficiencias morfoldgicas y de poblacion celular en Hipocampo y CPF.

Evidencia del déficit en memoria en modelos diabéticos ha sido reportada tanto en
modelos animales como en pacientes humanos. De conformidad con lo encontrado en
este trabajo, Kassab, et al. (2019) han reportado déficits en la memoria de
reconocimiento de largo plazo (pero no en la de corto plazo) de animales diabéticos, en
un modelo de STZ en ratas Wistar (8 semanas post STZ). No obstante, en otros estudios
se ha demostrado un déficit en ambos tipos de memoria, Alqudah, et al. (2022) reportan
una deficiencia en la memoria de corto y largo plazo (analizada mediante la prueba de
radial water maze) en el mismo modelo a 12 semanas. Es verosimil argumentar que los
dafos presentados en el grupo de estudio del presente trabajo, al ser ain en una etapa
aguda, no se manifiesten por completo todavia. Por ello, valdria la pena seguir
analizando los cambios en la cepa ZDF en un lapso cronico. Este déficit en la memoria
puede ser resultado de los cambios observados en morfologia y conteo celular tanto en
regiones hipocampales (GD, CAl) y CPF, siendo dichos cambios asociados a procesos
moleculares consecuencia de la condicion diabética.

Si bien, a conocimiento del autor no existen reportes del conteo celular en regién de
Hipocampo para la cepa ZDF, los resultados de conteo celular son consistentes con la
literatura para otros modelos murinos con hiperglucemia. Gupta, et al. (2022) hacen una
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revision en la que se encontré que la condicion de hiperglicemia es un factor que suprime
el crecimiento de las células granulares del GD. Por su parte, Can, et al. (2018) reportan
una disminucion global en el nimero de células de las regiones CA1-3 asi como de la
region del GD en un modelo de diabetes por STZ. Esto es comparable a lo encontrado
por Li et al (2021) en donde se encontré que pacientes con DT2 mostraron déficit de
memoria, asi como una reduccién hipocampal significativa, particularmente en la capa
molecular, y granular del GD. De forma similar, en pacientes con DT2 también se ha
encontrado una disminucién en el volumen hipocampal, asi como una correlacion de
déficit en memoria asociado a la disminucién particularmente del volumen de CA1 (Zhang,
et al. 2015).

Estas atrofias afectan a los procesos de memoria de diversas formas. Las atrofias en el
GD pueden afectar todo el flujo de informacién hipocampal, siendo que éste recibe la
informacién proveniente de la corteza entorrinal. Una afectacion en el GD implica un
evento en cascada, donde el circuito trisindptico canonico ya no recibe informacion
apropiadamente. Hainmueller y Bartos (2020) argumentan que el GD y sus eferencias
de fibras musgosas son relevantes para la codificacibn de memoria, pero no para su
recuperacion/evocacion. Adicionalmente, el GD se encarga de la separacion de patrones
de codificiacion de la memoria (Hainmueller, & Bartos, 2020; Roux, Leger, & Freret, 2021).
Asi pues, en este contexto, si la rata OZDF HiG se encuentra con déficits en GD, la
representacion del objeto familiar podria no estar codificandose apropiadamente y como
consecuencia la memoria de largo plazo se ve afectada; o bien, existe interferencia en el
proceso de recuerdo del objeto familiar. Similarmente, las atrofias en CAl impactan a los
procesos de memoria al ser no soélo el principal output del hipocampo, sino la
representacion efectiva del recuerdo completo, i.e. la integracion de la informacion de la
CE lll y CA3 (Kovacs, 2020; Roux, Leger, & Freret, 2021).

Con respecto a la CPF, Joghataie, et al. (2007) reportaron una disminuciéon en la
densidad de espinas dendriticas un modelo de STZ. Asi mismo, en pacientes con DT2
se reporta una reduccion en el volumen de la CPF asociada negativamente a los niveles
de HbAcl (Choi, et al. 2020). Por otro lado, se reporta también en un modelo de STZ
reduccién en la sefializacion glutamatérgica de la CPF, aunque esta fue asociada a
comportamientos depresivos (Baek, et al. 2022).

De esta forma, los dafios en esta region pueden desencadenar problemas en la memoria
de reconocimiento mediante: (1) su asociacion con la corteza entorrinal lateral y la
funcién asociativa de reconocimiento de objetos, (2) su papel en la discriminacién de
objetos y (3) su papel en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de largo
plazo. Weible, et al. (2012) realizaron un experimento que sugiere que las neuronas de
la corteza cingulada estan involucradas en la memoria de reconocimiento de largo plazo,
reflejando un recuerdo consolidado del objeto. Por otro lado, Pezze et al. (2017) reportan
gue la corteza cingulada parece ser necesaria en el proceso de recuperacion, pero no
de codificacion de la memoria de reconocimiento, particularmente en recuerdos a largo
plazo (24 hrs) pero no recientes. En su experimento, se aplico una infusion de muscimol
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en la corteza cingulada, la cual afect6 la habilidad de las ratas de discriminar al objeto
nuevo del familiar. Recientemente también se ha reportado una proyeccién directa entre
el hipocampo y la corteza cingulada, la cual activa a las neuronas de la region dorsal de
CAl y CA3, y que se sugiere es esencial para la recuperacion de memoria
(Rajasethupathy et al., 2015).

En si la CPF es necesaria para el reconocimiento del objeto en un contexto particular.
Esto parece respaldar que una atrofia en la CPF si afecta la recuperacion del recuerdo
a largo plazo, asociando que las atrofias presentadas en OZDF pueden estar impactando
el reconocimiento del objeto. Explicando la falta de “memoria” respecto al objeto familiar.

Aunado al papel de la CPF en la modulacion de la actividad motora (y su diferenciacion
de acuerdo con el estado glucémico), una deficiencia dopaminérgica podria estar
afectando a la consolidacion de la memoria de largo plazo. Previamente ya se discutié
gue existen reportes de una disminucion en la via dopaminérgica asociada a la condicion
diabética. Esta situacion con la dopamina podria estar igualmente asociada a los déficits
en LTM. Se le ha asociado como un posible modulador de la funcion de la CPF, puesto
que éste tiene una gran cantidad de aferencias provenientes del Area ventral Tegmental
(VTA). Como ya se ha mencionado en el apartado de antecedentes, la CPF parece estar
involucrada en la consolidacion de la LTM. Evidencia de esta conexion son los resultados
de Rossato et al (2013), quien en su estudio bloque6 al Area Ventral Tegmental (VTA)
posterior al entrenamiento en la prueba de reconocimiento, encontrando un déficit en la
LTM, en particular, el bloqueo de receptores D1 y D5 ejercieron el déficit, sugiriendo su
papel en la consolidacion de la LTM.

Por otro lado, se tienen caracterizadas vias directas e indirectas de comunicacion entre
el hipocampo y la CPF, no obstante, aquellas relacionadas a la memoria se reportan
como la zona ventro-medial de la CPF, las cuales serian la parte Infra y Prelimbica de la
corteza. Aunque en este trabajo se realizd la evaluacion de la zona Cgl, y no
directamente de estas zonas, la Cgl parece tener proyecciones directas hacia la PL, la
cual es la parte central en el circuito de memoria Hipocampo-CPF-Talamo (Heidbreder,
& Groenewegen, 2003; Morici, Bekinschtein, & Weisstaub, 2015; Chao, et al 2022).

Finalmente, la comunicacion entre el eje Hipocampo-CPF no puede obviarse, ya que se
ha encontrado que la sincronizacion de ambos es requerida para la recuperacion de
memoria (Xia, et al. 2017), asi como una activacion conjunta en este tipo de tareas,
demostrado por la sincronizacion de ondas theta y el incremento de C-fos en ambas
regiones (Wang, et al. 2021). Asi pues, un fallo en la comunicacion entre ambos, sobre
todo considerando la importancia de la CPF como un director en el recuerdo contexto-
apropiado de la informacion (refiérase a los antecedentes de este trabajo) podria ser otra
explicacion al déficit evidenciado.

Entonces, ¢como podemos asociar puntualmente a la condicién hiperglucémica con la
presencia de estos cambios en las estructuras hipocampales? Si bien el propésito de
este trabajo es describir las afectaciones observadas en la cepa ZDF, existen
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asociaciones en la literatura que pueden proveer una posible explicacion a las atrofias
evidenciadas. A continuacion, se argumentara la relacion de 3 factores diferentes: (1) la
disminucion de neurotrofinas, particularmente el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), (2) estrés oxidativo, (3) inflamacion.

Primero, en la literatura se ha sugerido, en humanos y en modelos murinos, un
decremento en la concentracion de BDNF, la cual se ha registrado en la condicion
diabética, y que al mismo tiempo ha sido relacionada a la neuroinflamacion y el declive
cognitivo (Zhen, et al. 2013; Kim, & Song, 2020; Tomiga, et al. 2022; Shekarchian, Peeri,
& Azarbayjani, 2023). Esta reduccion del BDNF es relevante en dos aspectos: primero el
gue esta neurotrofina es esencial para el mantenimiento de dendritas y segundo, el papel
gue tiene en la regulacion del estado oxidativo de la célula.

Si esta hipotesis es correcta, podria explicar la reduccion en la longitud dendritica del
grupo obeso HiG. El BDNF es un factor esencial en la funcién y supervivencia neuronal,
al activar diversas vias de sefializacidbn mediante el Receptor quinasa B de tropomiosina
(TrkB). Por ejemplo, es sabido que la sinaptogénesis es modulada por la sefializacion de
BDNF, y que esta puede modular el proceso mediante el incremento en la arborizacion
axobnica y dendritica, la induccion de botones sinapticos, o la estabilizacion de sinapsis
(Wang, Kavalali, & Monteggia, 2022).

Desde otra perspectiva, el BDNF también contribuye a la creacion de un ciclo vicioso
oxidativo, pues se ha visto involucrado en la produccion de enzimas antioxidantes, como
regulador indirecto del metabolismo redox mediante el factor de transcripcion sensible a
redox denominado Factor 2 relacionado con el Factor Nuclear eritroide 2 (Nrf2) en los
astrocitos (Hannan, et al. 2020; Ishii, Warabi, & Mann, 2019; Murphy, & Park, 2017). La
asociacion del BDNF y el Nrf2 se ha evidenciado en Bouvier, et al. (2016), donde se
describié menor traslocacion de Nrf2 como consecuencia de una disminucion de niveles
de BDNF en el hipocampo; y a su vez, un persistente estado de estrés oxidativo por la
disminucion de Nrf2.

La relacién de ambos comienza con la activacién del TrkB mediante el BDNF, la cual a
su vez activa la via del PI3BK/AKT, y ésta regula al Nrf2. El Nrf2 se encuentra involucrado
en la homeostasis rédox mediante la produccién de enzimas como la glutatién
peroxidasa y la catalasa. La importancia de Nrf2 en el desbalance redox en la diabetes
es una via de investigacion prometedora y versatil, ya que estudios recientes apuntan a
su papel en la proteccién de las células 3 contra estrés oxidativo y nitrosativo (Yagishita,
et al. 2014). Por otro lado, el impacto de la diabetes sobre la expresion de Nrf2 en cerebro
también ha sido reportado. Por ejemplo, Zhao et al. 2019 encontraron una disminucién
en la expresion de Nrf2 en células HT22 cultivadas en una condicion de glucosa alta, y
aunque se podria argumentar que no se ha encontrado un incremento directo en los
niveles de glucosa en cerebro en pacientes diabéticos, Wang, et al. (2020) reportaron un
incremento de factores inflamatorios y de estrés oxidativo, acompafiado de una
reduccion en la expresion de Nrf2 en un modelo murino. ElI decremento de Nrf2 en la
condicion diabética podria ser otro eslabon en la cadena que una a la diabetes con el
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estrés oxidativo, la lipoperoxidacion y la muerte neuronal en el cerebro. Cabe mencionar
gue, adicionalmente a su papel en el control antioxidante, Nrf2 se ha visto implicado en
la regulacion del metabolismo de glucosa, incrementando la captura de esta en neuronas
y astrocitos (Esteras, et al. 2023).

Bajo este panorama, se puede argumentar que la disminucién en la densidad celular
puede ser consecuencia de un incremento en procesos apoptoéticos en el cerebro, como
consecuencia del estrés oxidativo (Maciejczyk, Zebrowska, & Chabowski, 2019; Elsaeed,
et al. 2022). Sadeghi, et al. (2016) hacen una revision del efecto de la diabetes en este
tema, y encontraron consistencia entre el aumento de estrés oxidativo y un incremento
significativo en el numero de neuronas apoptéticas en el hipocampo, incluidos
incrementos en la expresion de caspasas y de factores inflamatorios. Huang, et al. (2012)
y Pignalosa, et al. (2021) mostraron una correlacion entre el incremento de glucosa en
sangre con la presencia de metilglioxal (MGO) en el suero de un modelo STZ
hiperglucémico, y que este incremento en la concentracién de MGO -precursor de AGEs-
se asocia a un mayor porcentaje de apoptosis en neuronas hipocampales. No sélo eso,
sino que el aumento de MGO también esté relacionado a déficits en la memoria de
reconocimiento (medida por prueba de NOR) a corto y largo plazo (Lissner, et al. 2021).

Otro eslabdn en la cadena de procesos moleculares es el efecto de la posible disminucién
de Nrf2 y del incremento de estrés oxidativo respecto a los procesos inflamatorios en el
cerebro. Primeramente, en diversos estudios se confirma el incremento de citocinas
proinflamatorias en la condicion hiperglucémica, particularmente TNF-a, IL-18 e IL-6
(Shekarchian, Peeri, & Azarbayjani, 2023) y de su asociacion al déficit cognitivo en
humanos y modelos murinos (Anita, et al. 2022; Piatkowska-Chmiel, et al. 2021). Por otro
lado, asociando a la condicion diabética, Stranahan, et al. (2016) reportan en un modelo
susceptibilidad de la barrera hematoencefalica, que en consecuencia facilita la infiltracion
de macrofagos al SNC e induccién de citocinas al hipocampo. Este incremento en
factores inflamatorios puede relacionarse al estrés oxidativo, puesto que niveles
excesivos de ROS/RNS se han reportado como iniciadores de procesos inflamatorios.
Aunado a esto, la reduccion en la expresion de Nrf2 previamente mencionada eleva la
expresion de NFkB (Jin, et al. 2008; Pan, et al. 2018), un factor de transcripcion que
controla la expresion de factores inflamatorios como TNF-a, IL-1( e IL-6 (Liu, et al. 2017).

Cerrando el ciclo vicioso entre estos 3 factores mencionados, se han sugerido a los
propios factores inflamatorios como responsables por el decremento en niveles de BDNF.
Por ejemplo, Yap, et al. (2021) reportan una reduccion en BDNF correlacionada a un
incremento de IL-13, posiblemente mediante la via de PI3BK/MAPK (Porter, & O'Connor,
2022).

Esta perspectiva que ofrece la literatura como explicacion a la atrofia reportada en los
resultados de este trabajo, nos plantea un panorama en el cual el estado metabdlico del
animal propicia el incremento del estrés oxidativo, no s6lo como ROS sino también NOS,
el cual a su vez puede causar procesos de muerte celular ya sea por apoptosis o dafio a
la membrana (como consecuencia de una lipoperoxidacion). Igualmente, inflamacion
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cronica de bajo grado, similar a la reportada por Trevifio et al. (2022) en pacientes obesos
y diabéticos crea una interesante linea de estudio alrededor de la propia OZDF NG.

Por ultimo, es relevante mencionar que ademas de todos estos factores, se ha registrado
disminucién en factores relacionados a la neurogénesis en un modelo diabético de raton
db/db (el cual también presenta una mutacion en el gen receptor a leptina, similar a la
cepa ZDF), demostrando impedimentos tanto en la proliferacién como diferenciacion de
neuronas hipocampales a las 12 semanas de edad (Bonds, et al. 2020). Por lo cual la
disminucién en la densidad neuronal también podria explicarse por este medio.

VIIl. CONCLUSIONES

Este trabajo ha revelado la presencia de atrofias en la morfologia neuronal, una
disminucion en de conteo celular y modificaciones en el comportamiento de la cepa ZDF.
Esto presenta un panorama interesante de estudio, en el cual se puede profundizar sobre
los mecanismos detras de estas afectaciones, asi como comparaciones del modelo
animal a los pacientes y las diferencias metabdlicas que existen, similares a las
presentadas entre la OZDF NG e HiG. Lo planteado en el presente, asi como aquellos
puntos respaldados por la literatura, hacen a este modelo como una opcion viable del
estudio de los efectos de la condicion diabética sobre las habilidades cognitivas, dando
un paso mas cerca en el camino hacia la elucidacién de los mecanismos del dafio
cognitivo en pacientes diabéticos. Cabe mencionar que profundizar en este tipo de
modelos es de gran importancia, ya que si bien existen estudios relacionados a la
diabetes y las facultades cognitivas, la investigacion en modelos animales esta dominado
por modelos que no presentan condiciones metabdlicas similares, es decir, que
Uunicamente abordan los dafios propiciados por la condicién de resistencia insulinica o
hiperglucémica, pero que no tocan con la interseccion de una condicion metabdlica de
obesidad y dislipidemia, factores cominmente presentes en conjunto a la diabetes.

IX. PERSPECTIVAS A FUTURO

Si bien los objetivos de este trabajo no involucran a los mecanismos de dafio, existen
diversas oportunidades de seguimiento para esta linea de investigacion respecto a (1) la
actividad motora, (2) el déficit de memoria y (3) dafio a las regiones cerebrales.

Los cambios en la actividad motora de la cepa ZDF crea preguntas de investigacion
interesantes de caracter interdisciplinario que pueden asociarse a estudios directamente
en las zonas motoras del cerebro y a su vez a evaluaciones de atrofia muscular del
animal. Por ejemplo, la evaluacion de las vias dopaminérgicas en la cepa, asi como la
evaluacion del andar del animal y su coordinacion en general, de forma tal que sea
posible establecer si esta deficiencia motora es consecuencia de problemas asociados
unicamente el SNC, a la placa neuromuscular, o bien a la constitucién del musculo de la
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rata. Alternativamente, se podria evaluar si la reduccion en actividad motora ya es
consecuencia temprana de una neuropatia, siendo que en pacientes humanos ya esta
reportado que aquellos con complicaciones

El déficit de memoria en OZDF HiG requiere de mayor investigacion, la cual puede
ramificarse a estudios de atencidon y mas pruebas de aprendizaje ya que, si bien no se
presentaron problemas en la memoria de corto plazo, por los indices presentados
pareciera que existe un problema de aprendizaje (i.e. adquisicion y consolidacion) en el
animal. Adicionalmente, aunque se conoce la relacion entre diversas areas en el cerero
asociadas a memoria de reconocimiento, vale la pena realizar la caracterizacion de estas
en la cepa ZDF, como por ejemplo las de la corteza entorrinal o de la zona
parahipocampal, y hacer un enfoque a zonas de la CPF reportadas con una relacion mas
directa a la memoria, como lo son la zona Pre- e Infralimbica. Ademas de que es
razonable evaluar si la resistencia a la insulina es un factor con influencia en la
adquisicion y consolidacion del aprendizaje.

Finalmente, las atrofias y reduccion del nUmero celular plantean una interesante linea de
investigacion en la que se ahonde en los posibles procesos moleculares responsables,
como los previamente argumentados de estrés oxidativo e inflamacion. El evaluar si este
modelo presenta condiciones metabdlicas similares a las de los pacientes con
comorbilidad obesa (que representa a una mayoria de los diagnosticos de DT2) mediante
niveles de ROS, RNS, e incluso asociaciones a dafios mitocondriales, permitiria a futuro
mejorar el entendimiento de la encefalopatia diabética asi como las diferentes
posibilidades de tratamiento farmacolégico.
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