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Introduccion
Sobre consumo calorico

Los patrones dietéticos han experimentado cambios drasticos durante las ultimas
décadas (Berthoud H., 2012). Incremento en el tamafio de las porciones, alto
contenido de grasas y azucares refinados, son caracteristicos del perfil nutricional
moderno que, asociado con una disminucion en la actividad fisica, han llevado a la
adopcion de un estilo de vida altamente obesogénico, que contribuye a la actual
epidemia de trastornos metabdlicos (Hill J., 1998). Las enfermedades crdnicas no
transmisibles relacionadas con patrones dietéticos poco saludables y el aumento de
peso se han expandido en paralelo, siendo la principal causa de morbilidad y
mortalidad tanto en paises desarrollados como en subdesarrollados (Mozaffarian
D., 2016)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido a la nutricion como la
ingesta de alimentos de acuerdo con la necesidad de un organismo, la mal nutricion
puede reducir la inmunidad, aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades, alterar
el desarrollo fisico y mental, y reducir la productividad, ademas el consumo de dieta
suboptima se ha asociado como uno de los principales factores de mortalidad
(Mozaffarian D., 2016). La nutricion es el reflejo de costumbres y tradiciones de una
sociedad, la cultura alimentaria es transmitida a través de generaciones, lo cual
influye en el estado nutricional y, por ende, en la salud de la poblacion (Rodriguez,
Leandro., 2011). La cultura alimentaria en México se ha ido modificando y
adaptando de acuerdo a los cambios socio-econdmicos por los que ha atravesado
el pais a lo largo de su historia (GoOmez & Velazquez, 2019). El incremento en la
urbanizacion, la industrializacion y las extensas jornadas laborales ha tenido
consecuencias significativas en la distribucion de alimentos a lo largo del dia. Esto,
a su vez, ha afectado tanto la calidad como la cantidad de nutrientes disponibles.
Como resultado, la calidad nutricional se ha visto disminuida, y la proporcion de

macronutrientes, asi como el requerimiento calérico, no son adecuados.

Las principales incorporaciones hipercaldricas en la dieta mexicana corresponden

a grasas saturadas, sodio, cereales refinados o azUcar agregada en alimentos
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altamente procesados y bebidas, el marketing masivo alusivo a la alta disponibilidad
y accesibilidad de comida rapida (Lopez-Olmedo N., 2020; Gomez-Dantés H.,
2016); los factores que impiden la alimentacion saludable son: la falta de
conocimiento, tiempo y/o dinero para comprar, preparar y/o consumir alimentos
saludables, la preferencia por consumir bebidas azucaradas y comida de alto aporte
energético, la falta de motivacion y el poco palatable sabor de las verduras
(ENSANUT, 2016). Estos habitos afectan negativamente a la salud de las personas,
puesto que si son consumidos frecuentemente existe el riesgo de padecer

enfermedades crénico-degenerativas.

El consumo ocasional de alimentos procesados no tiene un impacto desfavorable,
siempre y cuando el 80% de la dieta provenga de fuentes naturales y cumpla con
los requisitos de una alimentacion equilibrada y saludable. Sin embargo, cuando el
consumo de estos alimentos se vuelve frecuente, el cuerpo inicia procesos de
adaptacion y compensacion, ya que los ingredientes con los que se elaboran
ejercen un fuerte impacto en los aspectos energéticos, neuronales, metabdlicos y
hormonales (Hall K., 2019; Small, D. 2019). Sin embargo, varios atributos de los
alimentos ultra procesados hacen que sea dificil reemplazarlos: son econémicos,
tienen vida de anaquel larga, son relativamente seguros desde la perspectiva
microbioldgica y son muy convenientes pues generalmente estan listos para comer.
(Weaver C., 2014). Varios estudios han destacado que la ingesta regular de
alimentos procesados se relaciona con una alta incidencia de obesidad y diabetes,
ya que las personas tienden a consumir un mayor niamero de calorias cuando
siguen una dieta basada en este tipo de alimentos, que son ricos en calorias,

azucar, grasa, asi como en sales y conservadores (Hall K., 2019).

A nivel mundial, la obesidad afecta a 2 000 millones de personas, 107.7 millones de
nifios en todo el mundo fueron clasificados con obesidad. Desde 1980 la prevalencia
de la obesidad se ha duplicado en al menos 70 paises, en un panorama general de
obesidad en nifios y adultos la incidencia incremento en 5.0% y 12.0%,
respectivamente. El exceso de peso corporal es un factor de riesgo importante de

mortalidad y morbilidad (Obesity Collaborators, 2015), en México, el 81% de los



adultos mayores de 20 afios presentan sobrepeso u obesidad, cifra que incremento
en comparacion con el mostrado en 2018, del 75.2% (ENSANUT, 2022). Existe
evidencia en la que se demuestra que el sobrepeso y la obesidad son signos
invariables del desarrollo de sindrome metabdlico (SMet), se estima que entre el 25
y el 30% de los adultos en todo el mundo tienen SMet, ademas se ha registrado que
el aumento mas rapido en su incidencia se observa en la poblacién urbana de
paises en desarrollo (Alkhulaifi F., 2022).

Sindrome metabdlico

El SMet ha sido definido por diversas organizaciones, sin embargo, no hay una
definicidn universal. Las tres definiciones mas aceptadas son las establecidas por
la OMS, el Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol y la Federacion
Internacional de Diabetes (Saklayen M., 2018; Alberti, K., 2009) y se ha definido
como una condicién patolégica que presenta un conjunto de desregulaciones
metabdlicas entre ellas: estados hiperglicémicos, resistencia a la insulina, obesidad,
dislipidemia e hipertension (Huang P., 2009). Se considera que la resistencia a la
insulina (RI) es fundamental para la fisiopatologia y ha sido propuesto por distintas
organizaciones como requisito absoluto para el desarrollo de SMet (Balkau, B.,
1999) (Huang P., 2009).

Los mecanismos patogénicos del SMet son sumamente complejos y todavia no han
sido completamente elucidados. Existe un debate sobre si los componentes
individuales del SMet representan enfermedades separadas o son manifestaciones
de un mecanismo patogénico comun (Rochlani Y., 2017). La amplia variabilidad en
la distribucién geografica destaca la relevancia de los factores ambientales y el estilo
de vida. Dentro de las teorias mas aceptadas sobre el origen del SMet, se ha
propuesto al desequilibrio de la ingesta calorica y el gasto energético, que a su vez
es afectado por la genética del individuo cuya expresion es mediada por factores
externos (Saklayen M., 2018; Matsuzawa Y., 2011). Se sabe que los elementos
fisiopatoldgicos presentes en el SMet estan interrelacionados y comparten

mediadores, vias y mecanismos fisiopatolégicos (Huang P., 2009).



La Rl es un estado patolégico que consiste en una respuesta biolégica alterada de
la accion de la insulina en células dependientes a la hormona, como los adipocitos,
miocitos y células musculares (Martins F., 2022; Yaribeygi, 2018). Previo al
desarrollo de RI con cardcter patologico, la hiperinsulinemia puede identificarse en
la etapa temprana del SMet, incluso antes de que se desarrolle intolerancia a la

glucosa.

En individuos con alteraciones en el metabolismo de la glucosa, se observa
aumento en la concentracion de insulina, incluso en estado de ayuno. Este
incremento gradual es parte de una respuesta adaptativa del pancreas para
contrarrestar la sobrecarga glicémica dada por los alimentos. Sin embargo, cuando
la concentracion de glucosa en ayuno supera los 140 mg/dL (en seres humanos)
por periodos prolongados, incluso por décadas, las células beta pancreéticas no
pueden mantener la secrecion elevada de insulina, lo que lleva a su disminucién y
con ello el desarrollo de diabetes (DeFronzo, R. 2004; Huang P., 2009).

En el musculo esquelético, la insulina promueve la utilizacion y el almacenamiento
de glucosa al aumentar el transporte de glucosa y la sintesis neta de glucégeno, en
el higado, activa las vias de sintesis de glucogeno e inhibe la gluconeogénesis y en
el tejido adiposo, aumenta el transporte de glucosa, la adipogénesis e inhibe la
lipdlisis (Park S., 2021; Feerch K., 2016). La aparicion de RI en el tejido adiposo
incrementa la lipolisis y la liberacién de acidos grasos que merman la capacidad de
la insulina para reprimir la produccion hepética de glucosa (Ahima R., 2008). Esta
desregulacion del metabolismo de carbohidratos y lipidos contribuye a acelerar la
progresion de RI, ademas, es caracteristica de desérdenes metabdlicos como
obesidad, dislipidemia, hipertension, arterioesclerosis, higado graso no alcohdlico,
SMet y diabetes (Kashyap S., 2007).

Se presume que las dietas ricas en carbohidratos generan desregulaciones en la
homeostasis de la glucosa que propicia el desarrollo de RI. Este proceso favorece
la expresion de enzimas clave en la sintesis de lipidos de novo, que asociado con
gran cantidad de sustratos proporcionados por la dieta alta en carbohidratos

(Schwarz J., 2003; Hellerstein M., 1999), benefician la aparicion de dislipidemia que



se caracteriza principalmente por niveles plasmaticos elevados de acidos grasos
libres y triglicéridos (TG), composicion anormal de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Jung U., 2014; Trevifio S., 2022;
Frihbeck G., 2018). Otro factor que contribuye a la dislipidemia es la liberacion
incontrolada de &cidos grasos al higado y la sintesis de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) (Clemente-Postigo M., 2011; Klop B., 2012). En conjunto estas
condiciones dan paso al establecimiento de dislipidemia metabdlica caracteristica
del SMet, por lo que se ha convertido en un elemento central de estudio y evolucién
de las patologias cronico-degenerativas. Ademas, el exceso de &cidos grasos
saturados de cadena larga es el principal desencadenante de prostaglandinas que
activan poblaciones de macréfagos y linfocitos generadores de citocinas

inflamatorias.

Sindrome metabdlico e inflamacion

La inflamacién es una respuesta del sistema inmunoldgico a una lesion, infeccion,
irritacion o enfermedad, es una parte fundamental del proceso de defensa del
organismo contra amenazas y dafios (Singh N., 2019). La inflamacién es una
reaccion compleja que involucra una serie de cambios bioquimicos y celulares
disefiados para afrontar lesiones. Algunos de los signos y sintomas comunes de la
inflamacion aguda incluyen: hinchazon, rubor, dolor y calor (Ohsuzu F., 2004). Sin
embargo, los signos y sintomas de una inflamacion prolongada no suelen ser
percibidos por el individuo, lo que conlleva a un estado de salud comprometido. Este
parece ser el caso de las enfermedades metabdlicas, en las que las caracteristicas
tradicionales de la inflamacién no se aplican del todo, pues se establece una forma
distinta de respuesta, denominada “cronica” o “de bajo grado”, ya que la expresion
de citoquinas y la infiltracion de células inmunes aparecen gradualmente, y

permanecen sin resolverse con el tiempo (Gregor M., 2011).

En 2006, se propuso por primera vez el concepto de metainflamacion y se definio
como un proceso de inflamacién crénica de bajo grado causada por factores
metabdlicos como el sobre flujo de nutrientes, mantenido en temporalmente en

condiciones subcrénicas a cronicas (Hotamisligil G., 2006). El cual se asocia con
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infiltracion de células inmunes en los sitios inflamatorios, mayor expresion o
actividad de moléculas inflamatorias y vias de transduccion de sefiales similares a
las de la inflamacion convencional. Sin embargo, la respuesta inflamatoria
convencional cesa después de eliminar el agente externo, mientras que la presencia
prolongada de metainflamacién puede causar graves dafios a las funciones
fisiologicas de los tejidos correspondientes y desencadenar diversas enfermedades
(Xiong P., 2023).

Previamente, se ha puesto en evidencia que en el SMet existe sobrecarga crénica
de nutrientes, que genera desregulaciones en la homeostasis glucolitica y lipidica,
favoreciendo el depdsito de lipidos y el incremento del tamafio de los adipocitos (Xu
H., 2001). Paralelamente los adipocitos experimentan un cambio global y profundo
en su secretoma, con una mayor liberacion de la proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1), mayor expresion y secrecion de citocinas inflamatorias
(Winkler G., 2003) y alteraciones en el nivel de varias adipocinas (Ouchi N., 1999).
Del mismo modo, se ha relacionado a la dislipidemia con la metainflamacion (Gregor
M. 2011), pues concentraciones elevadas de TG, asi como la presencia de
lipoproteinas de baja densidad cortas y densas, tienen una correlacion positiva con
los marcadores inflamatorios (interleucina 6) IL-6, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y MCP-1 (Xiong P., 2023; Pan X., 2022), estableciendo una relacion causal
entre altas concentraciones de lipoproteinas ricas en triglicéridos y la inflamacion de
bajo grado. Ademas, el incremento en la concentracion de acidos grasos libres sirve
como ligando para el complejo del receptor tipo peaje 4 (TLR4) y estimulan la
produccion de citoquinas de los macrofagos, modulando asi la inflamacion del tejido,

lo que contribuye a las complicaciones metabdlicas (Shi H., 2006).

La metainflamacion se ha asociado con la activacion de varias vias de sefializacion
inflamatoria; el exceso de ATP, glucosa y especies reactivas de oxigeno
(ROS) favorecen la activacion del inflamasoma y la via de receptores tipo dominio
de oligomerizacion y unién de nucledtidos (NLRP3), seguido de la produccion y
secrecion de IL-1B, IL-18 y otros factores inflamatorios relacionados, sin embargo,

el mecanismo de activacion no esta del todo determinado (Paik S., 2021; Mastrocola
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R., 2018). Otro mediador clave en la metainflamacion es el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), pues
se ha asociado con la apoptosis, la inflamacion y la regulacion de las funciones

inmunes intrinsecas y adaptativas (Barnabei L., 2021).

Todos estos efectos favorecen el reclutamiento al tejido inflamado de células
inmunitarias intrinsecas y adaptativas, incluidos macrofagos (Xu X., 2013; Bourlier
V., 2008), que desempefian un papel importante en el desarrollo de la inflamacion
cronica, algunos estudios han demostrado que los procesos inflamatorios inducen
la reprogramacion de los macrofagos en los fenotipos M1y M2 (Jiao P., 2009). El
fenotipo M1 se ha asociado a la respuesta inflamatoria clasica y el incremento de
citocinas proinflamatorias, mientras que el fenotipo M2 se asocia a la activacion
alternativa, pues participan en la remodelacion del tejido y la liberacion de citocinas

antinflamatorias (Jung U., 2014).

Los sistemas metabdlico e inmunolégico se encuentran altamente relacionados,
muchas vias de respuesta metabdlica e inmune o sistemas de deteccién de
nutrientes y patégenos se han conservado en todas las especies. Como resultado,
la respuesta inmune y la regulacion metabdlica estan altamente integradas y el
funcionamiento adecuado de cada una depende de la otra. Esta interfaz puede
verse como un mecanismo homeostatico central, cuya disfuncion puede conducir a
un conjunto de trastornos metabdlicos crénicos, en particular obesidad, SMet,
diabetes y enfermedades cardiovasculares (Hotamisligil G., 2006). Ademas, la
metainflamacion es Unica porque involucra multiples 6rganos, incluidos el tejido
adiposo, el pancreas, el higado, el masculo esquelético, el corazon y el cerebro
(Caputo T., 2017).

Barrera hematoencefalica

Los vasos sanguineos transportan sangre desde el corazon a cada tejido y 6érgano
del cuerpo, lo cual es esencial para llevar oxigeno y nutrientes a los tejidos, eliminar
el dioxido de carbono y los desechos metabdlicos de los tejidos, transmitir sefiales
hormonales entre los tejidos y mediar en la interaccion del sistema inmunolégico

periférico con cada tejido (Daneman R., 2015). El arbol vascular esta compuesto

12



por arterias y venas, que transportan sangre a los tejidos y permiten el intercambio
de gases y nutrientes dentro de los tejidos y capilares con diferentes propiedades

para satisfacer los requisitos unicos del tejido que vascularizan.

El sistema nervioso central (SNC) esta resguardado por una barrera que lo aisla del
ambiente periférico, pero permite una seleccién rigurosa en la entrada y salida de
componentes que circulan en el torrente sanguineo (Engelhardt B., 2011). La
barrera hematoencefélica (BHE) controla la homeostasis del SNC mediante la
regulacion del transporte de moléculas dentro y fuera, ademas evita que las células
sanguineas, los componentes plasmaticos y los patdgenos ingresen al tejido
cerebral (Zhao Z., 2015).
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llustracion 1. Componentes celulares de la BHE.
Tomada y modificada de Abbott N., 2006

La BHE es una estructura compleja, compuesta por células endoteliales
especializadas, acompafadas de pericitos, proyecciones de astrocitos y matriz
extracelular (Abbott, N., 2006). Las células endoteliales pertenecientes a la BHE
tienen propiedades Unicas que las diferencian de las células endoteliales de otros
tejidos, pues se mantienen unidas por uniones estrechas que limitan en gran medida
el flujo paracelular de solutos, por lo que, la mayoria de las moléculas que son
transportadas desde la periferia hacia el SNC son transportadas por transportadores
especializados y/ por receptores que facilitan su transporte (Sweeney M., 2016). La
estructura y organizacion de la BHE son cruciales para mantener un ambiente
constante y 6ptimo que respalda la funcion neuronal. Esto se logra mediante una

combinacion de barreras y sistemas de transporte selectivo que regulan
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cuidadosamente el paso de moléculas esenciales y no deseadas. Ademas de
controlar el flujo de moléculas hacia y desde el SNC, también sirve como una barrera
que controla el equilibrio metabodlico e inmunoldgico. Cualquier alteracion en la
integridad o funciéon de la BHE puede conducir a la desregulacion idnica y
metabdlica, asi como la entrada de células y moléculas inmunitarias, esos procesos
conducen al inicio de estados fisiopatologicos relacionados con la neuroinflamacion

y la neurodegeneracion (Alahmari A. 2021; Liebner S., 2018).

El aumento en la incidencia del SMet ha generado interés en el estudio de las
consecuencias patolégicas y su progresion, que se desarrolla a partir de una
inflamacion crénica que aumenta el riesgo de deterioro cognitivo, accidente
cerebrovascular y afecciones neurodegenerativas (Yaffe, K., 2004). Recientemente,
se ha establecido un vinculo entre la alimentacion y la salud mental, pues la
desregulacion de carbohidratos y hormonas producidas por érganos periféricos
tienen accion en el SNC al atravesar la BHE (Banks, W., 2012). La insulina y la
leptina atraviesan la BHE a través de un mecanismo de transporte saturable e
independiente de las hormonas, que regula el apetito y el equilibrio energético
(Banks, W., 1996).

Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral que forma parte del sistema limbico, se
encuentra en el I6bulo temporal medial de cada hemisferio cerebral (Kong Q., 2023).
El hipocampo es una estructura altamente organizada y compleja, estd compuesto
por varias subregiones definidas citoarquitectonicamente, que tienen funciones
especificas en el procesamiento de la memoria y las emociones, entre ellas el giro
dentado (GD) el cuerno de Ammon 1 (CAl) y el cuerno de Ammon 3 (CA3) (Knierim
J., 2015).

Un corte transversal del hipocampo revela la conexion clasica trisinaptica, esta
conexién involucra tres sinapsis o etapas en las que la informacion es procesada y
transferida a lo largo de diferentes regiones del hipocampo. Primero la corteza
entorrinal proporciona la principal entrada cortical al hipocampo, con sus

proyecciones través de la via perforante hacia la region del GD (sinapsis 1), después
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el GD se proyecta a la region CA3 a traves de la via de fibras musgosas (sinapsis
2), seqguido de la proyeccion de CA3 a la region CA1 a través de la via colateral de
Schaffer (sinapsis 3), finalmente, CA1 se proyecta de regreso a la corteza entorrinal,
completando el circuito (Ding S.2013; Amaral D., 2007) (llustracion 1). Estas
proyecciones neuronales estan involucradas en el proceso de adquisicion y

almacenamiento de informacion (Trevifio, S., 2017).

Viacolateralde )/
Schaffer

Dentate
gyrus
Via de fibras
musgosas

Via perforante

llustracion 2. Conexion trisinaptica del hipocampo.
Tomado y modificado de Edvard Moser.

Se cree que diferentes regiones del hipocampo contribuyen, en distintos grados, a
diversas funciones como la memoria episddica, el aprendizaje espacial, el

aprendizaje contextual y la memoria de trabajo (Kenney J., 2008).

La corteza entorrinal es la fuente de gran parte de la informacién sensorial cortical
que llega al hipocampo, y dado que la GD es la terminacién principal de las
proyecciones de la corteza entorrinal, se considera al GD como el primer paso en el
procesamiento de la informacion que finalmente conduce a la produccién de
recuerdos episodicos (Amaral D., 2007). El GD se subdivide en capas y desempefia
un papel fundamental en la formacion de nuevos recuerdos, particularmente en la
diferenciacion de eventos y en la separacion de patrones de entrada. Las neuronas
del hipocampo se clasifican como células principales glutamatérgicas o
interneuronas GABAérgicas (Scharfman H., 2016). Las neuronas granulares son el
tipo de neurona mas abundante en GD y tienen cuerpos celulares pequefos y
dendritas ramificadas, generalmente los cuerpos celulares granulares estan muy
juntos y en la mayoria de los casos, no hay una vaina glial interpuesta entre las

células. Sin embargo, la zona subgranular y el hilus del GD contienen células gliales,
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como astrocitos y microglia que desempefian un papel en el mantenimiento del
entorno extracelular, el suministro de nutrientes a las neuronas y la regulacion de la

homeostasis neuronal (Siquiera-Mendes F., 2022).

Las salidas del GD provienen de las fibras musgosas de las células granulares que
se proyectan a la subregiéon CA3. Se ha postulado que en CA3, se permite el
almacenamiento de recuerdos a largo plazo, debido a la abundancia de conectividad
sindptica excitadora recurrente entre las células piramidales (Sheintuch L., 2023).
Las células piramidales son el principal tipo de células nerviosas en esta subregion,
estas neuronas tienen cuerpos celulares grandes y dendritas ramificadas. Las
neuronas piramidales en el CA3 son responsables de procesar y transmitir la
informacion que fluye desde el GD y hacia CAl del hipocampo (Aery Jones E.,
2021).

La subregion CA1, se considera un nodo de salida clave del circuito de memoria del
hipocampo. Sin embargo, se han propuesto una serie de funciones adicionales para
CA1l, incluida la detecciébn de novedades, la comparacion de entradas y el
enriguecimiento de la salida del hipocampo (Kaifosh P., 2016). Se ha identificado
que las células principales de CA1 son las células piramidales y que estas exhiben
un grado significativo de heterogeneidad que es cada vez mas reconocida e incluye
diferencias de desarrollo, moleculares, anatémicas y funcionales. (Soltesz I., 2018).

Se ha puesto en evidencia que las células gliales estan presentes en las dos
subregiones de CA, brindando soporte metabdlico a las neuronas, monitoreando y
participando la respuesta inmunolégica y participando en la produccion de mielina
(Sheintuch L., 2023). En CAL, los astrocitos participan activamente en la formacién
y el mantenimiento de la BHE, regulando el paso de moléculas desde la periferia
hacia el SNC. A pesar de que la mayoria de los estudios se ha centrado en la
actividad de las neuronas en el hipocampo, se sabe que la presencia y funcion de
las células gliales son fundamentales para la salud y el correcto funcionamiento del

hipocampo y, por ende, para las funciones cognitivas y la memoria (Kol A., 2020).
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Glia

Las células gliales comparten una caracteristica comun, son células no neuronales
por lo que son incapaces de producir un impulso eléctrico y constituyen
aproximadamente la mitad de las células del SNC (Allen N. 2018), anteriormente se
pensaba que las células de la glia unicamente brindaban soporte a las células
neuronales, sin embargo, se ha descubierto que las células gliales desempefian una
variedad de funciones fundamentales (Sancho L., 2022), la glia se conforma por
astrocitos, microglia y oligodendrocitos (llustracién 2). Los oligodendrocitos estan
especializados en la produccién de mielina, la microglia son macrofagos residentes
en el SNC y los astrocitos se consideraban tradicionalmente células implicadas en
el soporte metabdlico de las neuronas. Sin embargo, ahora esta claro que los
astrocitos realizan una amplia gama de funciones, incluida la homeostasis de iones
y agua, el reciclaje de neurotransmisores, la formacion y mantenimiento de la BHE
(Sancho L., 2012).

Microglia

Astrocito

: Oligodendrocito

llustracion 3. Células de la glia.
Tomado y modificado de Peppin Raffa.

Microglia
Durante mucho tiempo se ha considerado que el SNC tiene un sistema
inmunologico privilegiado, pues su sistema difiere al de los tejidos periféricos, ahora

se sabe que cuando es necesario este tejido puede generar respuestas vigorosas
gue depende de las células innatas especializadas residentes del SNC (Nayak, D.,
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2014). Aproximadamente del 10 al 15% de las células gliales son microglia y a
menudo se les denomina macrofagos residentes, pues se originan en el saco
vitelino y pueblan al SNC (Greter M., 2013).

La microglia en reposo en el hipocampo adulto tiene un cuerpo celular pequefio y
multiples ramas y procesos, que se extienden desde los somas y terminan con
terminaciones bulbosas. Como parte de sus funciones homeostéticas, los cuerpos
celulares microgliales permanecen estacionarios, pero sus procesos estan en
constante movimiento sobresaliendo y retrayéndose para explorar continuamente el
espacio extracelular circundante, ademas, se comunican directamente con

neuronas, astrocitos y endotelio (Colonna M., 2017).

La microglia es indispensable para el desarrollo del cerebro (Ueno M., 2013),
contribuye al entorno celular circundante mediante la liberacion de factores troficos,
entre ellos el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que apoyan la formacion de

circuitos neuronales y promueven su supervivencia (Borsini A., 2015).

El SNC requiere de un sistema de limpieza activo y eficiente para eliminar desechos,
la microglia participa en esta limpieza a través de la fagocitosis y, lo que es mas
importante, puede activar la maquinaria fagocitica sin iniciar una respuesta
inflamatoria. La actividad fagocitica microglial también participa en la poda sinaptica
neuronal (Wake H., 2009), este papel también se ha asociado con el proceso de
neurogénesis adulta, particularmente en la zona subgranular del GD (Sierra A.,
2010).

En condiciones fisiologicas, la microglia tiene una gran capacidad para responder a
cambios en el microambiente del SNC debido a sus procesos. Estos cambios
pueden ser desencadenados por microorganismos como bacterias o virus, pero
también por enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,

la enfermedad de Parkinson o la isquemia cerebral (Picard, K., 2021).
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Ha quedado en evidencia que los cambios generados en el microambiente cerebral
son un factor causal de la activacion microglial, se sabe que el proceso de activacion
es gradual, muy complejo y variado (Colonna M.,2017). Pueden existir multiples
subestados de activacion, con cambios asociados en la estructura los cuerpos
celulares aumentan de tamafio mientras que los procesos se retraen y reducen para
transformarse en una forma mas ameboidea; y de funcidn con expresion alterada
de varios receptores y enzimas, ademas de produccion de moléculas de respuesta
inmunitaria y factores de crecimiento (Patterson S., 2015). La morfologia ameboide
refleja un estado altamente activado asociado con fagocitosis y funcién inflamatoria.

La microglia responde a distintos estimulos demostrando funciones patégenas
como protectoras, la activacion clasica presenta un perfil proinflamatorio (fenotipo
M1) que reconoce estimulos dafiinos utilizando una gama completa de receptores
inmunes, (Ransohoff R., 2009 y 2012), este perfil se asocia con la liberacion de
citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, y TNF-a que pueden polarizar a los
astrocitos hacia un fenotipo neurotoxico, agravando la respuesta inflamatoria.
Dentro del tejido lesionado, la microglia existe en varios estados de activacion y
conserva la capacidad de cambiar su fenotipo funcional durante la respuesta
inflamatoria (Rodriguez-Gémez J., 2020; Orihuela R., 2016).

Si bien la respuesta proinflamatoria ha sido conocida desde hace tiempo,
recientemente se han asociado un estado de activacion alternativo con acciones
positivas y la regeneracion del tejido, el fenotipo M2 se caracteriza por la respuesta
antinflamatoria, se ha vinculado la resolucion de la inflamacion a través de la
produccion de factores antinflamatorios, entre ellos IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-3, para
desactivar los fenotipos de células proinflamatorias y restablecer la homeostasis
(Lim S., 2013; Gordon S., 2010), se han demostrado los efectos, particularmente
sobre la neuroproteccion y la reparacion, pues estimula el crecimiento de neuritas,
mantiene la integridad de la BHE y estimula la oligodendrogénesis a través de la
diferenciacion de las células progenitoras de oligodendrocitos, favoreciendo asi la

recuperacion funcional (Hernandez I., 2021).
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Astrocitos

Los astrocitos, la poblacion celular mas abundante del SNC, desempefian funciones
esenciales para la funcién neurolégica normal (Freeman M., 2010), han sido vistos
como una poblacién celular homogénea que tiene una morfologia en forma de
estrella, extiende numerosos procesos que interactian probablemente con todos
los tipos de células del SNC y rodean a las neuronas y vasos sanguineos vecinos
(Allen N., 2018; Kimelberg H., 2004).

En el cerebro sano los astrocitos son indispensables en la homeostasis del SNC,
producen y controlan los niveles extracelulares de GABA y glutamato, también
liberan factores de crecimiento, incluido NGF, BDNF, la neurotrofina-3 (NT-3) y el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), estas moléculas controlan la
maduracion, la supervivencia neuronal (Pehar M., 2005), y median funciones
sinépticas pues participan en la formacion, maduracion y plasticidad de sinapsis, v,
por lo tanto, participan en la formacion de la memoria. También se ha asociado a
los astrocitos con la proliferacion de células madre (Song H., 2002), lo que plantea
la posibilidad de que existan distintas propiedades de los astrocitos en el hipocampo

que promuevan la neurogénesis adulta.

Por otra parte, se ha descrito que son células fundamentales en la formacién de la
unidad neurovascular y ayudan a mantener la integridad y funcionalidad de la BHE
y del sistema linfatico pues sintetizan lamina que permite la formacién de la interfaz
astrocito-célula endotelial, ademas, se ha puesto en evidencia que los astrocitos
envian procesos especializados, llamados pies terminales, que envuelven la
vasculatura cerebral sobre la cual forman estructuras en forma de roseta y que
regulan, la formacion de uniones estrechas y la expresion de sistemas de transporte,
lo que permite la integridad y selectividad de la BHE (Abbott N., 2006).

Los astrocitos, detectan y transportan glucosa, lipidos y hormonas que influyen en
el metabolismo energético. Son la Unica fuente de produccion de cuerpos cetonicos
y casi la Unica célula que almacena glucogeno en el SNC (Trevifio S., 2022). Es

importante destacar que los astrocitos apoyan el alto consumo de energia neuronal
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mediante el transporte de lactato a las neuronas a través del transportador de lactato
astrocito-neurona y son las células tipicas del cerebro que procesan la glucosa
mediante glucdlisis aerdbica. Su caracteristica capacidad glicolitica favorece la
conversion del piruvato en lactato en lugar de la ruta convencional a través del ciclo
del &cido tricarboxilico. En las neuronas, el lactato puede emplearse como fuente
de energia o ser transformado en glutamato, que a su vez tiene la posibilidad de
convertirse en GABA a través de una decarboxilacion (Xiong X., 2022). La actividad
de enzimas como la aspartato aminotransferasa, la alanina aminotransferasa y la
lactato deshidrogenasa respalda el proceso de sintesis, almacenamiento y
liberacion de neurotransmisores (Gonzalez-Vazquez A., 2021), por lo que los

astrocitos son considerados como centros reguladores de energia.

En conjunto estas funciones sugieren que los astrocitos son participantes activos en
la actividad cerebral mas que elementos pasivos en el mantenimiento del espacio
extracelular. Aunque ciertas funciones de los astrocitos pueden ser comunes en
todo el SNC, otras funciones sirven al circuito neuronal local y pueden ser funciones
especializadas basadas en su microambiente (Wang, D., 2008), se ha propuesto
que todos los astrocitos recién nacidos podrian ser esencialmente idénticos, y sus
fenotipos maduros estarian moldeados por interacciones con su entorno (Freeman
M., 2010).

Los astrocitos pueden volverse reactivos en respuesta a una variedad de estimulos
y condiciones (lesiones traumaticas, procesos neuroinflamatorios, cambios
metabdlicos, enfermedades neurodegenerativas), al igual que la microglia activa,
los astrocitos reactivos experimentan remodelacion morfol6gica, molecular vy
funcional (Lana D., 2021). Los astrocitos reactivos exhiben efectos perjudiciales o
beneficiosos, dependiendo de su reactividad. Segun su perfil, los astrocitos
reactivos existen en dos fenotipos principales: Al (neurotéxicos) y A2

(neuroprotectores), manteniendo la nomenclatura establecida en la microglia activa

(Ding Z. B., 2021).
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Los astrocitos de tipo Al son tipicamente inducidos por la activacion de la microglia
en un estado de neuroinflamacion. Investigaciones previas han destacado que la
microglia reactiva M1 secreta citocinas proinflamatorias, o que conduce a la
transicion de los astrocitos hacia un fenotipo Al (Liddelow S., 2017). Este tipo de
astrocitos regulan positivamente muchos genes que aumentan la expresion de
citocinas proinflamatorias y otros factores perjudiciales para las sinapsis, ademas
favorecen la induccién de oligodendrocitos y muerte neuronal (Liddelow S.,
2017b).

Por el contrario, los astrocitos A2 tienen funciones neuroprotectoras, promueven la
reparacion sinaptica, el crecimiento y la supervivencia de las neuronas, la
fagocitosis y se relacionan con la liberacion de citocinas antinflamatorias y factores
troficos como BDNF o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
tienen efectos similares sobre los oligodendrocitos que los de la microglia M2 (Allen
N. 2009).

Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son células gliales mielinizantes dentro SNC, las vainas de
mielina que producen envuelven los axones para optimizar la velocidad de
conduccidén y proporcionar a las neuronas numerosos factores metabolicos y troficos
necesarios para su supervivencia (Funfschilling U., 2012). Se requiere la adicién
continua de oligodendrocitos y mielina para una variedad de tareas cognitivas (Xin
W., 2020) (llustracion 3).

BDNF BDNF
Fibronectina ATP
Glutamato Glutamato
IGF-1 IGF-1
PDGF PDGF
Netrina-1 Laminina-2
Citocinas Citocinas
X (Pmlifereacién] [Diferenciaci(’)n] XV [Diferenciacio’n] [ Mielinizaci(’)n] ‘ |
Precursor de Oligodendrocito Oligodendrocito
oligodendrocitos inmadure maduro
Citocinas proinflamtorias Citocinas proinflamtorias
DAMPs DAMPs
PAMPs . PAMPs
FGF Ac. Hialuronico

llustracion 4. Factores externos que favorecen o inhiben la maduracién de OPC
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Los oligodendrocitos se generan a partir de células precursoras (OPC) que surgen
de la zona ventricular durante el desarrollo temprano, proliferan y migran hacia las
diferentes areas en desarrollo del cerebro (incluido el hipocampo), donde se
diferencian en oligodendrocitos formadores de mielina. La diferenciacion de OPC
en oligodendrocitos maduros y productores de mielina es un proceso gradual y bien
definido mediante un proceso secuencial que que implica su salida del ciclo celular,

maduracion y diferenciacion (Tiane A., 2019).

Este tipo celular representa aproximadamente el 5% del total de células en el SNC.
Se mantienen y renuevan automaticamente, pueden diferenciarse en
oligodendrocitos mielinizantes recién formados para mantener la plasticidad de la
mielina 0 en respuesta a sefales dafiinas. Estos procesos de desarrollo y
diferenciacion son influenciados tanto por sefiales moleculares intrinsecas como por
sefales extracelulares (Bergles D., 2015), que pueden ser factores solubles, como
factores de crecimiento y quimiocinas, moléculas de adhesién célula-célula o
representar moléculas de la matriz extracelular (Rauch U. 2007). Es necesario
mantener un equilibrio homeostético entre estas sefiales moleculares para permitir
una diferenciacion adecuada, en consecuencia, las alteraciones en estos estimulos

dificultan y alteran el proceso de diferenciaciéon (Wheeler N., 2016).

Se ha identificado que en procesos neuroinflamatorios, la activacion de células
gliales (astrocitos y microglia) en sus fenotipos proinflamatorios, favorecen la
desmielinizacion neuronal (Xu S., 2020), se ha demostrado que las citocinas
proinflamatorias desempeiian un papel fundamental en este proceso, TNF-a induce
la apoptosis de oligodendrocitos, retrasa la mielinizacion e inhibe la proliferaciéon y
diferenciacion de OPC (Shi H., 2015), generando disfunciones neuroldgicas. Por el
contrario, su diferenciacion hacia los fenotipos M2 y A2 y la liberacion de citocinas
antinflamatorias (Zhang, Q., 2019), se han asociado con el incremento en los
procesos de proliferacion, diferenciacion y migracion de los precursores
oligodendrociticos, ya que actian como células protectoras y de reparacion,

contribuyendo a los procesos de remielinizacion (Hernandez I. 2021).
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Enfermedades asociadas a la neuroinflamacioén

La neuroinflamacion es un proceso complejo que implica la activacion de células
inmunitarias y la liberacion de mediadores proinflamatorios dentro del SNC en
respuesta a cambios en el microambiente originados por una lesién, infeccion o la
neurodegeneracion. La inflamacién aguda es fundamental para resolver lesiones o
infecciones; sin embargo, la neuroinflamacion crénica puede causar dafio tisular y
pérdida neuronal, lo que contribuye a la patogénesis de diversos trastornos

neuroldgicos (Thompson K., 2017).

Dentro de los mediadores inflamatorios relevantes en este tipo de enfermedades se
encuentran las interleucinas, que son proteinas de sefializacion que facilitan las
interacciones con células inmunes y no inmunes, son esenciales para la activacion,
diferenciacion, proliferacion, maduracion, migracion y adhesion de las células. La
funcién principal de las interleucinas es controlar la proliferacion, diferenciacion y
activacion celular durante las respuestas inmunoldgicas e inflamatorias. Realizan
funciones tanto paracrinas como autocrinas (Akdis, M., 2011) y desempefian un
papel crucial en la patogénesis de diversos trastornos neurolégicos autoinmunes e
inflamatorios (Khan A., 2023). Se ha observado que, aunque diferentes
enfermedades neurodegenerativas se desarrollan en diversos sitios del cerebro y
exhiben etiologias distintas, pueden actuar sobre procesos celulares y moleculares
similares (Teleanu D., 2022), sin embargo, no esta clara la via exacta a través de la
cual los mecanismos celulares y moleculares intervienen en la modulacion de la

evolucion de estas enfermedades.

Segun un informe mundial en 2018 sobre el Alzheimer, alrededor de 50 millones de
personas fueron diagnosticadas con demencia (Patterson C., 2018). En el
Alzheimer, que es la forma mas comun de demencia, existe la presencia de dos
lesiones distintivas en el cerebro: las placas seniles, compuestas principalmente de
amiloide B y los ovillos neurofibrilares, formados por proteina Tau hiperfosforilada.
El primer sintoma evidente de esta enfermedad el deterioro gradual de las
capacidades cognitivas. La degradacion de las sinapsis y la muerte de las neuronas,

especialmente en el hipocampo (Mattson M., 2004; Parsons, C. 2007).
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Se ha observado que algunas alteraciones relacionadas con la obesidad, la
peroxidacion de lipidos la resistencia a la insulina o la disfuncion mitocondrial,
también desempefian un papel en la progresion patolégica del Alzheimer y tienen
relacion con la neuroinflamacién (O'Brien, P., 2017). Diversas investigaciones han
concluido que la obesidad en edades tempranas se correlaciona con un aumento
en la incidencia de la demencia, aunque este vinculo no es tan evidente en la

obesidad desarrollada después de los 65 afios (Pedditzi, E., 2016).

Por otra parte, en la enfermedad de Parkinson, un trastorno neurodegenerativo
caracterizado por la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra pars compacta (Kim, G., 2015), se reconoce que la neuroinflamacion y los
mecanismos subyacentes a las subpoblaciones de células gliales son factores clave
en el desarrollo de la enfermedad (Araujo B., 2022), sin embargo, su papel en la
patogénesis y progresion de la enfermedad ain no se conocen completamente,
pero se han asociado con la sobreproduccién y acumulacion extrema de ROS que
puede estar relacionada tanto con disfunciones mitocondriales como con la

inflamacion en células neuronales y gliales (Liu Z., 2017).

La esclerosis multiple es una enfermedad neuroinflamatoria crénica caracterizada
por lesiones del sistema nervioso que pueden causar un deterioro neuroldgico,
cognitivo o fisico sustancial (Ghasemi N., 2017). Aunque aun se desconoce la
fisiopatologia exacta, los datos existentes muestran que la patogénesis es
multifactorial e incluye factores genéticos y ambientales, que pueden desencadenar
una serie de reacciones del sistema inmunoldgico que resultan en neurotoxicidad,
neuroinflamacion, disfuncion neuronal y desmielinizacion nerviosa (Browning V.,
2012), se presume que la desmielinizacion y el dafio pueden ser causados por la
alteracion de la BHE, la activacion de células inmunitarias y el incremento en la

concentracion de interleucinas proinflamatorias (Khan A., 2023; Kamma E., 2022)

Se ha propuesto que los trastornos metabdlicos también estan relacionados con el
desarrollo de enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas. Las
enfermedades metabdlicas, como la obesidad, el SMet y la diabetes a menudo
estan asociadas con un estado de inflamacion cronica de bajo grado en el cuerpo.
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La inflamacién sistémica cronica causada por las desregulaciones metabdlicas se
ha asociado con la diferenciacion de macrofagos al fenotipo M1 y el incremento de
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a, e IL-1B) en tejidos periféricos y aunque el
SNC se considera un sitio inmune privilegiado, se ha identificado el incremento en
el reclutamiento de células y moléculas inflamatorias en modelos obesos en
regiones cerebrales (Lainez N., 2019), ademas el consumo de dieta alta en grasas
en ratones C57BL/6J durante 12 semanas identifico el desarrollo de SMet, asi como
cambios en la dinamica inflamatoria hipotalamica (Lainez N., 2018), por lo que se
ha propuesto que los trastornos metabdlicos y neuroinflamatorios comparten una
serie de mecanismos y vias de sefalizacion., que afectan no solo a los tejidos
periféricos sino también al SNC. La inflamacion sistémica, los efectos en la BHE y
los cambios en el metabolismo cerebral generan una respuesta inmunoldgica
alterada, que puede activar las células inmunolégicas, la microglia 'y a los astrocitos

en el SNC, contribuyendo a la neuroinflamacién (Diaz A., 2018; Trevifio S., 2015).
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Planteamiento del problema

El cambio en los habitos alimenticios, con exceso en la ingesta caldrica debido al
aumento en el consumo de azucares refinados, alimentos procesados y disminucion
en la activada fisica; condicionan el desarrollo de SMet y enfermedades cronico-
degenerativas. A nivel mundial, en 2015, 107.7 millones de nifios y 603.7 millones
de adultos en todo el mundo fueron clasificados con obesidad. Desde 1980 la
prevalencia de la obesidad se ha duplicado en al menos 70 paises, en un panorama
general de obesidad en nifios y adultos fue de 5.0% y 12.0%. En México, el 75.2%
de los adultos mayores de 20 afios presentan sobrepeso u obesidad y/o algun otro
padecimiento cronico degenerativo, cifra que incrementé en comparacion con
mostrado en 2012, del 71.3% (ENSANUT 2018). Existe evidencia en la que se
demuestra que el sobrepeso y la obesidad son signos invariables del desarrollo de
SMet.

Por lo que, México enfrenta una pandemia de enfermedades crénicas no
transmisibles. El SMet es un padecimiento complejo caracterizado por la presencia
de alteraciones metabdlicas, fisiolégicas y funcionales; con modificaciones
metabolicas a nivel celular y molecular que afectan la sefializacion de carbohidratos

y lipidos.

Estudios previos han identificado que el consumo crénico de dietas hipercal6ricas
se asocia con RI, que a su vez favorece la sintesis de lipidos y la lipolisis, lo que

genera hiperplasia en el tejido adiposo

Recientemente, las evidencias establecen que la relacion entre las enfermedades
metabdlicas y el deterioro cognitivo asociado a la aparicion de la demencia. Debido
a que en su fisiopatologia se comparten rutas de sefializacion. Las patologias
comunmente vinculadas con estos procesos son la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson. En México mas de 350,000 personas estan afectadas por la enfermedad
de Alzheimer, y mueren por ella anualmente 2,030 pacientes. Sin embargo, ain no
estd completamente establecida la relacion con el desarrollo de SMet y sus

consecuencias en totalidad.
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Si bien gran parte de la investigacion sobre enfermedades neurodegenerativas se
ha centrado en las neuronas, las células no neuronales también se ven afectadas
(Gleichman A., 2020). La glia contribuye a mantener un medio homeostético para
que las neuronas funcionen correctamente en respuesta a una variedad de
alteraciones ambientales, en modelos de neurodegeneracién como el Alzheimer se
ha identificado que el proceso de neuroinflamacion induce la regulacion a la alza de
los fenotipos reactivos de la microglia y los astrocitos, que contribuyen a la muerte
neuronal (Hashioka S., 2021); sin embargo, no hay reportes de la conducta que
adquiere la glia durante el desarrollo de SMet en etapas tempranas y tardias, razon
por la cual se pretende explorar el comportamiento de la glia en este modelo
respecto a su comportamiento fisiolégico lo que da paso a la siguiente pregunta

cientifica:

¢El origen y evolucién del sindrome metabdlico en la rata Wistar modifica las

poblaciones de la glia del hipocampo?
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Justificacion

La mal nutricion, con exceso de ingesta caldrica, disminucion en la actividad fisica
y alteraciones en la expresion génica han incremento los problemas asociados a la
RI, obesidad y dislipidemias, que desencadenan en diabetes tipo 2. Los problemas
metabdlicos se han convertido en un problema de salud mundial en los ultimos afios,
ademas cada dia incrementa la incidencia en personas de menor edad. Estos
desordenes nutricionales estan asociados no solo a riesgo metabdlico, también se
asocian a riego coronario, con aumento en la tensién arterial, diferentes tipos de
cancer, inflamacion periférica y central, y en recientes fechas se ha asociado con la
apariciéon de la neurodegeneracion. Por tal motivo en los ultimos afios ha cobrado
fuerza la relacion de las enfermedades metabdlicas con la aparicion de

enfermedades neurodegenerativas (Pugazhenthi, S., 2017).

Uno de los factores que contribuye a la neurodegeneracion en la respuesta
inflamatoria. En donde el actor principal de este proceso es la glia. Estas células
contribuyen a mantener la homeostasis cerebral metabdlica, estructural vy
neuroquimica (Zhou Y., 2018). Sin embargo, en estados patolégicos, se ha
observado que las células de la glia inducen mayor formacion de moléculas
proinflamatorias como citocinas. Ademas de activar procesos de apoptosis,
exacerbar el estrés oxidativo, causar neurodegeneracion. En modelos con consumo
cronico, durante 3 meses, de dieta hipercaldrica se ha identificado que existe
astrogliosis reactiva, acompafnada de alta produccion de citocinas proinflamatorias,
eventos que se han relacionado con el dafio neuronal. Sin embargo, se desconocen
las causas y el proceso de transicion del estatus antiinflamatorio al estatus
proinflamatorio mediado por la glia. Por tal motivo, en el presente estudio se
pretende identificar si el desarrollo y evolucion del SMet genera cambios en las
poblaciones de la glia en el hipocampo, una region cerebral critica en las funciones
limbicas (Diaz A., 2020; Trevifio S., 2015).

Este proyecto tiene el potencial de identificar tempranamente factores de riesgo

para el desarrollo de trastornos neuroinflamatorios y/o neurodegenerativos.
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Ademas, comprender la relacion entre el SMet y los procesos neuroinflamatorios
podria ser un punto de partida crucial para el desarrollo de tratamientos
farmacoldgicos y terapias que se centren en la neuroinflamacién desarrollada en
individuos con enfermedades metabdlicas. Esto abre la puerta a terapias mas
especificas y eficaces que podrian mejorar la salud y las perspectivas de las
personas afectadas.
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Hipotesis nula

El sindrome metabdlico inducido por el consumo cronico de dieta hipercalérica
hiperglucida no genera cambios en las poblaciones de la glia en el hipocampo de

rata macho Wistar.

Hipotesis alternativa

El sindrome metabdlico inducido por el consumo crénico de dieta hipercalérica
hiperglicida genera cambios en las poblaciones de la glia en el hipocampo de

rata macho Wistar.
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Objetivo

» Evaluar las subpoblaciones de la glia en el hipocampo de rata macho Wistar con
sindrome metabdlico en etapas tempranas y tardias.

Objetivos especificos

En las subregiones hipocampales de ratas macho Wistar sin y con sindrome

metabdlico en etapas tempranas y tardias:

» Evaluar el estado proinflamatorio / antinflamatorio del hipocampo.
» Cuantificar las poblaciones de astrocitos y microglia tipo 1y 2.

» Evidenciar las poblaciones de oligodendrocitos maduros e inmaduros.
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Esquema de trabajo

Ratas macho Wistar
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Metodologia

Animales.

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar, con 20 dias de edad y peso
aproximado de 70-80 gramos, proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas, con ciclos de luz oscuridad de 12 horas, temperatura entre
19°C y 26°C, en cajas de policarbonato con una cama de aserrin, manteniendo
maximo 4 sujetos de experimentacion en cada caja, con acceso a comida y agua
“Ad libitum”. Se monitoreo el peso de cada rata cada tercer dia hasta alcanzar 100
gramos, una vez cumplida esta condicion se conformaron los grupos

experimentales.

Todos los procedimientos se realizaron bajo las condiciones establecidas en la
NOM-062-Z00-1999 que indica las especificaciones para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio y del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP.

Conformacién de grupos

Una vez alcanzados los 100 gramos de peso, los sujetos de experimentacién fueron

divididos aleatoriamente y se conformaron cuatro grupos:

e Dieta normocaldrica 1 mes (NC 1M)
e Dieta hipercaldrica 1 mes (HC 1M)
e Dieta normocalérica 3 meses (NC 3M)

e Dieta hipercal6rica 3 meses (HC 3M)

Los grupos dieta normocalérica consumieron dieta base pellet balanceada (LabDiet
5001) durante 1 o 3 meses de acuerdo con el grupo que pertenecian, por otra parte,
los grupos dieta hipercalorica consumieron dieta hipercaldrica hiperglucida
(MX/E/2013/047377) durante 1 o 3 meses, segun correspondia. En los cuatro

grupos los animales tuvieron acceso al agua Ad libitum.
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Obtencién de muestra sanguinea

Tres dias antes de concluir el tiempo de cohorte se obtuvieron muestras sanguineas
de cada uno de los animales, mediante puncion cardiaca para la determinacion de
la curva de tolerancia oral a la glucosa y la respuesta de insulina. Los animales
tuvieron como preparacion, ayuno por 4 horas previas a la toma de muestra,
posteriormente, recibieron carga oral de glucosa con dosis 1.75 g/kg de peso.
Después, fueron anestesiados con la administracion intraperitoneal de Ketamina +
Xilazina con una dosis de 0.2 mL/100 g, durante la anestesia, se realizé la puncién
cardiaca, y se obtuvieron muestras sanguineas a los 0, 30, 60 y 90 minutos posterior
a la carga oral de glucosa. Las muestras obtenidas se centrifugaron durante 10
minutos a 400 g, después se separ6 el suero y se almacend a -70°C.

Sacrificio y obtencién de tejidos.

Previo al sacrificio los animales se mantuvieron en ayuno durante 4 horas, una vez
cumplido el ayuno, los animales se administraron con pentobarbital sédico, por via
intraperitoneal con dosis de 150 mg/kg. Se obtuvieron 5 mL de muestra sanguinea,

mediante puncién cardiaca, después se perfundieron con solucion salina isoténica.

Posteriormente se realizo la decapitacion y se extrajo el cerebro de cada animal. El
50% de los cerebros de cada grupo se disectaron para obtener el hipocampo y se
almacenaron a -70°C, el 50% restante se almacend en formalina bufferada al 10%,

para fijar el tejido.
Ensayos bioquimicos séricos.

Las concentraciones de glucosa (Anexo 1), lipidos (Anexos 4-7) y colesterol (Anexo
3) se determinaron mediante kits comerciales, de la marca Spinreact, basadas en
reacciones colorimétricas, cuya absorbancia determinada fue proporcional a la

concentracion del analito de interés.

La determinacion de acidos grasos libres se realiz6 de acuerdo con el método

basado en la formacion de sales metalicas.
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Las concentraciones de insulina plasmatica se determinaron mediante un
inmunoensayo ELISA tipo sandwich (Diagnostica Internacional Company) (Anexo
2), con el complejo anticuerpo-antigeno resultante evaluado a 415 nm en un lector
de placas Stat fax 2600. Las concentraciones de insulina se obtuvieron a partir de

una curva estandar con un rango de 0 a 20 pU/mL.
Célculo de indices.

Se calcularon los indices HOMA-IR, indice de resistencia cardiovascular (IRCV) y

Matsuda-DeFronzo, mediante las siguientes ecuaciones:

Glucosa basal( %)xmsulina basal (fn—lé)
2430

HOMA — IR =

10000

Matzuda DeFronzo =

\/[Glucosa basal( %)xlnsulina basal (Tlfl—lli] [XGlucosa TOGxXInsulina TOG)]

m
16D

HDL(ZP)

IRCV = HOMA — IR X

Determinacién de citocinas.

En los hipocampos obtenidos de la diseccion, se realiz6 un homogeneizado en
300ul de PBS frio con pH de 7.4, por centrifugacion a 12000 rpm a 4°C se obtuvo
el sobrenadante y se determiné IL-1B3, TNF-a, antagonista del receptor de IL-1f, IL-
10, IL-17, IL-6, IL-4 y TGF-B mediante ELISA directo quimioluminiscente.

Inmunofluorescencia.

En tejidos embebidos en parafina se realizaron cortes coronales de 5 ym de
espesor, después se eliminé la parafina y se realizé la rehidratacion de los tejidos.
Se procedio a la recuperacion antigénica y el bloqueo de sitios de union no

especificos con albumina de suero bovino libre de IgG al 2%.

Se realiz6 doble inmunomarcaje para identificar a células de la microglia,
evidenciando la expresion de la molécula adaptadora de union al calcio ionizado

(Iba-1) en combinacion con la expresion del receptor de baja afinidad de IgG (CD16)
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e Iba-1 en combinacién con el receptor de manosa C, tipo | (CD206). Se coloco el
anticuerpo lba-1 (Cell Signaling #17198, conejo) en concentracion 1:400, CD16
(Cell Signaling #88251, ratén) en concentracion 1:550 y CD206 (Santa Cruz
Biotechnology sc-376108, raton) en concentracion 1:550. Por otra parte, para la
identificacion de las subpoblaciones de astrocitos se empleo el inmunomarcaje para
la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (Cell Signaling #3670, conejo, 1:500), la
proteina fijadora de calcio S100A10 (Cell signaling #5529, raton, 1:250) y el inhibidor
del complejo 1 (C1INH) (Santa Cruz Biotechnology sc-377062, ratén, 1:500), en las
combinaciones GFAP + C1INNH y GFAP + S100A10. Por dultimo, para el
inmunomarcaje de los oligodendrocitos se emplearon los anticuerpos anti-, factor
de transcripcion de oligodendrocitos 2 (Olig2) (Cell Signaling 659155, conejo) en
concentracion 1:500, el antigeno neuroglial 2 (NG2) (Santa Cruz Biotechnology, sc-
53389, ratén) en concentracion 1:500 y proteina basica de mielina (MBP) (Cell
Signaling 836835, ratdn) en concentracion 1:350, en las combinaciones Olig2 + NG2
y Olig2 + MBP. Se emplearon los anticuerpos secundarios acoplados a isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Jackson Immuno Research, 115-095-146) y rodamina
(Jackson Immuno Research, 111-295-144). Todas las laminillas se montaron con
Vecta Shield que contenia 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para la tincién de los

nucleos.

Se tomaron fotomicrografias de las subregiones del hipocampo giro dentado (GD),
cuerno de Ammon 1 (CA1l), cuerno de Ammon 3 (CA3), en un microscopio de
epifluorescencia Leica Microsystems con el objetivo 40X y empleando el software
Image-Pro-Premier 9.2. Mediante el software Image J, se realizo la cuantificacion
células positivas a Iba-1, células positivas a Iba-1 + CD16, positivas a Iba-1 +
CD206, células positivas a GFAP, positivas a GFAP + S100A10, positivas a GFAP
+ C1INH, células positivas a Olig2, positivas a Olig2 + NG2, positivas a Olig2 + MBP,
el area analizada en cada subregion del hipocampo fue de 24.95 mm?.

Andlisis estadistico.

Lo resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la media

(EEM), ademas se realiz6 comparacion dietética mediante la prueba t-Student,

37



considerandose cambios significativos, p < 0.05. Los resultados de las pruebas
histoldgicas fueron expresados como la media (de 6 fotomicrografias evaluadas) +
EEM, se realizé la comparacion entre grupos usando la prueba no paramétrica de

Mann-Whitney, considerando un nivel de significancia del 95 % (P <0.05). Para

realizar el analisis estadistico se utilizo el programa GraphPad Prism 9.

38



Resultados

Caracterizacion metabdlica.

En primera instancia, se realizd el analisis y cuantificacion de los parametros
biométricos y bioquimicos caracteristicos para establecer SMet en rata Wistar que
consumieron dieta HC durante 1 o 3 meses. La aparicion de hiperglicemia e
hiperinsulinemia son indicadores para el diagnéstico de SMet, por lo que, se sometié
a los sujetos de experimentacién a una prueba de tolerancia oral a la glucosa,

cuantificandose la glicemia generada y su respuesta de insulina.
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Figura 1. Curva de tolerancia oral a la glucosa y respuesta de insulina. A. Curva de tolerancia oral a la glucosa.
B. Curva de respuesta de insulina. Los resultados son el promedio de 10 sujetos experimentales + el error
estandar de la media (EEM). El andlisis estadistico se realizé por la prueba ANOVA de una via (*) indica
diferencias significativas P<0.05.

Los resultados mostraron un comportamiento clasico de la curva para el grupo NC
de 1y 3 meses, con pendiente positiva a los 30 minutos (1 mes; 100 mg/dL) y 60
minutos (3 meses; 150 mg/dL). Para los grupos HC de 1 y 3 meses, no se
observaron cambios en la concentracién de glucosa basal respecto a sus grupos
NC. Sin embargo, el grupo HC 1M mostr6 incremento del 71% en la concentracion
de glucosa (167 mg/dL) a los 90 minutos postcarga, en comparacion con el grupo
NC 1M (97.2 mg/dL) (Figura 1A). Mientras que, el grupo HC 3M present6é una mayor
glicemia alos 30 (29%) y 90 (51%) minutos, comparado con su grupo control (Figura
1A).
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De la misma manera fue evaluada la respuesta insulinica. En los grupos de 1M no
se observaron cambios en la concentracion de insulina basal, sin embargo, se
mostrd incremento del 69.9% y 112% en el minuto 30 y 90 postcarga,
respectivamente en el grupo HC 1M, respecto al grupo NC 1M (23.16 pU/mL)
(Figura 1B). Por otra parte, en grupo HC 3M se observaron incrementos
estadisticamente significativos del 118% (21 pU/mL) en la concentracion de insulina
basal, 173.3% (51.93 pU/mL), 143% (35.13 pU/mL) y 187.21% (27.89 pU/mL) en
los minutos 30, 60 y 90 postcarga de glucosa (Figura 1B).
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Figura 2 indices 1y 3 meses. A indices 1M. B indices 3M. Los resultados de los parametros determinados se

representan como el promedio de 10 sujetos experimentales + el error estandar de la media (EEM). El analisis
estadistico se realiz6 por la prueba T-Student (*) indica diferencias significativas P<0.05.

El desarrollo de hiperinsulinemia y disglucemia se ha vinculado a una resistencia a
insulina asociada al SMet. Para evaluar el desarrollo de RI en los grupos HC, se
determinaron los indices HOMA-IR, Matsuda-DeFronzo y el IRCV. Los resultados
mostraron que el indice HOMA-IR, disminuy6 significativamente 28% en el grupo
HC 1M respecto a su grupo control, el resto de los indices evaluados no mostraron
cambios en esta cohorte de tiempo (Figura 2A). Mientras que, el grupo HC 3M,
incrementd 102.6% el indice HOMA-IR y 363% el IRCV, al mismo tiempo que

decrementd en 59.9% el indice Matsuda-DeFronzo (Figura 2B).

La RI multitisular provoca dislipidemia caracteristica del SMet. Por lo cual, se evalu6
un panel lipidico, cuantificandose TG, acidos grasos libres, colesterol total y sus
fracciones HDL, LDL y VLDL. Los resultados mostraron que en el grupo HC 1M
desarrollo hipertrigliceridemia del 14.9%, acompafiandose con incremento de
colesterol en las fracciones lipoproteinas de baja y muy baja densidad (19.7% y

66.6%), y disminuyendo significativamente la concentracion de colesterol HDL
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(30.7%; Figura 3A). Este comportamiento se acentud en el grupo HC 3M (Figura
3B). Por ultimo, la determinacion de acidos grasos mostro incremento del 23.4% y
del 38.3%, en los grupos HC de 1 y 3 meses, respectivamente, comparados con sus
grupos normocaldricos (Figuras 3A 'y B).
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Figura 3 Panel lipidico sérico. A. Panel lipidico 1M B. Panel lipidico 3M. TG Triglicéridos, CT Colesterol Total
HDL Colesterol en lipoproteinas de alta densidad, LDL Colesterol en lipoproteinas de baja densidad, VLDL
Colesterol en lipoproteinas de muy baja densidad, FFA Acidos Grasos Libres. Se presentan los resultados como
el promedio de 10 mediciones + EEM. El analisis estadistico se realizd por la prueba T-Student (*) indica
diferencias significativas P<0.05.

Valoracion del balance inflamatorio hipocampal.

Dado a que se han establecido interconexiones entre la disfuncion metabdlica y los
procesos inflamatorios crénicos de bajo grado, conocido como metaflamaciéon o
metainflamacion, se ha identificado que las enfermedades metabdlicas aumentan el
riesgo de neuroinflamacion, por lo cual, determinamos la concentracion tisular de
las citocinas TNF-a, IL-18, IL-6, IL-17, TGF-B, IL-10, IL-4 y aR-IL-1.

En el grupo que consumié dieta hipercalorica durante 1M, disminuyeron
significativamente las citocinas antinflamatorias, 1L-10 (18.7%), IL-4 (75.3%), TGF-
B (21%), aR-IL-1B (61.3%; Figura 4E—H), ademés de las proinflamatorias IL-1f3
(46.9%) e IL-17 (24.3%; Figura 4A y D). Por el contrario, TNF-a e IL-6 incrementaron
significativamente en 106.9% y 30.9% (Figura 4C y D)
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Figura 4. Balance inflamatorio hipocampal 1M. A. Interleucina 1(IL-1). B. Interleucina 6 (IL-6). C. Factor de
necrosis tumoral a (TNF-a). D. Interleucina 17 (IL-17) E. Interleucina 10 (IL-10). F. Interleucina 4 (IL-4). G. Factor
de crecimiento transformante 3 (TGF- B). H. Antagonista del receptor de IL-1[3. La cuantificacion de interleucinas
pro y antiinflamatorias se representa como el promedio de 6 mediciones + EEM. El andlisis estadistico se realizé
por la prueba T-Student (*) indica diferencias significativas P<0.05.

A los 3M de consumo hipercaldrico, se mantuvo el comportamiento de las citocinas
pro-inflamatorias (Figura 5A-D). Mientras que, la IL-10 (Figura 5E) incrementé
significativamente en 121.4%, el aR-IL-1B (Figura 5H) no presenta cambios

respecto de su control, y la IL-4 y TGF- disminuyeron en 22.6% y 42.1% respecto

de su control (Figura 5G y H).
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Figura 5 Balance inflamatorio hipocampal 3M A. Interleucina 1(IL-1). B. Interleucina 6 (IL-6). C. Factor de
necrosis tumoral a (TNF-a). D. Interleucina 17 (IL-17) E. Interleucina 10 (IL-10). F. Interleucina 4 (IL-4). G. Factor
de crecimiento transformante 3 (TGF- B). H. Antagonista del receptor de IL-1[3. La cuantificacion de interleucinas
pro y antiinflamatorias se representa como el promedio de 5 mediciones + EEM. El andlisis estadistico se realizé
por la prueba T-Student (*) indica diferencias significativas P<0.05.

Diferenciacioén de las subpoblaciones de astrocitos

Para comprender los efectos causados por el SMet sobre la diferenciacién de los
astrocitos en proinflamatorios o antinflamatorios, realizamos un doble inmuno
marcaje en el que se evalud la inmunorreactividad de las células a GFAP, y células
positivas a las combinaciones GFAP + C1INH (proinflamatorio) y GFAP + S100A10

(antinflamatorio), en las subregiones del hipocampo GD, CA1 y CAS.

Los resultados indican, para el grupo HC 1M, incremento el numero de células
positivas a GFAP (Figura 6, rojo), en el GD (10.6%), y en las subregiones CA1y
CA3 (14.3% y 10.83%, respectivamente) comparados con el grupo NC 1M (Figura
6 y 7). Las células clasificadas como astrocitos no mostraron diferenciacion pro o
antiinflamatoria en los grupos NC e HC de 1 mes.
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Figura 6. Efecto del SMet sobre las subpoblaciones de astrocitos en el hipocampo 1M. Se muestran
fotomicrografias tomadas con objetivo 40X, imnunorreactividad a GFAP (rojo) A. Giro dentado normocalérico
1M B. Cuerno de Ammén 1 normocalérico 1M C. Cuerno de Ammén 3 normocalérico 1M D. Giro dentado
hipercalérico 1M E. Cuerno de Ammoén 1 hipercaldrico 1M F. Cuerno de Ammoén 3 hipercalérico 1M. Flechas
Blancas, células positivas a GFAP (astrocitos).
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Figura 7. Efecto del SMet sobre la poblacion de astrocitos 1M. A. Giro dentado 1M. B. Cuerno de Ammén 1 1M
C. Cuerno de Ammoén 3 1M. Los resultados se representan como el promedio del nimero de células positivas
a GFAP + EEM. El analisis estadistico se realizé por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica
diferencias significativas P<0.05.

En los grupos de 3 meses, los resultados revelaron incremento significativo en el
numero de células positivas a GFAP en GD (41.1%), CA1 (94.4%) y CA3 (32.7%),
en el grupo HC 3M respecto al grupo NC 3M. Ademas, se identificaron a las células
positivas a la combinacion GFAP + C1INH (astrocitos proinflamatorios), los

resultados mostraron decremento en el grupo HC 3M respecto de su grupo control
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en el numero de células positivas en las tres subregiones del hipocampo evaluadas,
GD (84.2%), CA1 (43.8%) y CA3 (88.6%) (Figura 8 y 10A-C).

CAl CA3

Figura 8. Efecto del SMet en las subpoblaciones de astrocitos 3M. Se muestran fotomicrografias tomadas con
objetivo 40X, imnunorreactividad a GFAP (rojo), C1INH (verde), GFAP + C1INH (amarillo) A. Giro dentado
normocalérico 3M. B. Cuerno de Ammon 1 normocalérico 3M. C. Cuerno de Ammon 3 normocalérico 3M. D.
Giro dentado hipercaldrico 3M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercaldrico 3M. F. Cuerno de Ammon 3 hipercaldrico
3M. Flechas amarillas, células positivas a GFAP (astrocitos). Flechas Blancas, células positivas a GFAP +
C1INH (astrocitos proinflamatorios).

En cortes de tejido diferentes a los utilizados en el analisis del marcaje anterior, se
realizé la evaluaciéon de la combinacion de GFAP + S100A10 en la que se realizd
un nuevo conteo de células positivas a GFAP, los resultados mostraron incremento
significativo en GD (53.5%), CA1 (123.5%) y CA3 (26.8%). También se evaluaron a
las células positivas al doble inmunomarcaje GFAP + S100A10 (astrocitos
antiinflamatorios), en los resultados obtenidos se observé incremento significativo
en el numero de células positivas en GD (22.3%), CA1 (360.4%) y CA3 (155.9%),
en el grupo HC 3M respecto al grupo NC 3M (Figura 9 y 10D-F).
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Figura 9. Efecto del SMet en las poblaciones de astrocitos 3M. Se muestran fotomicrografias tomadas con
objetivo 40X, imnunorreactividad a GFAP (rojo), S100A10 (verde) y GFAP + S100A10 (amarillo) A. Giro
dentado normocaldrico 3M. B. Cuerno de Ammon 1 normocalérico 3M. C. Cuerno de Ammén 3 normocalérico
3M. D. Giro dentado hipercalérico 3M. E. Cuerno de Ammoén 1 hipercalérico 3M. F. Cuerno de Ammon 3
hipercalérico 3M. Flechas Blancas, células positivas a GFAP + S100A10 (astrocitos antiinflamatorios).
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Figura 10. Efecto del SMet sobre las poblaciones de astrocitos 3M A. Giro dentado 3M. B. Cuerno de Ammoén
1 3M C. Cuerno de Ammoén 3 3M. Los resultados se representan como el promedio del nimero de células
positivas a GFAP (astrocitos) y GFAP + S100A10 (astrocitos antiinflamatorios). Los resultados se representan
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como el promedio del nimero de células positivas = EEM. El analisis estadistico se realiz6 por la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica diferencias significativas P<0.05.

Diferenciacién de las subpoblaciones de la microglia

Con el fin de evaluar la diferenciacion de las células microgliales generada por
efecto del SMet, realizamos doble inmunomarcaje en el que se cuantificaron el
namero de células positivas a Iba-1 (microglia) y el nimero de células positivas a la
combinacion Iba-1 + CD16 (proinflamatoria). Adicionalmente, en secciones de tejido
diferentes se realiz6 un nuevo conteo en el que se evalud a las células positivas a
Iba-1 y las positivas al doble inmunomarcaje de la combinacion Iba-1 + CD206
(antinflamatoria), la evaluacién se realizé en las subregiones del hipocampo GD, CA
y CA3.

CAl CA3

Figura 11. Efectos de SMet sobre la poblacion proinflamatoria de la microglia 1M. Se muestran fotomicrografias
tomadas con objetivo 40X, imnunorreactividad a Iba-1 (rojo), CD16 (verde) e Iba-1 + CD16 (amarillo). A. Giro
dentado normocaldrico 1M. B. Cuerno de Ammon 1 normocaldrico 1M. C. Cuerno de Ammon 3 normocaldrico
1M. D. Giro dentado hipercaldrico 1M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 3M. F.  Cuerno de Ammodn 3
hipercaldrico 1M. Flechas Blancas, células positivas a Iba-1 + CD16 (microglia proinflamatoria)

En la evaluacién a 1 mes de consumo de dieta normo o hipercalérica de la
combinacion Iba-1 + CD16, los resultados mostraron incremento significativo en el
namero de células positivas a Iba-1 en las subregiones del hipocampo CA1 (82%)

y CA3 (183%). También se cuantificaron a las células positivas al doble marcaje Iba-
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1 + CD16, en el que se observaron incrementos en CAl (95.6%) y CA3 (222.2%),
en el grupo HC 1M respecto al grupo NC 1M. (Figura 11y 132-C)

GD CAl CA3

Figura 12. Efectos del SMet sobre la poblacién antinflamatoria microglia 1M. Se muestran fotomicrografias
tomadas con objetivo 40X, imnunorreactividad a Iba-1 (rojo), CD206 (verde) Iba-1 (rojo), CD16 (verde) e Iba-
1+ CD206 (amarillo). A. Giro dentado normocalérico 1M. B. Cuerno de Ammoén 1 normocalérico 1M. C. Cuerno
de Ammon 3 normocalérico 1M. D. Giro dentado hipercalérico 1M. E. Cuerno de Ammoén 1 hipercalérico 3M. F.
Cuerno de Ammon 3 hipercaldrico 1M. Flechas Blancas, células positivas a lba-1 + CD206 (microglia
antinflamatoria)

Los resultados de la evaluacion del doble inmunomarcaje en la combinacién lba-1
+ CD206, mostraron incremento en el nimero de células positivas a Iba-1 en el GD
(35.1%) y CA3 (71.4%), ademas se observo incremento significativo en el nimero
de células positivas a Iba-1 + CD206 en GD (44.9%) y CA3 (66.6%), en el grupo HC
1M respecto al grupo NC 1M (Figura 12 y 13D-F).

En contraste, en el grupo que consumio dieta hipercaldrica durante 3 meses los
resultados de la evaluacion en la combinacién Iba-1 + CD16 mostraron incremento
significativo en el nimero de células positivas a Iba-1 en GD (17.6%) y CA3 (51.7%),
del mismo modo se observo incremento en el nimero de células positivas al doble
inmunomarcaje Iba-1 + CD16 en GD (60%), CA1 (32%) y CA3 (53.4%) (Figura 14y
16A-C).
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Figura 13. Efectos SMet sobre las poblaciones de la microglia.1M A. Giro dentado 1M. B. Cuerno de Ammon
1 1M C. Cuerno de Ammon 3 1M. Los resultados se representan como el promedio del nimero de células
positivas a Iba-1 (microglia), Iba-1 + CD 16 (microglia proinflamatoria) e Iba-1 + CD206 (microglia
antinflamatoria). Los resultados se representan como el promedio del nimero de células positivas + EEM. El
andlisis estadistico se realizé por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica diferencias significativas

P<0.05.

En la evaluacion de la combinacién |ba-1 + CD206, los resultados mostraron

incremento en el nimero de células positivas a Iba-1 en CAl (32.8%) y CA3

(74.3%). Los resultados también mostraron incremento en el nimero de células
positivas Iba-1 + CD206 en CAl (34.3%) y en CA3 (74.3%), en el grupo HC 3M
respecto al grupo NC 3M (Figura 15y 16D-F).
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Figura 14. Efecto del SMet sobre la poblacién proinflamatoria de la microglia 3M. Se muestran fotomicrografias
tomadas con objetivo 40X, imnunorreactividad a Iba-1 (rojo), CD16 (verde) e Iba-1 + CD16 (amarillo). A. Giro
dentado normocaldrico 3M. B. Cuerno de Ammon 1 normocalérico 3M. C. Cuerno de Ammén 3 normocalérico
3M. D. Giro dentado hipercalérico 3M. E. Cuerno de Ammoén 1 hipercalérico 3M. F. Cuerno de Ammon 3
hipercaldrico 3M. Flechas Blancas, células positivas a Iba-1 + CD16 (microglia proinflamatoria)

GD CAl CA3

Figura 15. Efectos del SMet sobre la poblacion antinflamatoria de la microglia 3M. Se muestran fotomicrografias
tomadas con objetivo 40X, imnunorreactividad a Iba-1 (rojo), CD206 (verde) e Iba-1 + CD206 (amarillo). A.
Giro dentado normocalérico 3M. B. Cuerno de Ammon 1 normocalérico 3M. C. Cuerno de Ammon 3
normocalérico 3M. D. Giro dentado hipercalérico 3M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 3M. F. Cuerno de
Ammon 3 hipercalérico 3M. Flechas Blancas, células positivas a Iba-1 + CD206 (microglia antinflamatoria)
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Figura 16. Efecto del SMet sobre las poblaciones microgliales 3M. A. Giro dentado 3M. B. Cuerno de Ammoén
1 3M C. Cuerno de Ammon 3 3M. Los resultados se representan como el promedio del nimero de células
positivas a Iba-1 (microglia), Iba-1 + CD16 (microglia M1) e Iba-1 + CD206 (microglia M2). Los resultados se
representan como el promedio del nimero de células positivas + EEM. El andlisis estadistico se realizé por la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica diferencias significativas P<0.05.

Oligodendrocitos

Nuestro estudio empleo inmunofluorescencia doble para identificar los efectos del
SMet sobre las poblaciones de oligodendrocitos, para identificar a oligodendrocitos
inmaduros se empled la combinacion Olig2 + NG2 y para oligodendrocitos maduros

Olig2 + MBP, en las subregiones del hipocampo CA1, CA3y GD.

En el grupo HC 1M, los resultados de la combinacion Olig2 + NG2 mostraron
incremento significativo en el nimero de oligodendrocitos (Olig2 positivo) en GD
(72.8%) y en CA3 (39.2%), por el contrario, no se mostraron cambios en el nUmero
de células positivas a Olig2 + NG2 (inmaduros) en ninguna de las subregiones

evaluadas (Figura 17 y 192-C).

De un nuevo conteo en la evaluacion de la combinacion Olig2 + MBP en los grupos
NC e HC 1M, la cuantificacion del nimero de oligodendrocitos (Olig2 positivo)
mostré incremento en GD (77.3%) y CA3 (29.3%), ademas de incremento
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significativo en el numero de células positivas a Olig2 + MBP (maduros) en GD
(400%) y CA3 (56.2%) en el grupo HC 1M, respecto a su grupo control (Figura 18-
19D-F).

Figura 17. Evaluacion de la poblacién inmadura de oligodendrocitos 1M. Se muestran fotomicrografias tomadas
con objetivo 40X, imnunorreactividad a Olig2 (rojo) y NG2 (verde). A. Giro dentado normocalérico 1M. B.
Cuerno de Ammon 1 normocaldrico 1IM. C. Cuerno de Ammon 3 normocalérico 1M. D. Giro dentado
hipercalérico 1M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 1M. F. Cuerno de Ammaon 3 hipercalérico 1M. Flechas
Blancas, células positivas a Olig2 + NG2 (oligodendrocitos inmaduros).

GD CAl CA3

Figura 18. Evaluacion de la poblacién madura de oligodendrocitos 1M. Se muestran fotomicrografias tomadas
con objetivo 40X, imnunorreactividad a Olig2 (rojo) y MBP (verde). A. Giro dentado normocalérico 1M. B.
Cuerno de Ammon 1 normocaldrico 1IM. C. Cuerno de Ammon 3 normocaldrico 1M. D. Giro dentado
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hipercalérico 1M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 1M. F. Cuerno de Ammon 3 hipercalérico 1M. Flechas
Blancas, células positivas a Olig2 + MBP (oligodendrocitos inmaduros).
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Figura 19. Efecto del SMet sobre las poblaciones de oligodendrocitos 1M. A. Giro dentado 1M. B. Cuerno de
Ammoén 1 1M C. Cuerno de Ammon 3 1M. Los resultados se representan como el promedio del numero de
células positivas a Olig2 (oligodendrocitos), Olig2 + NG2 (oligodendrocitos inmaduros) y Olig2 + MBP
(oligodendrocitos maduros). Los resultados se representan como el promedio del nimero de células positivas
+ EEM. El andlisis estadistico se realizé por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica diferencias
significativas P<0.05.

Para el grupo HC 3M, en la evaluacién de la combinacion Olig2 + NG2 observamos
incremento significativo en el nimero de oligodendrocitos (Olig2 positivo) en todas
las subregiones evaluadas, GD (228.9%9), CA1 (148%) y CA3 (186.9%), en
contraste solo se observd incremento en significativo en el nimero de células
positivas Olig2 + NG2 en CA3 del 400% y CA1 una célula o menos en cada area de
analisis (Figura 20 y 22A-C).

Los resultados obtenidos en el analisis del doble inmunomarcaje Olig2 + MBP, en
los grupos de 3 meses de dieta, mostraron incremento en el numero de
oligodendrocitos en GD (150%), CA1 (102.2%) y CA3 (140%), siguiendo la misma
tendencia, se observaron incrementos en el numero de células positivas a Olig2 +
MBP (maduros) en GD (191.5%), CA1 (140%) y CA3 (137.5%), en el grupo HC 3M
respecto del grupo NC 3M (Figura 21y 22 D-F).
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GD CAl CA3

Figura 20. Evaluacién de la poblacién inmadura de oligodendrocitos. Se muestran fotomicrografias tomadas
con objetivo 40X, imnunorreactividad a Olig2 (rojo) y NG2 (verde). A. Giro dentado normocalérico 3M. B.
Cuerno de Ammon 1 normocaldrico 3M. C. Cuerno de Ammon 3 normocaldrico 3M. D. Giro dentado
hipercalérico 3M. E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 3M. F. Cuerno de Ammaon 3 hipercalérico 3M. Flechas
Blancas, células positivas a Olig2 + NG2 (oligodendrocitos inmaduros).

GD CAl CA3

Figura 21. Evaluacion de la poblacion madura de oligodendrocitos. Se muestran fotomicrografias tomadas con
objetivo 40X, imnunorreactividad a Olig2 (rojo) y MBP (verde). A. Giro dentado normocalérico 3M. B. Cuerno
de Ammoén 1 normocalérico 3M. C. Cuerno de Ammon 3 normocaldrico 3M. D. Giro dentado hipercalérico 3M.
E. Cuerno de Ammon 1 hipercalérico 3M. F. Cuerno de Amman 3 hipercal6rico 3M. Flechas Blancas, células
positivas a Olig2 + MBP (oligodendrocitos maduros).
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Figura 22. Efecto del SMet sobre las poblaciones de oligodendrocitos 3M. A. Giro dentado 3M. B. Cuerno de
Ammon 1 3M C. Cuerno de Ammén 3 3M. Los resultados se representan como el promedio del nimero de
células positivas a Olig2 (oligodendrocitos), Olig2 + NG2 (oligodendrocitos inmaduros) y Olig2 + MBP
(oligodendrocitos maduros). Los resultados se representan como el promedio del nimero de células positivas
+ EEM. El andlisis estadistico se realizé por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. (*) indica diferencias
significativas P<0.05.
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Discusion de resultados

En las dietas saludables se consumen alimentos en porciones adecuadas para
satisfacer las necesidades energéticas y fisiologicas (Stipanuk M., 2018), los
macronutrientes consumidos proporcionan la energia necesaria para llevar a cabo
los procesos celulares, al mismo tiempo esta dieta proporciona los micronutrientes

adecuados e hidratacion, sin ingesta excesiva (Cena H., 2020).

Lo patrones dietéticos estan arraigados a las tradiciones y a las fuentes de alimentos
locales o regionales (Appel L., 1997), sin embargo, se ha observado un cambio
global hacia patrones dietéticos occidentalizados. Los cuales habitualmente llevan
a malos héabitos alimenticios estan asociados con el desarrollo de anomalias
metabdlicas como la obesidad, dislipidemia SMet y diabetes (Meléndez-Salcido C.,
2022).

El excedente crénico de energia, obtenido por el consumo de dietas ricas en
carbohidratos y grasas rebasa la capacidad de consumo y almacenamiento del
organismo, generando un desequilibrio metabdlico. Distintos autores han sefialado
que el consumo de dietas hipercaloricas ricas en carbohidratos desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de SMet. Esto se debe a que los patrones dietéticos
estan estrechamente relacionados con la aparicion de condiciones fisiopatologicas

vinculadas a enfermedades crénicas no transmisibles (Esmaillzadeh A., 2007).

A pesar del esfuerzo para comprender los mecanismos fisiopatolégicos que
desencadenan el desarrollo del SMet, aun no se ha logrado una comprension
completa de como ocurren y se interrelacionan estos procesos. Por esta razoén, la
experimentacion animal se ha convertido en una herramienta valiosa que contribuye
significativamente a conocer estos procesos durante la patologia. Se han empleado
diversos enfoques para inducir el SMet en roedores, que abarcan desde
modificaciones genéticas hasta la administracion de medicamentos y el uso de
dietas hipercaloricas (Wong, 2016). En la actualidad, los estudios dietéticos han

adquirido un papel fundamental en la investigacion del SMet, pues las dietas con
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alto contenido calorico tienen un impacto en el metabolismo de la glucosa y los
lipidos (Wong, 2016; Suman R, 2016).

Las dietas hipercaléricas mas empleadas para generar enfermedades metabdlicas
corresponden a dietas altas en fructosa y sacarosa, pues se ha identificado que
producen trigliceridemia en cuestion de dias (Herman M., 2021). Si bien este tipo de
dietas puede generar caracteristicas dismetabdlicas, se requiere que el 50% del
aporte calérico provenga Unicamente de fructosa, superando excesivamente el

consumo tipico en humanos (Matrriott, B., 2009).

Por otra parte, algunos grupos de investigacion utilizan patrones dietéticos altos en
lipidos que generan incremento en la concentracion de lipidos plasmaticos y estan
asociados con el estrés oxidativo que favorece la peroxidacion lipidica (Lasker S.,
2019). También suelen utilizarse dietas hipercaléricas con combinaciones de
carbohidratos y lipidos, como un analogo en el contenido de la dieta occidental, y
se ha demostrado que favorecen el aumento de peso, la acumulacion de grasa y

concentraciones elevadas de lipidos plasmaticos (Ishimoto T., 2013).

Nuestro grupo de trabajo utiliza una alternativa a este tipo de dietas hipercaloricas,
cuya base es la glucosa. El uso de esta dieta ha demostrado inducir alteraciones
metabdlicas como RI, SMet y estado diabetogénico (Trevifio S., 2015). La dieta
hipercaldrica utilizada en este proyecto (MX/E/2013/047377) tiene una composicién
del 71.4% de carbohidratos simples, de los cuales el 80% es glucosa y el 20%

restante es fructosa.

Recientemente, las organizaciones alimentarias internacionales han prestado
atencion en los efectos generados por la sobrenutricion y su contribucion a los
desérdenes metabolicos, pues su incidencia rebasa la de las enfermedades
causadas por desnutricion, en todas las regiones del mundo (Garcia-Garcia F.,
2020). Se estima que entre el 20 y 25% de la poblacion mundial adulta tiene SMet,
con tasas similares entre ambos géneros (do Vale Moreira N., 2020). El SMet se

caracteriza por una agrupacion de factores interrelacionados que incluyen obesidad
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abdominal, hiperglucemia, hiperinsulinemia, hipertension y dislipidemia (Bussler S.,
2017).

La aparicion de hiperglicemia e hiperinsulinemia son de los indicadores mas
frecuentes para el diagndstico de SMet. La tolerancia oral a glucosa evidencia la
recaptura de glucosa por los tejidos independientes de insulina a los 0 y 30 minutos,
y la captacion de tejidos dependientes de insulina (musculo y tejido adiposo) a los
60 y 90 minutos post carga. El comportamiento de la curva generada se ve
influenciado por la concentracion y accién de insulina, por lo que es importante

evaluar su respuesta al estimulo de la carga estandar de glucosa (Moroni D., 2019).

El consumo de dietas altas en carbohidratos simples favorece los estados
hiperglicémicos (Trevifio S., 2015), que estimulan la liberacion de insulina en las
células B pancreaticas para mantener las concentraciones de glucosa plasmatica
adecuadas. Sin embargo, la cronicidad de este estimulo lleva a reduccion de la
sensibilidad de la accion de insulina en los tejidos diana, lo cual favorece el
desarrollo de RI.

En condiciones fisiolégicas, se observa un comportamiento “clasico” de la curva
generada con los resultados de la prueba de tolerancia oral a la glucosa. Al inicio
de la prueba se presenta pendiente positiva hasta llegar a un pico maximo de
concentracion y después se muestra la pendiente negativa con retorno de la
concentracion de glucosa postprandial a los 90 minutos a concentraciones similares

a la glucosa basal (Bervoets L., 2015).

Este comportamiento clasico de la curva se observo en nuestros resultados en los
grupos gue consumieron dieta normocaldrica durante 1y 3 meses, lo cual se asocia
a una correcta homedstasis en el manejo del carbohidrato en respuesta hormonal
(insulina) y tisular del individuo (Figura 1A). Por el contrario, en los grupos HC de 1
y 3 meses se observo intolerancia a la glucosa. El grupo HC 1 mes a los 90 minutos
termin6 con una concentracion 50% mayor al grupo control (Figura 1A),
demostrando que el consumo de dieta hipercalérica hiperglicida genera la

recaptura deficiente de glucosa en el musculo. Mientras que, el grupo HC 3 meses
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mostro una pendiente positiva mayor sin retorno a los 90 minutos, indicativo de una
pobre recaptura hepatica y muscular, comparado con el grupo NC 3M (Trevifio S.,
2015).

Se han realizado diversas evaluaciones que se relacionan con la forma de la curva
generada después del reto de tolerancia oral a la glucosa (Kanauchi M., 2005), en
las que se ha determinado que el incremento y el cambio del pico maximo de la
concentracion de glucosa, respecto del tiempo (Vejrazkova D., 2023), se asocian
con mayor secrecion de insulina y menor sensibilidad a la hormona en células diana,
ademas de un perfil bioquimico desfavorable (Utzschneider K., 2021). Nuestros
resultados mostraron en el grupo HC 1M se presenté una hiperisulinemia
posprandial, mientras que en el grupo HC 3M se observo hiperinsulinemia en ayuno

y en el postprandio (Figura 1B).

Después del consumo de alimentos, la insulina permite la recaptura de glucosa en
tejidos diana (musculo esquelético, tejido adiposo, higado, etc.) y reduce la
concentracion de glucosa circulante. Sin embargo, el estado hiperinsulinémico
cronico se asocia con una pobre recaptura de glucosa, desarrollo de RlI, dislipidemia
metabdlica, afecciones cardiovasculares y recientemente con un estado

neuroinflamatorio (Diaz A., 2020).

Para confirmar Rl en los grupos HC, se determinaron los indices HOMA-IR,
Matsuda-DeFronzo y el IRCV. El indice HOMA-IR, disminuy0 significativamente en
el grupo HC de 1 mes e increment6 en el grupo HC de 3 meses. Mientras que, el
indice Matsuda-DeFronzo decrement6 significativamente en el grupo HC 3M (Figura
2). En conjunto ambos indices evidencian pérdida de la sensibilidad a la insulina y
desarrollo de RI en el grupo HC 3M.

La RI se define como un estado de respuesta reducida a la accion de la insulina,
gque se manifiesta con disminucion en la captacion de glucosa y estados
hiperinsulinémicos crénicos (Lee S., 2022). Aunque no se comprende
completamente el mecanismo por el cual se conduce el desarrollo de RI, se ha

descrito la modificaciébn en la estimulacibn o represién de varias rutas de
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sefalizacion, las cuales estan vinculadas con el metabolismo y la bioenergética en
tejidos periféricos y el SNC (Czech M., 2020).

Es importante destacar que no existe un método uniforme para la determinacion de
la RI. Recientemente ha cobrado importancia la determinacion de indices
“sustitutos” para determinar la sensibilidad/resistencia a la insulina de todo el
organismo (Ighbariya A., 2017), en los cuales se emplean datos de la prueba de
tolerancia oral a la glucosa, mostrando alta correlacion con otras pruebas como el

clamp euglucémico-hiperinsulinémico (Matsuda M., 1999; MatthewsD., 1985).

Por lo que, en nuestro estudio, complementariamente se evalud el IRCV, que
establece especificamente resistencia endotelial. El cual evidencié Rl Gnicamente
en el grupo HC 3M (Figura 2B). Los efectos adversos del SMet generan disfuncién
de la barrera hematoencefalica (BHE), derivado de la rigidez e hipertension arterial,
estrés oxidativo e inflamacién, aumentando la permeabilidad y favoreciendo un
sobre flujo de nutrientes (Rijnsburger M., 2019). Las alteraciones en la BHE pueden
modificar el microambiente del SNC.

La hiperinsulinemia y desarrollo de RI periféricamente modifican rutas metabdlicas
y de obtencidn energética, en las que una de las principales consecuencias es la
pérdida de la homeostasis de los lipidos, lo que se establece como dislipidemia
metabdlica, en la cual se presenta hipertrigliceridemia con pérdida del contenido de

colesterol en las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

Estas condiciones son determinantes en el diagnostico de SMet. Por lo cual, se
evalu6 un panel lipidico, cuantificandose triglicéridos, &cidos grasos libres,
colesterol total y sus fracciones HDL, LDL y VLDL. Nuestros resultados mostraron
incremento en los grupos HC de 1y 3 meses respecto a sus grupos normocaloricos
en la concentracion de TG y acidos grasos, asi como decremento significativo en la
concentracion de colesterol en la fraccion HDL y mayor concentracion de colesterol
LDL y VLDL (Figura 3).

En el higado, la insulina ejerce dos acciones predominantes: controla de manera

critica el nivel de carbohidratos plasmaticos postprandiales al suprimir la produccién
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de glucosa hepética (Lewis G., 2021) y favorece la sintesis de acidos grasos 'y TG
(lipogénesis); en pacientes con RI, s6lo una de estas acciones esta bloqueada. La
hormona pierde su capacidad para reducir la gluconeogénesis y mantiene el flujo
de glucosa plasmatica, por lo que es el higado el principal aportador a la
hiperglicemia en el ayuno, pero conserva su capacidad para favorecer la lipogénesis
(Matsumoto M., 2006).

El higado es el 6érgano responsable de la conversion del exceso de carbohidratos
en acidos grasos para transformarlos en TG, mdltiples lineas de investigacion
sugieren gue esta funcion se realiza por efecto de la insulina o carbohidratos sobre
familia de factores de transcripcion unidos a la membrana denominados proteinas
de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP) y las proteinas de unién a
elementos reguladores de carbohidratos (ChREBP), respectivamente (Xu X, 2013).
Los SREBP activan directamente la expresion de mas de 30 genes dedicados a la
sintesis y absorcién de colesterol, acidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos (Horton
J., 2002), incluidos los de la ATP citrato liasa (que produce acetil-CoA) y la acetil-
CoA carboxilasa y la acido graso sintasa (que juntas producen palmitato), ademas
del complejo de elongasa de acidos grasos (que convierte el palmitato en estearato),
estearoil-CoA desaturasa (que convierte el estearato en oleato), glicerol-3-fosfato
aciltransferasa y diacil glicerol acil transferasa, que regula el paso final de la sintesis
de TG (Coleman R., 2004). La expresion de estas enzimas de sintesis de lipidos se
incrementa en procesos de desregulacién metabdlica como la RI, SMet y el estado

diabetogénico.

Otro de los tejidos sensibles a la insulina es el tejido adiposo, en el que sus efectos
estimulan el almacenamiento de TG en los adipocitos mediante mudiltiples
mecanismos, incluida la promocion de la diferenciacion de preadipocitos en
adipocitos, el aumento de la absorcion de glucosa y acidos grasos derivados de las
lipoproteinas circulantes, la lipogénesis en los adipocitos maduros y la inhibicién de
la lipolisis, sin embargo, la RI aumenta la lipolisis que no solo aumentan la

concentracion de lipidos extracelulares, sino que también favorecen la acumulacion
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de lipidos en macréfagos asociados a enfermedades cardiovasculares (Kosteli A.,
2010).

En conjunto, el incremento en la lipolisis y la sintesis de lipidos de novo, favorecidos
por los estados hiperinsulinémicos (HC 1M) y la RI (HC 3M) explicarian el
incremento en la concentracion de TG y acidos grasos, (Figura 3), correspondiente
al panel lipidico sérico, este efecto dual contribuye a la combinacion letal de
hiperglicemia e hipertrigliceridemia que caracteriza al SMet.

En lo que respecta a las fracciones de colesterol, en los grupos HC se presento
disminucién de colesterol HDL e incrementé de colesterol en LDL y VLDL, estas
alteraciones son caracteristicas de la Rl y el SMet. De manera natural, un
incremento en el consumo de carbohidratos estimula una mayor sintesis de acidos
grasos, y por ende de TG, estos lipidos requieren ser movilizados a distintos tejidos,
lo que conlleva al higado a sintetizar fracciones mas grandes de VLDL que
contienen mayor cantidad de fosfolipidos en la superficie y tardan mayor tiempo en
ser aclaradas. Las VLDL (ricas en TG) en circulacién son hidrolizadas por la
lipoprotein lipasa (la cual es inducida por insulina) en diferentes tejidos, lo que
provoca la liberacién de acidos grasos hacia los tejidos blanco (Holvoet P., 2008) y
genera LDL cortas y densas (sdLDL).

Adicionalmente, las HDL forman parte importante del acondicionamiento de las
VLDL por su intercambio lipidico y de apolipoproteinas. En este sentido, se ha
informado que la proteina transferidora de colesterol esterificado (CETP) promueve
la movilizacién de TG hacia las HDL, generando HDL ricas en triglicéridos y pobres
en contenido de colesterol como se observo en los grupos HC de 1y 3 meses. Estas
HDL se reconocen como subfracciones HDL3b y HDL3c, las cuales en estudios
epidemioldgicos se ha demostrado que son pro-aterogeénicas, y que al poseer una
mayor cantidad de ApoE, son inestables y aclaradas por el cerebro, generando
depdsitos lipidicos con caracteristicas téxicas (Boden G., 2003; Tian L., 2011; Katz
L., 2010).

En conjunto nuestros resultados sugieren que el consumo de dieta hipercal6rica

hiperglucida durante 1 meses desarrolla hiperinsulinemia alterando la tolerancia a
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la glucosa y pérdida de la homeostasis de los lipidos. Por otra parte, el consumo de
la dieta durante 3 meses genera SMet, al cumplir con distintas caracteristicas

clinicas para su diagnostico (R, hiperglicemia, dislipidemia, HDL bajas en colesterol
y LDL ricas en TG.

La sobre alimentacion cal6rica en humanos y roedores da como resultado un
equilibrio energético positivo que induce rapidamente Rl y favorece el desarrollo de
SMet, que se manifiesta a través de mecanismos complejos y heterogéneos que
pueden implicar un aumento del flujo de acidos grasos, sobrecarga de nutrientes, el
incremento en moléculas de estrés, secrecidon de citoquinas, deterioro cronico del

tejido e inflamacion, como se observa en la ilustracion 4 (Schenk S., 2008).
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llustracion 5 Papel de las proteinas de choque térmico en las enfermedades neurodegenerativas causadas por
el sindrome metabdlico y la diabetes. Tomado de Trevifio y Diaz 2023.

Las alteraciones metabdlicas se asocian con procesos inflamatorios de bajo grado
y larga duracion, a los que se les conoce como metainflamacion. A diferencia de las
respuestas inflamatorias agudas y transitorias clasicas del sistema inmunolégico
innato, la metaflamaciéon o metainflamaciéon es impulsada por una variedad de

factores dietéticos adversos, incluidos los acidos grasos saturados y algunos
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azucares, lo que sugiere la relevancia de la ingesta dietética como desencadenante

de estos procesos (Charles-Messance H., 2020).

Lee y colaboradores (2011) identificaron que, el consumo de dieta hipercalorica con
alta concentracion de grasas, durante tan solo 3 dias, es capaz de incrementar la
expresion de citocinas y propiciar la infiltraciéon de macréfagos en el tejido adiposo,
siendo importante mencionar que estos efectos se mantuvieron en ascenso gradual
mientras se consumio la dieta rica en grasas. La Rl y el SMet se han asociado con
una mayor secrecion de citocinas y otras sustancias bioactivas en el tejido adiposo

gue favorecen el estatus proinflamatorio en este tejido (Kosteli A., 2010).

Por lo que, las enfermedades metabdlicas se consideran como un factor de riesgo
para la aparicién de neuroinflamacion, pues en el curso del SMet estan presentes
reacciones constantes inflamatorias de bajo grado. Se ha identificado que, en
personas obesas existe una predisposicion a neuroinflamacion y enfermedades
neurodegenerativas pues el tejido adiposo de una persona obesa libera diversos
mediadores proinflamatorios, incluidas las adipocinas (Aguilar-Valles A., 2015;
Mendiola-Precoma J., 2016).

Por esta razén determinamos la concentracion tisular de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-17, TGF-B, IL-10, IL-4 y aR-IL-1B), para evaluar el balance inflamatorio
hipocampal. Los resultados de la evaluacion de citocinas proinflamatorias mostraron
decremento de la concentracion de IL-1B e IL-17, ademas de incremento de la
concentracion de IL-6 y TNF- a en los grupos HC de 1 y 3 meses, por el contrario,
en los resultados de las citocinas antinflamatorias se observo decrementos en todas
las citocinas evaluadas a 1 mes de consumo de dieta HC, este comportamiento se
mantuvo en el grupo HC 3M exceptuando a la IL-10 en la que los resultados
mostraron incremento respecto del grupo NC 3M (Figura 4 y 5).

Las citocinas son pequefias proteinas secretadas por las células que tienen un
efecto especifico en la interaccion y comunicacion entre las células (de Oliveira C.,
2011). Las citocinas pueden actuar sobre las células que las secretan (accién

autocrina), sobre células cercanas (accion paracrina) o, en el menor de los casos,
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sobre células distantes (accion endocrina), esto ultimo en dependencia de la

concentracion (Feldmann M., 2008).

Es frecuente que diversas células segreguen la misma citocina 0 que una sola
citocina influya en maltiples tipos celulares. Las citocinas presentan redundancia en
sus funciones, lo que implica que distintas citocinas pueden promover funciones
similares. A menudo, su produccién ocurre de manera secuencial, donde una
citocina estimula a las células objetivo para que generen otras citocinas adicionales.
Ademas, las citocinas pueden actuar de manera cooperativa, potenciando efectos
mutuos, o de manera contrapuesta, inhibiendo los efectos de otras. Desempefian
un papel fundamental en la regulacion de respuestas inmunoldgicas, la
comunicacién entre células y células de distintos tipos con el sistema inmunoldégico.
Son fundamentales en la regulacién de la respuesta inflamatoria pues permiten la
coordinacion de acciones del organismo para responder a infecciones o dafos.
Algunas citocinas también regulan el crecimiento y la supervivencia de las células,
lo que puede tener implicaciones en procesos como la regeneracion de tejidos y el
desarrollo celular. Sin embargo, desequilibrios en la produccién o accion de
citocinas pueden contribuir a trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias

crénicas y otros problemas de salud (Zhang J., 2007).

Las citocinas se clasifican en dos grupos principales: citocinas proinflamatorias y
citocinas antinflamatorias (Dinarello C., 2000). Las citocinas proinflamatorias son
producidas predominantemente por células inmunes activas clasicamente y
participan en la regulacion positiva de las reacciones inflamatorias. Dentro de este
grupo se han clasificado a la IL-1B, IL-6 y TNF-a. Mientras que, las citocinas
antinflamatorias son una serie de moléculas inmunorreguladoras que controlan la
respuesta de las citocinas proinflamatorias. Las citocinas antinflamatorias actian en
conjunto con inhibidores de citocinas especificos y receptores para regular la
respuesta inmune. Cada vez se reconoce mas su papel fisiolégico en el balance
inflamacion-antiinflamacion. Las principales citocinas antinflamatorias incluyen el

aRIL-1, IL-4, IL-10, IL-11 y TGF-B. Aunque hay citocinas que se clasifican como pro
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o antinflamatorias de acuerdo con la circunstancia o tejido en la que se presenten
(Uceyler N., 2006).

Existe evidencia de que la inflamacion periférica causa una respuesta inflamatoria
“espejo” en el SNC caracterizada por la sintesis y accion adicional en las regiones
cerebrales (Galic M., 2012). La BHE es una interfaz entre el SNC y los tejidos
periféricos que puede verse afectada por patologias en la periferia. Por lo que, se le
ha considerado como una interfaz reguladora de la respuesta y de transporte
selectivo de citocinas y adipocinas que al ser transportadas desempefian funciones
importantes en la respuesta fisioldgica, la inflamacidén y la neurodegeneracion.
Ademas, diversas citocinas se producen tanto fuera como dentro del SNC, por lo
que, su presencia en las regiones cerebrales no depende totalmente de una u otra,
ademas la distribucién de las citocinas entre las regiones y subregiones cerebrales
se ve influenciada por su expresion de transportadores y receptores, la actividad

metabolica, la composicion celular, entre otras (Pan W., 2011).

Se ha descrito que la IL-13 desempena multiples funciones en el hipocampo, pues
se ha demostrado que esta involucrada en la regulacion de la plasticidad sinaptica
y la memoria, ademas puede desempefiar un papel en la neurogénesis, asi como
la modulacién de la neurotransmision (Murray C.L., 2013; Phelps C., 2008). Aunque
la mayoria de los estudios se ha centrado en los efectos de concentraciones
elevadas de IL-1[3, se ha sugerido que concentraciones bajas de la citocina pueden
estar asociadas la regulacion fina de la plasticidad neuronal en el hipocampo,
ademas de promover la viabilidad y el crecimiento de las neuronas, lo que podria
ser relevante para el mantenimiento de la funcion cerebral adecuada (Yirmiya R.,
2002).

Previamente nuestro grupo de trabajo ha puesto en evidencia que el consumo de
dieta hipercalorica hiperglicida durante 3 meses disminuye la longitud y el nimero
de ramificaciones neuronales en el hipocampo, también se observé disminucién en
el numero de espinas dendriticas (Trevifio S., 2017), estos resultados pueden
asociarse con la pérdida de las funciones de IL-13 (plasticidad y neurogénesis) al

encontrarse en bajas concentraciones en el hipocampo. Por el contrario, Goshen y
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colaboradores identificaron que la administracion intraventricular de bajas
concentraciones de IL-18 mejora el rendimiento de roedores en las pruebas
cognitivas, mientras que la administracién de altas concentraciones de esta citocina
generaba bajo rendimiento en las pruebas (Goshen I., 207). Estos resultados
pueden ser una explicacion a la concentracion disminuida de IL-1B en los grupos
gue consumieron dieta HC, pues se ha sugerido que concentraciones bajas de IL-
1B estimulan una respuesta adaptativa que permite mantener el funcionamiento
cognitivo (Zefferino R., 2021).

Es importante tener en cuenta que los efectos de las concentraciones bajas de IL-
1B en el hipocampo aun no se comprenden completamente, y pueden depender de
varios factores, como el contexto especifico, el tiempo de exposicién y las
interacciones con otros sistemas de sefializacion. Se necesitan mas investigaciones
para elucidar completamente los efectos de las concentraciones bajas de IL-1B3 en
el hipocampo y su implicacion en la funcién cerebral (Kulkarni O., 2016; Russo M.,
2016).

Fisiologicamente las citocinas proinflamatorias tienen funciones indispensables
para mantener el funcionamiento neuronal y glial, varios estudios han identificado
que TNF-a favorece la proliferacion celular (Bernardino L., 2008, Montgomery S.,
2011) e incrementa el numero de neuritas (Keohane A., 2010). Asi mismo, Baier y
colaboradores evidenciaron que la IL-6 juega un papel importante en los procesos
de aprendizaje y memoria, pues en ratones knockout a IL-6 el rendimiento, en el
laberinto acuatico de Morris y en la prueba de objetos novedosos, disminuyd mas

del 50% comparado con ratones que si expresaban la citocina (Baier C., 2009).

El anélisis de la respuesta de citocinas proinflamatorias mostro un claro incremento
en su concentracion, se han realizado numerosos estudios que se enfocan en
investigar la accion de las interleucinas proinflamatorias IL-6, IL-13 y TNF-a en el
SNC, ya que desempefian un papel crucial en la respuesta inmunoldgica innata y
en la iniciacion de la respuesta inflamatoria (Irwin M., 2008; Miller A., 2009). Sin
embargo, un exceso de respuesta inflamatoria puede ser perjudicial e inhibir la

regeneracion neuronal. Se ha observado aumento en la concentracion de las
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citocinas proinflamatorias en diferentes condiciones (Fuentes E., 2020), se han

asociado con trastornos convulsivos cronicos, citotoxicidad y neurodegeneracion.

Nuestros resultados se correlacionan con la literatura reportada donde se evidencio
que, el incremento en la concentracion de IL-6 y TNF-a pueden fungir como un
posible biomarcador del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Badanjak
K., 2021). Ademas, se sabe que la neuroinflamacién cronica desempefia un papel
importante en el inicio y la progresion de enfermedades neurodegenerativas como

el Alzheimer, Parkinson, esclerosis multiple y el envejecimiento (Chen W., 2016).

Aunque las enfermedades neuroinflamatorias no han sido investigadas en
profundidad en relacion con la respuesta de citocinas antinflamatorias, en estudios
recientes se ha descrito que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
puede desempefiar un papel esencial en la supervivencia y diferenciacion de las
células, formacion de vasos sanguineos, la memoria y capacidad de adaptacion
neuronal (Diniz L., 2019).

Entre los mecanismos establecidos para evitar respuestas neuroinmunes
exacerbadas se encuentra la produccion de citocinas antinflamatorias (Shemer A.,
2020), como la IL-4 y la IL-10. Estas interleucinas se han asociado con la
disminucién de la expresién génica de citocinas proinflamatorias. Estudios han
demostrado que la IL-10 puede tener efectos neuroprotectores al prevenir la muerte
celular y promover la supervivencia neuronal en condiciones de estrés o dafio
neuronal (Lobo-Silva D., 2016). Ye y colaboradores demostraron que la
administracion de IL-10 en ratas envejecidas, disminuia la respuesta proinflamatoria
mediada por IL-6 y la via de sefializacion de NF-kB, después de la administracién
de lipopolisacarido (2002), estos mismos resultados fueron obtenidos por Heyen y
colaboradores, en cultivos celulares (200). Ademas, la IL-10 puede disminuir el
namero y tipo de receptores para citocinas proinflamatorias. Por tanto, puede
contrarregular la produccién y funcion de citocinas proinflamatorias en multiples
niveles. Por lo que proponemos que el incremento en la concentracion de IL-10
mostrada en el grupo HC 3M, se debe a un mecanismo para limitar la respuesta

inflamatoria generada por el incremento en la concentracion de interleucinas
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proinflamatorias, siendo de mayor evidencia el incremento exacerbado de IL-6
(Figura 5E).

Se ha observado también que, en tejidos periféricos, que el cambio en la dinAmica
inflamatoria puede generar cambios en las poblacionales de macréfagos, sobre todo
en estados con aumento de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Wilk A., 2021),
que se asocian con enfermedades crénicas, incluidas la obesidad, los trastornos
metabolicos y la metainflamacion (Trevifio S., 2022). Sin embargo, aiun no es
conocido el efecto de las enfermedades metabodlicas sobre los cambios
poblacionales en las células de la glia. La respuesta inflamatoria en el SNC involucra
la activacion de microglia y astrocitos, asi como la produccion de mediadores
inflamatorios clave, que son reguladores de la intensidad y duracién del proceso

neuroinflamatorio (Vallés S., 2004).

La microglia desempefia un papel dual en la neuroinflamacion, y esto depende de
los diferentes fenotipos que puede adoptar (Patel A.R., 2013; Varnum M., 2012). La
microglia de fenotipo similar al M1 se caracteriza por la expresién de citocinas
proinflamatorias, como IL-18, TNF-a e IL-6. Por otro lado, la microglia de fenotipo
similar a M2 se distingue por la secrecion de citocinas antinflamatorias, como IL-4 e
IL-10. Estas citocinas podrian tener un efecto protector contra la inflamacion al

reducir los dafios y promover la remodelacion de los tejidos (Chen Y., 2018).

Para investigar si la dinAmica de las citocinas pro y antinflamatorias hipocampales
en los grupos de consumo de dieta hipercalédrica (HC 1M e HC 3M) esta asociada
con la diferenciacién de la microglia a los fenotipos M1 y M2, realizamos doble
inmunomarcaje para evidenciar a ceélulas positivas a Iba-1, identificando asi a
células de la microglia en combinacién con CD16 (fenotipo proinflamatorio, M1) o
CD206 (fenotipo antinflamatorio, M2). Los resultados mostraron incremento en el
namero de células de la microglia en el hipocampo en los grupos que consumieron
dieta HC durante 1 y 3 meses (Figuras 13 y 16), del mismo modo, se observé
incremento en el numero de microglia proinflamatoria en CA1 y CA3 (Figura 13B y
C) y microglia antinflamatoria en GD y CA3 (Figura 13A y F), en el grupo HC 1M ;
por otra parte, en el grupo HC 3M se observo incremento en el nimero de microglia
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proinflamatoria en todas las subregiones del hipocampo (Figura 16A-C) y microglia
antinflamatoria en CA1 y CA3 (Figura 16D-F). Los resultados sugieren que el
consumo de dieta hipercalorica hiperglicida genera cambios en las subpoblaciones
de la microglia, cambiando su dindmica de diferenciacidén entre los fenotipos M1 y
M2.

La microglia se distribuye de forma ubicua en el cerebro y es la principal célula
inmune en el SNC, su proporcion es variable segun la ubicacion y adquiere
diferentes morfologias: redonda compacta, ramificada longitudinal y ramificada
radial (Heneka M., 2015). Estas células estan involucradas en la homeostasis y los
mecanismos de defensa del huésped, examinan constantemente las regiones
cerebrales asignadas utilizando sus procesos de alta movilidad para detectar la
presencia y brindar la proteccidon contra estimulos nocivos, incluidos los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP) y los patrones moleculares asociados
a dafos (DAMP). Simultaneamente participan en la remodelacién de las sinapsis y
el mantenimiento de la homeostasis de la mielina (Kettenmann H., 2011).

La microglia esta dotada de plasticidad fenotipica, influida por su entorno, pues
asume una diversidad de fenotipos y conserva la capacidad de cambiar de
funciones para mantener la homeostasis del tejido (Orihuela R., 2016). Su activacion
durante los procesos neuroinflamatorios conlleva a una serie de subestados de
activacion, en los que suceden cambios asociados no solo a la estructura, si no
también cambios relacionados con la expresion de receptores y moléculas
inflamatorias, asi como cambios en la actividad de sus enzimas (Colonna M.,2017;
Patterson S., 2015).

Tras una estimulacion causada por una infeccion, lesion o sefalizacion enddgena,
la microglia se activa clasicamente al fenotipo proinflamatorio M1, pues actia como
la primera linea de defensa del sistema inmunoldgico en el SNC. Este fenotipo
reconoce estimulos dafinos utilizando una amplia gama de receptores, que al
activar su via de sefalizacion favorecen el proceso inflamatorio y la secrecion de
citocinas proinflamatorias (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-12, IL-23, TNF-a) y quimiocinas
mediante la via de sefializacion de NF-kB. Sin embargo, la inflamacién sostenida
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como consecuencia de la persistencia del estimulo tiene efectos perjudiciales que
se han relacionado con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Glass
C., 2010).

Los efectos protectores y/o restauradores de la microglia se asocian con la
diferenciacion al fenotipo M2, mediante la activacion de la via JAK/STAT-3 y STAT-
6. La microglia M2 desempefia un papel en la respuesta alérgica, la eliminacion de
parasitos, la amortiguacion inflamatoria, la remodelacion de tejidos, angiogénesis y
la inmunorregulacién. Ademas de la expresion de citocinas antinflamatorias, el
fenotipo M2 incrementa la expresion de factores troficos, asi como arginasa-1
(Argl), CD206 y quitinasa-3 (Henkel J., 2009). Se han identificado subclases de
activacion del fenotipo M2, denominados M2a, M2b y M2c y se sabe que su
diferenciacion depende del estimulo que los active (Martinez F., 2014). Italiani y
colaboradores propusieron que el fenotipo M2 proviene de células clasificadas en el
fenotipo M1 que han madurado, en respuesta a un estimulo inflamatorio agudo
(Italiani P., 2014). Nuestros resultados mostraron la presencia de ambos fenotipos
celulares en condiciones fisioldgicas y neuroinflamatorias (Figuras 13 y 16), por lo
gue proponemos la coexistencia de microglia pro y antinflamatoria, en condiciones
fisiologicas y patolégicas crénicas de bajo grado, aunque se ha puesto en evidencia
la posibilidad de reprogramacién de un fenotipo a otro (Stout R., 2005).

La microglia de tipo M1, es en un mediador clave de la neuroinflamacion (Xiong X.,
2016), que pueden agravar la respuesta inmunitaria y la lesion cerebral, pero
también con reparacion del tejido dafiado y neuroproteccion mediante la produccion
de citocinas antinflamatorias, particularmente cuando expresa un fenotipo M2 (Hu
X., 2015). De acuerdo con los diferentes tipos y etapas de las condiciones
patolégicas, las células microgliales activadas también muestran diferentes

proporciones entre la microglia M1y la M2 (Kong L., 2022).

Debido a la capacidad inflamatoria de la microglia, estas células estan bajo estricta
regulacion proporcionada por citocinas, neuropéptidos y hormonas (Rivest S.,
2009). Nuestro grupo de trabajo previamente ha informado que el SMet genera

diversos cambios en el microambiente, entre ellos hiperinsulinemia, hiperglicemia,
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incremento en la produccién de ROS, peroxidacion de lipidos, disminucion de la
actividad de las enzimas antioxidantes, pérdida neuronal, y deterioro de los puntos
sinapticos (Diaz A., 2018; Trevifio S., 2015, 2017), siendo estos posibles inductores
y/o consecuencias de la activacion microglial, lo que puede desencadenar y

contribuir a un estado neuroinflamatorio crénico en el SNC (Prinz M., 2011).

Hasta ahora no se ha vinculado el desarrollo de enfermedades metabdlicas con los
cambios poblacionales de la microglia, pero se ha propuesto que el proceso del
inicio de la inflamacion que deriva en neurodegeneracion, causada por las
enfermedades metabdlicas es similar a los procesos desarrollados en la vejez. La
vejez se asocia a la inflamacion cronica de bajo grado (Lu Y., 2023); por lo cual, se
propone que el desarrollo de SMet produce un fenotipo secretor asociado a
senescencia (SASP) en diversas regiones cerebrales. Sin embargo, los procesos
de compensacion, inmunomodulacién y neuroproteccidbn son escasamente
descritos en la literatura entorno al SMet, por lo que, al menos en nuestro
conocimiento estos resultados proveen de informacion novedosa que contribuye a

explicar los procesos cronicos en el parénquima cerebral.

La induccidn en la produccion de citocinas y la activacion de la microglia da como
resultado la propagacion de sefiales neuroinflamatorias al resto de células en el
SNC. Los astrocitos también participan en la propagacion y regulacién de la
inflamacion y al activarse producen factores reguladores que pueden influir en la
inmunidad del SNC y proporcionar retroalimentacion negativa a la microglia
activada, por lo que se les considera parte de una de inflamacién secundaria en la

inflamacion adaptativa crénica (Voskuhl R., 2009).

Ademas de su participacion inflamatoria, los astrocitos regulan la formacion y poda
sinaptica mediante fagocitosis, permiten el transporte de nutrientes y son la célula
reguladora de energia por excelencia en el SNC (Fernandez-Fernandez, S., 2012).
También se han asociado con efectos antioxidantes y la desregulacion de sus
funciones se vincula con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (Gonzalez-Reyes R., 2017), la enfermedad de Parkinson y los

accidentes cerebrovasculares.
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Se sabe que la microglia puede inducir la diferenciacion de astrocitos al fenotipo A1
mediante la liberacion de citocinas proinflamatorias y al fenotipo A2 bajo influencia
de las moléculas antinflamatorias producidas por la microglia M2 (Liddelow S.,
2017). Por lo que evaluamos los cambios poblacionales de los astrocitos generados
por el consumo de dieta HC. Los resultados mostraron astrogliosis en el hipocampo
de los animales que consumieron dieta hipercaldrica, si bien en el grupo HC 1M no
se observo diferenciacion de los astrocitos en los fenotipos Al y/o A2, los resultados
de la evaluacion del grupo HC 3M mostraron evidente polarizacion de los astrocitos

al fenotipo A2 en todas las subregiones del hipocampo.

Los astrocitos son el tipo de célula mas abundante en el cerebro de los mamiferos
(Freeman M., 2010), durante el desarrollo del SNC, las células precursoras
neuronales generan neuronas seguidas de glia, el momento en el que se pasa de
célula precursora a neurona o glia es fundamental para determinar cuantas
neuronas o glia se forman finalmente en cada region del cerebro. Diversos estudios
indican que la regulacion de este proceso se rige tanto por sefales en el
microambiente como por mecanismos intrinsecos de las células precursoras (Miller
F., 2007).

Estatus proinflamatorio

=GD

<M 4 cal
ssg®e =
ey b 4 CA3
DA ° } g M1
0 o 1
@ e C :e t L6 too
- e Proinflamatorias LSk — D =CA1
C CA3
4 = = CA1 t
¢ Antinflamatorias = CA3
e i 110 povectozeve e e
R
0e%e =: oo + TGFB
Hiperglicemia l aRL-1B
Hiperinsulinemia [®] 000
o0
Dislipidemia 000 &= f GD
=CAl
tcas

Blocd brain M2
rrier

Estatus antinflamatorio

llustracion 6. Efectos del consumo de dieta hipercaldrica durante 1 mes sobre las subpoblaciones de la glia en
el hipocampo.
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Algunos autores proponen que todos los astrocitos inmaduros o en sus etapas
tempranas podrian ser esencialmente idénticos, y sus fenotipos maduros estarian
moldeados por interacciones con su entorno. Dependiendo de la regién particular
del cerebro un astrocito maduro puede asociarse con 300 a 600 dendritas (Li J.,
2019). Los astrocitos generan procesos celulares desde la primera semana de
desarrollo posnatal, en el hipocampo parecen adquirir la morfologia madura entre la
semana 3 o0 4 postnatal (Bushong E., 2004). Los astrocitos inmaduros y maduros
difieren, ademés de su morfologia, en la expresion génica, funcién y respuesta al
dafio (Zhang Y., 2017). Burnyasheva y colaboradores identificaron que el nimero
de astrocitos presentes en el hipocampo es variable y directamente proporcional
con la edad (Burnyasheva A., 2020), observando decremento del niumero de
astrocitos a partir de los 18 meses de edad en roedores (Rudnitskaya E. 2022).
Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos, pues se mostrd incremento
en el nimero de astrocitos en los animales de 3M comparados con los animales de
1M evaluados. Previamente, nuestro grupo de trabajo evidencio que el consumo de
dieta HC durante 3 meses incrementa el nimero de células inmunorreactivas a
GFAP (astrocitos) en GD, CAl y CA3 (Treviiio S., 2022), con lo que queda
demostrado que el consumo de dieta hipercalérica durante 1 o 3 meses genera
astrogliosis en el hipocampo (Figuras 7 y 10). La hipertrofia e hiperplasia de los
astrocitos se caracteriza por la inflamacion, el agrandamiento y los cambios
morfolégicos de los astrocitos, y es un fenbmeno clave en las enfermedades
neuroinflamatorias (Lee H., 2018). Se propone que el consumo de 1 mes de dieta
no es suficiente para generar un estimulo inflamatorio que favorezca la

diferenciacion en los fenotipos Al y A2.

En condiciones patoldgicas, los astrocitos responden rapidamente al estrés o lesion
cerebral cambiando primero morfologicamente sus procesos largos y delgados a
otros mas ramificados y grandes con procesos alargados; conocidos como
astrocitos reactivos. Esto se acompafia de una mayor expresion de genes y
proteinas que suele ser distinta de la de los astrocitos en reposo. La regulacion
positiva de la proteina GFAP es una caracteristica comun de los astrocitos reactivos

en diferentes especies en respuesta a una lesion del SNC. Los fenotipos funcionales
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de los astrocitos, mantienen la nomenclatura establecida en la microglia, por ello el
fenotipo Al se asocia con la regulacion positiva de mediadores proinflamatorios,
entre ellos citocinas y genes de la cascada del complemento, en cambio, los
astrocitos reactivos del fenotipo A2 regulan positivamente la produccion de factores
neurotroéficos, que promueven la supervivencia y el crecimiento de las neuronas, asi
como las trombospondinas, que promueven la reparacion de las sinapsis (Liddelow
S., 2017b).

La diferenciacion de los astrocitos al fenotipo Al, se ha ligado con la pérdida de la
funcién, pues pierden casi por completo la actividad fagocitica de los sinaptosomas
y de los restos de mielina (Stevens, B., 2007); ademas son poderosamente
neurotoxicos y ralentizan la diferenciacién y maduracion de oligodendrocitos. En la
enfermedad de Alzheimer, casi el 60% de los astrocitos positivos para GFAP fueron
clasificados como astrocitos activos Al y estan presentes en las principales
enfermedades neurodegenerativas, donde es probable que impulsen Ila

neurodegeneracion (Liddelow S., 2017).
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llustracion 7 Efecto del Sindrome Metabdlico sobre las subpoblaciones de la glia en el hipocampo

Por el contrario, la diferenciacion al fenotipo A2 ha demostrado que existe un
beneficio en la recuperacion motora, después de una lesion, ademas de la

eliminacién de desechos celulares y acumulacion de proteinas, por lo que se sugiere
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gue promueve la recuperacion de tejido. Alun no es clara la base celular y molecular
de la induccién de los astrocitos al fenotipo A2, pero se han asociado con la
recuperacion en enfermedades desmielinizantes (Zha Z., 2022), y la resolucion de
la inflamacién en la isquemia (Preman P., 2021).

Aunque los cambios morfolégicos o funcionales son las principales formas de
respuesta de los astrocitos a una lesion cerebral o estrés, el cambio del metabolismo
energético también deberia ser una caracteristica comun para satisfacer las
demandas de energia celular, ya que la activacion de los astrocitos requiere una

mayor sintesis y trafico de proteinas.

Cuando los astrocitos se transfieren del estado de "reposo” al estado "reactivo”,
pueden experimentar o estar acompafiados de cambios metabdlicos para satisfacer
sus demandas de energia y/o alteraciones funcionales en respuesta al dafio o estrés
(Ghosh, S., 2018). Aunque la mayor parte de la energia en el SNC se produce a
partir del catabolismo de la glucosa, en los hallazgos actuales se ha observado una
mayor utilizacion de &cidos grasos libres y cuerpos ceténicos a medida que el
cerebro envejece, lo que puede deberse a que el cerebro se vuelve menos eficiente
en la utilizacion de la glucosa con el envejecimiento y con enfermedades

neurodegenerativas.

En conjunto, estos resultados sugieren que el metabolismo de los lipidos en los
astrocitos es complejo e importante para influir en las condiciones fisiol6gicas y
patolégicas al compensar el deterioro del metabolismo energético de la glucosa, y
proporcionar sustratos sintéticos para las membranas sinapticas y de mielina. Por
tanto, el metabolismo astrocitico de los lipidos esta implicado en multiples
enfermedades neurolégicas como mecanismo patologico. Aunque sigue siendo en
gran parte desconocido, como el metabolismo de los lipidos regula con precision el
cambio de fenotipo de los astrocitos reactivos en las enfermedades del SNC (Xiong,
X., 2022).

La relacion entre las enfermedades metabdlicas y la diferenciacion al fenotipo A2
no han sido investigadas, proponemos que el incremento en el nimero de astrocitos

A2, posterior al estimulo inflamatorio cronico inducido por la dieta, es justo un
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mecanismo neuroprotector y de compensacion al proceso inflamatorio, que busca
limitar el dafio y favorecer mecanismo de regeneracion en el tejido, de manera
similar a como se realiza en otras afecciones que cursan con neuroinflamacién
cronica de bajo grado. En conjunto la evidencia sugiere que el consumo de dieta
hipercalorica hiperglacida durante 1M genera astrogliosis (Figura 7) y su consumo
durante 3M genera astrogliosis y polariza a los astrocitos a su fenotipo A2 (Figura
10).

La coordinacion en la comunicacion entre microglia, astrocitos y neuronas vecinas
se produce a través de factores secretados, asi como de interacciones fisicas. Los
oligodendrocitos son células gliales mielinizantes, dentro del SNC que aislan los
axones neuronales, lo que permite una conduccion rapida del potencial de accién,
ademas proporciona soporte trofico, metabdlico y funcional (Kessaris N., 2006;
Bradl M., 2010). Estas funciones estan coordinadas por la comunicacion entre los
oligodendrocitos, astrocitos y neuronas vecinas (Simons M., 2006). Por lo que, la
actividad neuronal, los cambios en el ambiente inflamatorio y cambios en la
polarizacion microglial y astroglial modifican la diferenciacion y maduracién de las

células precursoras de oligodendrocitos (Marton R., 2019).

Los oligodendrocitos se generan a partir de OPC que surgen en la zona ventricular
durante las etapas tempranas de desarrollo, proliferan y migran hacia las diferentes
areas en desarrollo del cerebro, persisten durante toda la vida y ocupan alrededor
del 5% al 10% del namero total de células del cerebro (Tiane A., 2019). Durante el
desarrollo, las OPC se diferencian terminalmente y maduran hasta convertirse en

oligodendrocitos mielinizantes (Gonzalez-Perez O., 2011).

Esta diferenciacion es un proceso estrictamente controlado en el que las sefales
extracelulares e intrinsecas regulan los cambios transcripcionales y fisiologicos en
las células del linaje de oligodendrocitos (Elbaz B., 2019). Bajo este estimulo las
OPC pueden retirarse de su etapa proliferativa y diferenciarse en oligodendrocitos
productores de mielina (Bergles D., 2015). En consecuencia, modificaciones en las
sefales que regulan la diferenciacion y maduracion de los oligodendrocitos, como

el aumento en las moléculas inhibidoras del proceso, mayor produccion de citocinas
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y el estado inflamatorio, afectan el proceso de diferenciacion, posiblemente
ejerciendo cambios sobre los procesos transcripcionales y epigenéticos (Wheeler
N., 2016).

Nuestros resultados mostraron que el consumo de dieta hipercalérica durante 1 mes
favorece la maduracion de oligodendrocitos en GD y CA3 (Figura 19), mientras que
el consumo de dieta durante 3 meses incrementa el numero de OPC vy propicia su
maduracion en oligodendrocitos productores de mielina (Figura 22).

La relacion entre la inflamacion y la mielinizacion ya se ha propuesto, y relaciona
cambios en la maduracion de OPC, los cambios sutiles en los niveles de mielina
tienen un impacto en la neurodegeneracion y las enfermedades neuropsiquiatricas,
lo que hace que sea aun mas importante comprender los mecanismos subyacentes
de su regulacién. Se ha reconocido que el restablecimiento de la vaina de mielina
puede ocurrir en respuesta al dafio, y que este proceso puede restaurar la funcion

y proporcionar proteccion axonal (Duncan I., 2009)

Diversos estudios han demostrado que la diferenciacién de la microglia al fenotipo
M2 esté asociada con los procesos de remielinizacion, pues se ha evidenciado que
después de un accidente cerebrovascular este fenotipo impulsa la diferenciacién de
oligodendrocitos para una respuesta de remielinizacion eficaz. Sin embargo, la
asociacion de este fenotipo de microglia no solo tiene un papel en los estados
patolégicos, se plantea que tienen un papel importante en la regulacion
homeostéatica de OPC durante el desarrollo del SNC y en la edad adulta (Hagemeyer
N., 2017). La alteracién de la capacidad de OPC en proliferacion para madurar y
convertirse en oligodendrocitos da como resultado una falla en la mielinizacion, lo

que dificulta la recuperacion neurologica después del dafo.

La mielina es una estructura rica en lipidos. Por lo tanto, la mielinizacion depende
en gran medida de la homeostasis de los lipidos. Los lipidos pueden desempeiar
un papel mas importante en el desarrollo de oligodendrocitos mas alla de
simplemente servir como componentes basicos de la vaina de mielina multicapa
(Aaker J., 2016). Los andlisis farmacolégicos de alto rendimiento han identificado

moléculas que tienen la capacidad de mejorar la maduracién de los oligodendrocitos
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y la mielinizacidén del SNC. La expresion de genes implicados en el metabolismo de
los acidos grasos y el colesterol esta controlada por SREBP, estudios recientes
sugieren que estos factores de transcripcion tienen un papel celular autbnomo tanto
en los oligodendrocitos, donde funcionan en la sintesis de lipidos de mielina, como
en los astrocitos, para suministrar componentes basicos de mielina a los

oligodendrocitos a través del transporte transcelular (Elbaz B., 2019).

Si bien, la modificacion de las poblaciones de oligodendrocitos no ha sido evaluada
bajo los efectos del SMet, en trabajos previos hemos puesto en evidencia que el
consumo de dieta HC durante 3 meses incrementa la expresion de SREBP1c en
todas las regiones del sistema limbico, incluidas las subregiones del hipocampo; lo
que podria relacionarse con la regulacion a la alza de la sintesis de lipidos en el
SNC que brinda componentes basicos para la sintesis de mielina, como se observa

en nuestros resultados (Figura 22).

Por otra parte, la diferenciacion de la microglia y astrocitos a los fenotipos
antinflamatorios (M2 y A2), asi como el incremento en la produccién de citocinas
antinflamatorias (IL-10 e IL-4), se ha vinculado con la maduracion y produccion de

mielina en cultivos celulares (Zhang Q., 2019).

Proponemos que, el incremento en el numero de células OPC, asi como su
maduracion por efecto del consumo de dieta hipercaldrica, son mecanismos de
compensacion y adaptacion al estimulo neuroinflamatorio antes descrito (Figuras 4
y 5), pues evitan la atrofia celular y el sistema trata de mantener la comunicacion
neuronal y el funcionamiento cognitivo. Sin embargo, es importante mencionar que
el exceso de produccion de mielina también se ha asociado con el mal
funcionamiento neuronal y el deterioro cognitivo. El equilibrio entre la
desmielinizacion y la remielinizacion en el cerebro enfermo es crucial para el retorno
de la homeostasis del SNC y requiere una rapida eliminacién de los fragmentos
adicionales de mielina (Cignarella F., 2020), en este proceso la microglia y los
astrocitos con capacidad fagocitica, desempefian un papel importante. Por lo que
resulta indispensable dilucidar cuales son los efectos precisos del incremento en la

maduracién de oligodendrocitos y la produccién de mielina.
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Conclusiones

El consumo de dieta HC durante 1 mes genero:

Estados hiperglicémicos, hiperinsulinémicos y dislipidemia.

Inflamacion en el hipocampo y diferenciacion al fenotipo M1 en las subregiones
CAly CAS3,y al fenotipo M2 en GD y CA3.

Astrogliosis en todas las subregiones del hipocampo, sin diferenciacion en los
fenotipos Aly A2.

Incremento en el numero de oligodendrocitos maduros en GD y CA3.

Por lo tanto, la metainflamacién de bajo grado induce adaptaciones hipocampales

que favorecen la maduracion de los oligodendrocitos.

Por otra parte, el consumo de la dieta durante 3 meses:

Desarrolla un fenotipo de SMet similar al del humano.

Inflamacién e incremento de la interleucina antinflamatoria IL-10.

Induce el fenotipo M1 microglial en todas las subregiones del hipocampo y M2
en CAly CAS.

Desarrolla astrogliosis hipocampal del fenotipo A2.

Eleva el nimero de oligodendrocitos maduros en el hipocampo y de células

precursoras de oligodendrocitos en la CA3.

En este microambiente la metainflamacion modula positivamente la astrogliosis,

oligodendrogénesis y la maduracion de oligodendrocitos, lo que da paso a

condiciones neuroreparadoras, lo cual retarda la neurodegeneracion hipocampal.
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Perspectivas

Identificar si origen de las citocinas es periférico o son sintetizadas en el tejido
hipocampal.

Cuantificar la produccion de citocinas en cada tipo celular (microglia y
astrocitos).

Evaluar si el incremento en la produccion de mielina genera efectos benéficos
o perjudiciales en la trasmisién del potencial de accion.

Conocer las funciones metabolicas de los astrocitos A2 en nuestro modelo
de estudio.

Explorar a nivel molecular los mecanismos que regulan la diferenciacién de
la microglia y astrocitos en sus fenotipos M1y A1 o M2y A2.

Realizar estudios con tiempo de cohorte intermedio a los ya evaluados, para
analizar la progresion del proceso neuroinflamatorio.

Identificar la eficacia de intervenciones terapéuticas en la recesion del

proceso inflamatorio.
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Anexos

Anexo 1. Determinacion de la concentracion de glucosa sérica.

Fundamento:

La glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de glucosa a &cido gluconico. El peréxido
de hidrogeno producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno,
fenol-ampirona en presencia de peroxidasa, la intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra.

1 .
Glucosa + 3 0, + H,0  Glucosaoxidasa  Ac, gluconico + H,0

Peroxidasa

2H,0 + Fenol + 4Ampirona » Quinona + 4H,0

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento:
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada
3. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
PATRON (A) | 10 pL
MUESTRA | 10 pL
REACTIVO 1.0mL 1.0 mL 1.0 mL

4. Mezclar e incubar los tubos durante 10 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco
de reactivo. El color es estable 30 minutos.

Calculos

., m A muestra
Concentracion de la muestra (—g) = (—
Apatron

' ) (100)(Concentracion del patron)
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Anexo 2. Determinacion de la concentracion de insulina sérica
Fundamento:

En esta técnica, la inmovilizacion ocurre en el transcurso del ensayo en la superficie
del pozo en la microplaca. Esto sucede mientras la interaccion entre la
estreptavidina que recubre el pozo y un anticuerpo monoclonal de insulina
biotinilado, que ha sido afiadido exégenamente, tiene lugar. Una vez que se mezcla
este anticuerpo monoclonal biotinilado con el anticuerpo enzimaticamente
etiquetado y un suero que contiene el antigeno original, se genera una reaccion
entre el antigeno y los anticuerpos. Esta reaccién se desarrolla sin ninguna
competencia o impedimento estérico, lo que resulta en la formacién de un complejo
de sandwich soluble. Una vez que se alcanza el equilibrio en esta reaccion, la
fraccion de anticuerpos unidos al antigeno se separa del antigeno no unido, ya sea
mediante decantacidbn o aspiracion. La actividad enzimatica presente en esta
fraccion de anticuerpos ligados esta directamente relacionada con la concentracion
del antigeno nativo.

Mediante el uso de diferentes sueros de referencia con valores conocidos del
antigeno, es posible generar una curva de reaccion para distintas dosis. A partir de
esta curva, se puede determinar la concentracion del antigeno en una muestra
desconocida.

Procedimiento
1. Enlos pozos necesarios para cada suero de referencia, controles y muestras.
Colocar 50 pL de los sueros de referencia, controles y muestras en los pozos
correspondientes.

2. Agregar 100uL de la solucion del reactivo de la enzima de insulina a todos
los pozos y golpear suavemente uno de los extremos de la microplaca por
20-30 segundos para mezclar. Sellar la microplaca con una cubierta de
plastico.

Incubar por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27°C)

Desechar el contenido de la microplaca por decantacion o aspiracion.

Agregar 300uL de la solucién de lavado. Repetir dos veces adicionales.

Agregar 100pL de la solucion de substrato a todos los pozos.

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Agregar 50puL de la solucion de paro a cada pozo y mezclar suavemente por

15-20 segundos. Agregar siempre los reactivos en el mismo orden para

reducir al minimo diferencias del tiempo de reaccion entre los pozos.

9. Leer la absorbancia en cada pozo a 450nm en un lector de microplacas. Los
resultados se deben leer en el plazo maximo de 30 minutos después de haber
agregado la solucién de paro.

©ONO®OAW

Célculos

Se utiliza una curva de reaccion para comprobar la concentracién de insulina en
especimenes desconocidos.

1. Registrar la absorbancia obtenida del listado del lector de microplacas.
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2. Trazar la absorbancia para cada referencia duplicada del suero contra la
concentracion correspondiente de insulina en plU/mL.
3. Calcular la ecuacién de la linea recta para la curva de calibracion.
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Anexo 3. Determinacion de la concentracion de colesterol total

Fundamento:
El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la

reaccion siguiente:
Colesterol Esterasa .
Colesterol esterificado + H,0 » Colesterol + Ac.Grasos

Colesterol Oxidasa
Colesterol esterificado + H,0 » 4 — (Colestona + H,0

Peroxidasa
2H,0 + 4 — Aminoantipirina + Fenol »  Quinonaimina + 4H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol
presente en la muestra ensayada.

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotbmetro a cero frente a agua destilada

3. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
PATRON (A) 10 pL
MUESTRA | 10 pL
REACTIVO 1 1.0mL 1.0 mL 1.0 mL

4. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco

de reactivo. El color es estable como minimo 60 minutos.

Calculos

(A muestra

A patron ) (100)(Concentracion del patréon)

m
Concentracion de la muestra (ﬁ) =
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Anexo 4. Determinacion de la concentracién de triglicéridos
Fundamento:

La lipoprotein lipasa libera glicerol y &cidos grasos libres de los triglicéridos. El
glicerol liberado es fosforilado por la glicerolfosfato deshidrogenasa y ATP en
presencia de glicerol quinasa para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-
difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y
peroxido de hidrogeno (H202) por la glicerol fosfato deshidrogenasa. Al final, el H202
reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la
peroxidasa (POD) dando una coloracion roja. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra ensayada.

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotbmetro a cero frente a agua destilada
3. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
PATRON (A) | 10 pL
MUESTRA | 10 pL
REACTIVO 1 1.0mL 1.0 mL 1.0 mL

4. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 60 minutos.

Célculos

B mg A muestra
Concentracion de la muestra (—) = (—

(100)(Concentracion del patréon)
dL

A patron
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Anexo 5. Determinacién de la concentracién de colesterol HDL reactivo
precipitante

Fundamento:
Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero o
plasma, se precipitan con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras la
centrifugacion, el sobrenadante contiene lipoproteinas de alta densidad (HDL). La
fraccion de HDL colesterol se determina utilizando el reactivo enzimatico de
colesterol total.

Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm.

Procedimiento
1. Agregar en un tubo de ensayo:
e 25 L de reactivo + 250 pL de suero
2. Mezclar y dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Centrifugar 2 minutos a 12 rpm
4. Recoger el sobrenadante y procesar como muestra en la determinacion de
colesterol total (Anexo 3).

NOTA: Es muy importante formar el sobrenadante del menisco formado en el tubo,
para ello no introducir demasiado la punta y no arrastrar las fracciones VLDL y LDL.

Célculos
Sequir las instrucciones del Anexo 3 en la seccion de calculos.
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Anexo 6. Determinacion de la concentracion de colesterol LDL reactivo
precipitante

Fundamento:

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de polivinil. La concentracion de colesterol LDL se calcula por diferencia
entre los valores de colesterol en el suero y el sobrenadante obtenido tras la
precipitacion. El colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las
reacciones acopladas descritas a continuacion.

Procedimiento

Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

Pipetear en un tubo 0.4ml de muestra + 0.2 ml de reactivo.

Agitar bien y dejar reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 15 minutos a 4000 r.p.m.

Aspirar con cuidado el sobrenadante.

Pipetear en un tubo de ensayo

oahkwbdpE

BLANCO  PATRON MUESTRA
AGUA DESTILADA - 20uL
PATRON DE COLESTEROL 20uL
|

SOBRENADANTE DE MUESTRA
REACTIVO DE COLESTEROL

20uL
1mL ImL ImL

7. Agitar e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
8. Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra a 505 nm, frente al blanco. La
reaccion es estable hasta 30 minutos.

Célculos

La concentracion de colesterol en el sobrenadante:

., mg
Concentracion de la muestra (—) =

(A muestra
dL

A patron ) (100)(Concentracion del patrén)(Factor de dilucién)

La concentracion de colesterol LDL en la muestra:

Colesterol LDL = Colesterol total — Colesterol del sobrenandante
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Anexo 7. Determinacion de la concentracion de acidos grasos libres

Fundamento:

Esta técnica estd basada en la formacién de sales metélicas de los acidos y la
posterior estimacion del metal en los jabones extraidos con un reactivo de color
adecuado. La extraccion se realiza con cloroformo. Esta afinidad se mejora con
alcohol y con el nitrato de cobre. El cobre presente durante la extraccion reacciona
primero con los acidos grasos libres generando jabones de cobre, estos son
extraidos con el cloroformo. La trietanolamina proporciona un medio basico y
favorece la formacion de complejos de cobre. La forma en como se agita la muestra
durante la extraccion es de suma importancia, siendo la mezcla vertical en vortex a
velocidad media la manera ideal. Se utiliza en una solucion con etanol o isopropanol
en una relacion 1:1 y se desarrolla un color de baja intensidad. El color aparece
inmediatamente después de agregar la solucion de amoniaco y aumenta
rapidamente dependiendo de la concentracién de &cidos grasos presentes en la
muestra y permanece estable al menos por 25 minutos.

Reactivos
e Cloroformo
e Reactivo de cobre:
o Cu(NOs)223H20, 40g/L
o Trietanolamina 99%, 120mL/L (135g/L)
+ Disolver el nitrato clprico en 500mL de agua destilada, agregue la
trietanolamina y diluir al litro con agua destilada.
e Reactivo cuprizona:
o Acido oxalico-bis(cyclohexylidenehydrazide) (cuprizona) 0.4g/L de
isopropanol.
+ Disolver la cuprizona en 10 mL de cloroformo y se diluye con isopropanol
para 1L.
e Reactivo amoniaco:
o 100ml de una solucion al 58% de NH4OH (concentrado) se diluye
hasta 1L con agua destilada.

Procedimiento

1. Adfadir 50 pL de suero en un tubo de ensayo

2. En otro tubo afadir 50 puL de estandar de acido oleico.

3. En un tercer tubo de ensayo, afiadir 100uL de agua, este sera el blanco de
reactivo.

4. Paratodos los tubos afadir 150 pL de reactivo de cobre y 1 mL de cloroformo.

5. Colocar los tubos verticalmente en el vortex y agitar por 10 min.

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensayo cuidando no extraer
la fase acuosa de color azul.

8. De cada tubo, pipetear 500uL de extracto de cloroformo y colocar en un
nuevo tubo, la evaporacién debe mantenerse al minimo.

9. A cada tubo, afadir 450uL de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.
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10. A cada tubo, afadir 50uL de solucibn de amoniaco, tapar y agitar

suavemente.
11. Leer la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10

minutos después de agitar con la solucibn de amoniaco. Si aparece un
precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para redispersarlo y leer la
absorbancia.

Célculos

L mg
Concentracién de la muestra (—) = (

A muestra) mg
dL

8.6 —
A patron dl
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Anexo 8. Deshidratacion y embebido en parafina.

Fundamento:

Se realiza el proceso de fijacion para detener la vida de las células e impedir las
modificaciones postmortem que puedan sufrir las células, manteniendo la estructura
morfolégica de las células y tejidos sin que ocurran cambios notables en ellos. Esto
se consigue inmovilizando las moléculas proteicas e inhibiendo las enzimas. Esta
accion garantiza la integridad celular y de los tejidos, se efectla con el uso de
agentes fijadores como lo es la formalina. Después de la fijacion, las muestras, son
deshidratadas e infiltradas con el solvente de la sustancia de inclusién con la
finalidad de extraer o remover el agua de los tejidos, para ello se someten las
muestras en bafios sucesivos en soluciones de concentraciones crecientes de
alcohol etilico. Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la
destilacion del petréleo. La penetracion de la parafina a interior de los tejidos se
efectia cuando esta se encuentra en estado liquido. El primer recipiente con
parafina recibird a las muestras embebidas en xilol, la parafina reemplazara el xilol
de las muestras y se infiltrard al interior de estas, la parafina 3 servira como
contenedor de las muestras.

Procedimiento:

1. Extraer los tejidos y conservarlos en formalina al 10% en PBS.

2. Cortar el tejido en tres secciones coronales y colocarlos en casettes para
inclusion.

Rotular con lapiz de acuerdo con la nomenclatura asignada.

4. Realizar el siguiente tren de deshidratacion:

PBS 1X, durante 45 minutos, para limpiar la formalina del tejido
Alcohol al 80%, 1 hora

Alcohol 1 al 96%, 1 hora

Alcohol 2 al 96%, 1 hora

Alcohol 1 al 100%, 1 hora

Alcohol 2 al 100%, 1 hora

Alcohol-xilol (1:1), 1 hora

Xilol 1, 1 hora

Xilol 2, 1 hora

Parafina 1, 1 hora (mantener la parafina entre 50-55°C)
Parafina 2, 1 hora (mantener la parafina entre 50-55°C)
Parafina 3 (mantener la parafina entre 50-55°C

Inclusién con paraplast

w

AN N NN NN Y Y N N N NN
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Anexo 9. Inmunofluorescencia
Fundamento:

La inmunofluorescencia (IF) es un método utilizado para detectar la localizacion de
proteinas y otros antigenos en secciones de tejido teniendo como principio la
union antigeno-anticuerpo. En general, los datos IF proporcionan una perspectiva
valiosa que puede ayudar a interpretar los datos obtenidos mediante otros
métodos. La clave para la inmunofluorescencia de alta calidad es la especificidad
del anticuerpo utilizado. Un anticuerpo altamente especifico se unira solo a la
proteina de interés en la seccion de tejido. La interaccion antigeno-anticuerpo se
visualiza usando la deteccion fluorescente, pues el anticuerpo secundario se
conjuga a un fluorocromo que al ser excitado por cierta longitud de onda es capaz
de emitir fluorescencia, en la ubicacion de la proteina.

Procedimiento:
1. Realizar cortes coronales de 5 um de espesor y se colocar en portaobjetos
previamente silanizados.
Mantener las laminillas durante 40 minutos en la estufa a 50°.
Colocar las laminillas en xilol durante 10 minutos.
Realizar el siguiente proceso de rehidratacion:
Calentar en bafio maria Buffer para recuperacién antigénica a 60°C
(mantener la temperatura)
6. Sumergir las laminillas en el Buffer durante 40 minutos.
7. Dejar enfriar por 15 minutos.
8. Sumergir en PBS-Triton 0.2% durante 5 minutos.
9
1

akown

. Realizar 10 bafios en PBS.
0.Colocar las laminillas con ayuda de PBS en el coverplate, cuidando se

mantenga himeda toda la laminilla.

11.Bloquear con albumina 2%, durante 2 horas.

12.Realizar 3 lavados de 300uL de PBST al 0.2%, esperando a que todo el
liquido se deslice sobre la laminilla, entre cada lavado.

13.Agregar 200uL del primer anticuerpo primario, en cada laminilla.

14. Incubar toda la noche, en refrigeracion (4°C)

15.Realizar lavados como se menciona en el paso 12.

A partir de este paso, todo se realiza en oscuridad.

16.Agregar 200uL del primer anticuerpo secundario.

17.Incubar el primer anticuerpo secundario durante 4 horas.

18. Realizar lavados como se menciona en el paso 12.

19. Agregar 200pL del segundo anticuerpo primario, a cada laminilla.

20.Incubar durante toda la noche a 4°C.

21. Realizar lavados como se menciona en el paso 12.

22.Agregar 200pL del segundo anticuerpo secundario.

23.Incubar durante 4 horas.

24.Realizar 4 lavados de 300uL de PBST al 0.2%, esperando a que se deslice
todo el liquido por la laminilla, entre cada lavado.

25.Montar con Vecta Shield con DAPI

26. Sellar el cubreobjetos con barniz.
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Las diluciones empleadas se muestran en la siguiente tabla:

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién
Iba-1 1:400 1:800
Olig2 1:500 Fluoresceina 1:800
GFAP 1:500 1:1000
CD206 1:550 1:800
CD16 1:550 1:850
NG2 1:500 1:800
MBP 1:350 Rodamina 1:600
S100A10 1:250 1:500
C1INH 1:500 1:1000

Nota: Mantener las laminillas en un porta laminillas cubierto con papel aluminio y en
refrigeracion.
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Anexo 10. Determinacion de interleucinas
Fundamento:

El inmunoensayo quimioluminiscente es una variacibn del inmunoensayo
enzimatico estandar, en la cual la deteccidn se basa en la emision de luz producida
por reacciones quimicas enzimaticas. A diferencia del ELISA tradicional, donde la
sefal se basa en un cambio de color, en el ELISA quimioluminiscente se utiliza una
enzima que cataliza una reaccion quimica que genera luz en lugar de color. Esto
ofrece varias ventajas pues brinda alta sensibilidad y rango dinamico de deteccion,
debido a que la deteccion se basa en la emision de luz, es posible detectar sefales
mas débiles que no serian visibles en métodos basados en cambio de color. Esto
hace que el ELISA quimioluminiscente sea especialmente Gtil en situaciones donde
se necesitan detectar concentraciones muy bajas de antigeno.

A partir de hipocampo disectado, realizar homogeneizado:

I.  Colocar en un tubo eppendorf el tejido y mantener en hielo durante el
proceso de homogeneizado.
II.  Agregar 300uL de Buffer RIPA
llIl.  Con ayuda de un homogeneizador, homogeneizar todo el tejido.
IV. Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
V. Aspirar el sobrenadante y conservar.

En una placa para ELISA, con pozos color blanco:

=

Colocar 5uL de homogeneizado, hasta el fondo del pozo.

Agregar 100uL de buffer de carbonatos.

Incubar durante 24 horas a 4°C.

Realizar 3 lavados con PBST al 0.2% con ayuda de una piseta.

Secar los pozos con golpes ligeros sobre papel absorbente.

Agregar 50uL de albumina al 2% en cada pozo.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Realizar lavados y secado como se indica en el paso 4y 5.

Agregar 50uL de anticuerpo primario con dilucién 1:500, en albumina al 1%.

10 Incubar durante toda la noche a 4°C.

11.Realizar lavados como se indica en el paso 4 y 5.

12.Agregar 50pL de anticuerpo secundario acoplado a HRP, en concentracién
1:100, en albumina al 1%.

13.Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

14.Realizar lavados y secado como se indica en el paso 4 y 5.

15.Agregar 50uL de solucién de luminol, preparada de la siguiente manera:
2:1:1, de PBS, Solucion Ay Solucién B, respectivamente.

16.Mezclar suavemente.

17.Esperar 1 minuto y leer.
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