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1. Introduccién

1.1 Sindrome metabdlico

Desde la aparicion de los seres vivos, la esperanza de vida se ha
modificado con el paso del tiempo. Al principio, los seres humanos eran ndémadas
y tenian la necesidad de disefiar sus propios utensilios y armas para la busqueda
de alimento mediante la caceria, pesca, la recoleccion de frutas y semillas. Con el
transcurso de los afios el hombre aprendio a cultivar y convirtiéndose en agricultor,
por consecuencia a esto el hombre se establecié en un solo lugar, formandose

asi las primeras civilizaciones (Bonomini y cols., 2015).

A mediados del siglo XX con la llegada de la industrializacion la vida
cotidiana de los seres vivos comenzO a modificarse drasticamente, donde las
industrias empezaron a fabricar alimentos procesados que contienen azlcar,
grasas saturadas y un alto contenido en sodio (Laclaustra y cols., 2005). El
consumo excesivo de estos alimentos y la falta de actividad fisica son la
consecuencia sobrepeso y la obesidad, el tabaquismo y el estrés cotidiano han
originado padecimientos crénico como la obesidad, el incremento de la
hipertension arterial y la diabetes que son el caracteristicas del sindrome

metabdlico (Pasinettiy cols., 2008).

El sindrome metabdlico fue descrito por el Doctor Gerald Reaven en el afio
1988, donde describe un conjunto de factores como: la elevacion de la presion
arterial, resistencia a la insulina, elevacion de los triglicéridos y disminucion del
colesterol de las HDL, que denominé como sindrome X (Rodriguez y cols., 2002).
El cual consiste la aparicion de resistencia a la insulina que constituye el

mecanismo fisiopatoldgico del sindrome metabolico (Romero, 2006).

El sindrome metabdlico es el conjunto de alteraciones metabdlicas,
constituido por obesidad, un aumento de la presion arterial, disminucion de la
concentracion de colesterol unido HDL, elevacion de la concentracion de
triglicéridos, hiperglucemia y/o resistencia a la insulina (Rodarte, 2009). El

sindrome metabolico es un factor para el desarroloo de otras enfermedades como:



DM2, enfermedad cardiovascular,

esteatosis hepatica, sindrome de ovario

poligistico, gota y apnea del suefio (Rodriguez y cols., 2002).

1.2 Criterios y diagndstico del sindrome metabdlico

En la actualidad, los criterios de diagnostico mas ampliamente utilizados

para definir la presencia del sindrome metabdlico, son los de la OMS, en 1998

(cuadro 1). La OMS considera que la resistencia a la insulina es un factor

predisponente para el sindrome metabdlico.Los criterios National Choresterol
Education Program (NCEP) Adult Panel Il (ATP Ill) en el 2001, trata de precisar la

prevalencia del sindrome metabdlico con una mayor uniformidad (Van y cols,

2015).

Cuadro 1. Criterios de diagndéstico del sindrome metabdlico ATP

Criterios

1. Obesidad
Hombres
Mujeres

2. Triglicéridos
Colesterol HDL
Hombres
Mujeres
Presion arterial

Glucosa en ayuno

Nivel de definicion
circunferencia cintura
>102 cm

>88cm
2 150 mg/di

< 40 mg/dl

<50 mg/dl

2 130/ 2 85 mmHg
2 110 mg/dl
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1.3 Componentes del sindrome metabdlico
1.3.1 Resistencia alainsulina

El pancreas es una glandula de secrecion mixta. Tiene un componente
exocrino fundamentalmente en la funcion digestiva. Esta secrecion se constituye
por diversas enzimas digestivas elaboradas por las células de los islotes
pancreaticos. Es vertida al intestino delgado junto con una alta cantidad de
bicarbonato al conducto pancreatico principal que desemboca en la segunda
porcion del duodeno. La fusién exocrina es la responsable de la produccién del
jugo pancreético (Li y cols., 2015).

Existe otro componente endocrino del pancreas, las células encargadas de
esta funcion secretan diferentes hormonas al torrente sanguineo, el pancreas
consta de 4 células que son células a, B, & y F. La secrecidén de estas células
agrupan se en los islotes pancreaticos, de Langerhans (Pasinetti y cols., 2008). Se
estima que existe alrededor de 2 millones de islotes en el pancreas. En los centros
de los islotes, se encuentran las células (3, rodeadas por las células F. Las células
mas abundantes en el pancreas son las células B que constituye el 60%, las
células a son el 20%, células & entre 5% y las células F un 2 % (Rask y cols.,
2012).

La insulina es secretada por las células B de los islotes pancreaticos. Se
sintetiza como una sola cadena polipéptidica en el reticulo endoplasmatico rugoso
originando una molécula conocida como pre-proinsulina, cuyo peso molecular es
aproximadamente de 11,500 Daltons. La pre-proinsulina es desdoblada en
proinsulina por accion enzimatica. La proinsulina, con un peso molecular de 9,000
Daltons, es incorporada al aparato de Golgi, la proinsulina queda empaquetada en
las vesiculas, estas son liberadas, se anclan en el citoesqueleto mediante las
proteinas sinapsinas. Las endopeptidasas en la vesicula secretoria efectian el
desdoblamiento de la proinsulina en dos péptidos. Las moléculas resultantes son

la insulina y el péptido conector (De la Monte, 2012).
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La insulina es una hormona que se encarga del metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas. La insulina es un péptido constituido por dos
cadenas: una cadena de 21 aminoacidos y una cadena B de 30 aminoacidos, las
cadenas estan unidas por dos puentes de disulfuro. Su peso molecular es 5800
Daltons, su vida media es de 5-6 minutos, la degradacion de la insulina por
insulinasas ubicadas en el higado y rifidn. En casos de insuficiencia renal y
hepética los niveles de insulina tienden aumentar (Jagua, 2007).

Figura 1. Estructura de la proinsulina tomado de jugua, 2007

La resistencia a la insulina se define como la disminucién de la respuesta
biolégica de los tejidos blancos, principalmente musculo, higado y tejido adiposo y
los efectos bioldgicos de la hormona (Bonomini y cols., 2014). El principal
componente al desarrollo de la resistencia a la insulina, es el incremento de los
AGL circulantes que se derivan de las reservas de los triglicéridos (Zamora y cols.,
2004). La resistencia a la insulina esta relacionada por efectos de su receptor y los
defectos intracelulares posteriores a la estimulacién de éste. Se describe en tres

puntos importantes:

1) Las relacionadas con la actividad del receptor (tirosincinasa vy
proteincinasa).
2) Las involucradas en la cascada de fosforilacibn y desfosforilacion

intracelular de la serina, conocidas como MAP-cinasa.
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3) Las responsables del efecto bioldgico final de la insulina, que involucra las

moléculas transportadoras de glucosa

1.3.2 Obesidad y dislipidemias

El concepto de obesidad de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el Tratamiento Integral de la Obesidad (NOM-174-SSA1-1998), es una
enfermedad caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo, es una
alteracion de evolucioén crénica y se refleja el aumento de peso provocado por la
excesiva acumulacion de tejido adiposo en el organismo, consecuencia del

equilibrio entre la energia ingerida.

Uno de los parametros mas utilizados para determinar la prevalencia de
la obesidad y el sobre peso es el IMC que es un indicador simple de la relacion
entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y
la obesidad en los adultos. Se calcula el peso de una persona en kilos por el
cuadrado de la talla en metros (Kg/m?) (OMS, 2015).

Las instituciones Nacionales de salud de Estados Unidos y la OMS han
definido, basandose en el IMC, los criterios de normalidad y obesidad con el objeto
de facilitar las comparaciones entre poblaciones y para estudios epidemiolégicos
(cuadro 2) (Contreras y cols., 2011).

Categoria IMC (Kg/m?)
Peso bajo <185
Peso normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad (clase 1) 30-34.9
Obesidad (clase 2) 35-39.9
Obesidad (clase 3) > 40

13



La principal alteraciéon metabdlica ocasionada por la obesidad es
la dislipidemia (Laclaustra y cols., 2005). El desarrollo de una dislipidemia es el
exceso de los acidos grasos libres en el higado ya que éstos estimulan la sintesis
de triglicéridos, el ensamblaje y la secrecion de lipoproteinas (Bacardi y cols.,
2007). La dislipidemia se considera una alteracion del metabolismo de lipidos, que
se caracteriza por hiper-trigliceridemia, hipercolesterolemia y la concentracion baja
de las particulas HDL-colesterol. Esta alteracion metabdlica consiste en cambios
cualitativos y cuantitativos de las lipoproteinas (Gutiérrez cols., 2011). Otra
caracteristica importante de la dislipidemia es el aumento de particulas de VLD, el
descenso de particulas de HDL y apoliproteinas B (Kimy cols., 2014).

El metabolismo lipidico normal incluye liberacion de AGL desde los
adipocitos a la sangre circulante, hacia el higado y el musculo. En el higado, una
parte es oxidada y la mayoria re-esterificada a TG. Hay un transporte continuo de
AGL entre tejido adiposo e higado; sin embargo, si el proceso de re-esterificacion
se satura, la acumulacién de TG puede conducir al higado graso (Reitz, 2013). En
presencia de insulinorresistencia y de AGL al higado produce aumento de la
sintesis de TG y de VLDL ricas en TG y apo B. Sin embargo en condiciones
normales, la insulina inhibe la secreciéon de VLDL a la circulacion. En el tejido
adiposo y en el musculo se produce un descenso de la actividad LPL, por lo que
no se aclaran los TG de las VLDL y favorece la acumulacién de lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) y LDL (Bacardi y cols., 2007).

Los TG de las VLDL se intercambian con ésteres de colesterol en las
HDL por accion de la CETP y la mayoria de dichos ésteres vuelve al higado en
forma de remanentes, una vez que se hidrolizan las VLDL por la lipoproteina
lipasa (LPL). Las HDL pequefias son aclaradas de la circulacion con mayor
facilidad que sus homologas, lo que resulta en disminucion del HDL y de la apo
(Laclaustra y cols., 2005).Las LDL pequefias y densas también son mas
aterogénicas por ser mas toxicas, por su mayor capacidad de penetracion en la

intima y buena adherencia a los glucosaminoglicanos, y por su mayor
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susceptibilidad la oxidacion y su unién selectiva a los receptores de los

macrofagos (Fischer and Maier, 2015).

2. Sindrome metabdlico y la respuesta inflamatoria

El tejido adiposo es considerado como un érgano pasivo almacenador
de energia, que sintetiza un gran namero de proteinas de modo paracrino,
endocrino, autocrino y controla diversas funciones relacionadas con el
metabolismo (Vega, 2010). A estas proteinas se les conoce como adipocinas
(Guiterrez, 2011). Los adipocitos del tejido adiposo producen citocinas pro-
inflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), interleucinas IL-1
y IL-6 y hormonas como la leptina y adiponectina (Blancas y cols., 2011).

2.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Esta fue la primera citocina descubierta que secreta el tejido adiposo y
ha sido una de las mas estudiadas en el metabolismo. La TNF-a es una proteina
proteica con un peso molecular de 17 kDa (Sharma y cols., 2012). Es una citosina
pro-inflamatoria y es un inhibidor del apetito. Se produce por una gran variedad de
células entre las que se encuentran: macréfagos, linfocitos, células endoteliales,
miocitos, fibroblastos, células neuronales y adipocitos (Dijk y cols., 2015). Es un
potente regulador del tejido adiposo, actuando de manera tanto autdcrina como
paracrina para influenciar una variedad de procesos, incluyendo la apoptosis.
Induce la produccion de IL-6, que a su vez es el mayor determinante de la
respuesta de fase aguda. Su neutralizacion lleva al incremento de la sensibilidad
de insulina en tejidos (Liu y cols. 2014). Un mecanismo por el que TNF-a puede
contribuir a la resistencia a la insulina es mediante el aumento de acidos grasos
libres en la circulacion sanguinea de la lipolisis; sin embargo, y en forma contra-

dictoria se sugiere que aumenta la adipogénesis (Fischer y cols., 2015).
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2.2 Interleucina IL-18

La IL-1B es una citosina secretada por adipocitos y macrofagos e
incluso musculo esquelético, tiene efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos. Es
una citosina que pesa alrededor de 22 a 27 kDa, tiene un receptor similar al
receptor de la leptina, y para su funcidén es necesario la dimerizacion y la union a
su receptor transmembranal (Dijk y cols., 2015). La expresion de la IL-13 es mayor
en adipocitos de grasa visceral que en los periféricos, cabe mencionar que el 90%
de su sintesis se lleva a cabo en células del tejido adiposo distintas al adipocito.
La expresion de IL-13 es mayor en pacientes obesos, hasta en un 30% del total de
la circulante. En estos pacientes, ésta proviene del tejido adiposo (Liu y cols.
2014). La IL-1B aumenta la lipdlisis y la oxidacion de grasas, ésta también se
relaciona con la resistencia a la insulina. Se ha descubierto que la IL-1B a nivel

hepatico provoca resistencia a la insulina y posteriormente diabetes.

3. Sindrome metabdlico y el estrés oxidativo

3.1 Radicales libres.

Los radicales libres son moléculas que contienen un electron no
apareado, esta caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de dafar a
otras moléculas transformandolas a su vez en moléculas muy reactivas, una
reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, desde células hasta tejidos
(Sanchez y Méndez, 2013). Los radicales libres mas importes producidos por los

sistemas biol6gicos son:

O, (radical superoxido)

"OH (radical hidroxilo)

Radicales

_ RHO", (radical peroxilo)
libres

NO, (radical 6xido nitrico)

ONNO" (peroxi-nitrito)
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Los radicales libres se producen continuamente durante el
metabolismo celular, que se llevan a cabo principalmente en la mitocondria. Las
especies reactivas se forman como productos del metabolismo de los radicales
libres, y aunque no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes que se
transforman facilmente en radicales libres lo que les confiere la caracteristica de

ser compuestos sumamente toxicos para las células (Manzano y cols., 2006).

El oxigeno O, es un elemento esencial para la vida, pero puede
llegar a ser toxico al formar ERO. Estas son producto de la ruptura o de la
excitacion del O,, como el ozono y el oxigeno en singulete. Otras estan
parcialmente reducidas como lo es el H,O,, el radical superéxido O’ y el radical
hidroxilo 'HO. EI O, es muy reactivo y con la mayoria de moléculas celulares
(Tangvarasittichai, 2015). Estas especies reactivas de oxigeno, pueden formar
otras de importancia biolégica que se combinan ERN, como el monodxido de
nitrdgeno u Oxido nitrico. En los organismos aerobios, la produccion de ERO y
ERN se encuentra en equilibrio con los sistemas de defensa antioxidantes. Sin
embargo, al romperse este equilibrio las especies reactivas aumentan, se
producen dafios al ADN, a proteinas y a lipidos, lo que se conoce como estrés

oxidativo (Angoa y Rivas, 2007).

El estrés oxidativo en el sindrome metabdlico desempefia un
papel importante en procesos bioquimicos que acompafian al sindrome
metabdlico. Observaciones experimentales y clinicas indican que el estrés
oxidativo es un mecanismo asociada a la obesidad y el desarrollo de diabetes

(Luque y cols., 2014).

La resistencia a insulina y el estrés oxidativo, las altas
concentraciones de H,O, promueven la sefalizacion de insulina e inducir
acciones metabolicas tipicas de la insulina. Este resultado podria considerarse

como la primera documentacion en el enlace entre ROS vy la insulina. El H,0;
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utiliza la misma via de la insulina para la propagacion de la sefal y producir
alteraciones en la liberacion de insulina. ElI H,O, induce un aumento en el
consumo de glucosa en los adipocitos y musculos, y también estimula la
translocacion de GLUT4 y la sintesis de lipidos en adipocitos (Bonomini y cols.,
2014).

4. Sindrome metabdlico como una causa de neurodegeneracion

En los ultimos afos el interés de muchos investigadores se ha centrado
en entender las acciones de la insulina sobre el sistema nervioso central (Choi y
cols., 2014). La insulina modula procesos de homeostasis energética,
reproduccion, plasticidad sinaptica y supervivencia neuronal, razén por la cual se
ha propuesto que puede estar implicada en procesos neurodegenerativos. Varios
estudios han sefialado la importancia de la sefializacion de insulina en
alteraciones como la EA cierta relacion entre la resistencia a insulina de la DMT2 y
la EA (Heras y cols. 2009). Los pacientes con EA presentan caracteristicas
comparables con las encontradas en pacientes con resistencia a insulina y
diabetes, como son la elevada concentracion de insulina en plasma en
condiciones de ayuno y baja concentracion de insulina en el liquido
cefalorraquideo, lo que indica alteraciones de la homeostasis hormonal
(Kleinridders y cols., 2014). Ademas, los pacientes con DMT2 muestran a su vez

algunas deficiencias cognoscitivas (De la Monte, 2015).

5. Sindrome metabdlico y la enfermedad de Alzheimer

5.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad
neurodegenerativa que se caracteriza por la presencia de deterioro cognitivo y
conductual de inicio insidioso y curso progresivo de aparicion en la edad adulta,
principalmente en la vejez (Li y cols., 2015). Actualmente esta considerada como

la causa mas frecuente de demencia neurodegenerativa en los paises
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desarrollados y su prevalencia se incrementa con la edad (Watts y cols., 2014).
La atrofia del cerebro en EA es generalmente simétrica y difusa en las
circunvalaciones y se evidencia con la disminuciéon de su espesor. Hay aumento
de la profundidad de los surcos, dilatacion de los ventriculos y reduccion del peso
y volumen cerebral. La atrofia afecta principalmente al hipocampo, al area
transentorrinal, corteza enthorrinal adyacente y I6bulos temporales y frontales
(Figura 2) (Johnson cols., 2009).
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Figura 2. Secciones transversales del cerebro

5.2 Hipocampo

Se han descrito dos grandes regiones en la citoarquitectura cerebral de
los seres humanos. La neocorteza o isocorteza, caracterizada por una constitucion
celular extensa y homogénea. EIl hipocampo, que es parte de la alocorteza, de
menor tamafio que la isocorteza y cuya estructura celular es heterogénea (Acosta
cols., 2012). El hipocampo se encuentra ubicado en la parte interna del I6bulo
temporal (regién temporo-mesial) y se divide en dos partes: una anterior, llamada
circunvolucion del hipocampo (el parahipocampo), y una posterior, llamada lingual.
El hipocampo comprende las regiones CAl, CA2, CA3 y CA4 (Philippi y cols.,
2015). Las zonas que se encuentran incluidas en el area hipocampal son el giro
dentado, el subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y las cortezas

transentorrinal y la adyacente entorrinal (Figura 3). Estas regiones, ademas de la
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amigdala, mas que las areas asociativas de la neocorteza, son las mas afectadas

en el desarrollo de EA (Acosta cols., 2012).

Figura 3. Corte de laregion del hipocampo en la enfermedad de Alzheimer

5.3 Histopatologia de la enfermedad Alzheimer

El estudio histopatologico postmortem de cerebros de pacientes con la
EA se caracteriza por la presencia de lesiones en el tejido cerebral son: ovillos

neurofibrilares y placas seniles o placas neuriticas.

Las placas seniles o placas neuriticas: Las PN consisten en depdsitos
extracelulares de fibrillas insolubles formadas de péptido amiloide [3; asociado a
estos depdsitos se encuentra un componente neuritico de origen dendritico y
axonal. En los cerebros de personas con alzhéimer también se encuentran
depdsitos solubles no fibrilares de amiloide B, llamados placas seniles, sin neuritas
asociadas. Las PN no tienen una distribucién topogréfica selectiva, sin embargo,
su densidad es mayor en las areas corticales motoras o sensitivas primarias que
en las hipocampales. La densidad de las PN en la EA, en general no tiene una
buena correlacién con la progresion de la demencia y el grado de pérdida neuronal
(Acosta y cols., 2012)

Los ovillos neurofibrilares: Los ovillos neurofibrilares estan formados por
filamentos helicoidales pareados, compuestos principalmente de la proteina

asociada a microtubulos proteina Tau hiperfosforilada de manera anormal. En las
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neuronas, Tau normalmente estabiliza los microtiubulos, siendo esencial para el
transporte axonal y por ende, para la funcion neuronal. La agregacion de Tau
reduce su habilidad para estabilizar los microtibulos, y llevaria eventualmente a la
muerte neuronal). Su aparicion es un evento relativamente temprano en la EA
(Bernhardi, 2005).

Multiples estudios informan que los pacientes con sindrome metabdlico
tienen un aumento del riesgo de desarrollar EA en comparacion con la edad vy el
controles emparejados por sexo y evidencia acumulada sugiere EA que esta
estrechamente relacionada con la disfuncion de la insulina tanto de sefializacion y
metabolismo de la glucosa en el cerebro, lo que provocé que algunos
investigadores se refieren a EA como la diabetes de tipo 3 (Jagua y cols., 2007).

6. El Amiloide-B y la glucosa, insulina y los lipidos

El péptido AB es un producto resultante del catabolismo de la proteina
precursora del amiloide (APP), tras su hidrolisis secuencial por las enzimas 3 y ¥-
secretasas. Este procedimiento sucede mayormente a nivel de los endosomas
tardios tras la endocitosis de APP desde la membrana plasmatica, donde se
localizan normalmente para ejercer su funcién (Acosta y cols., 2012). Existe una
via alternativa no amiloidogénica en la que la enzima a-secretasa hidroliza la APP
dentro de la secuencia de aminoacidos correspondientes al péptido AB, impidiendo
asi su regeneracion. La v-secretasa es en realidad un complejo formado por
cuatro proteinas, de las que la proteina con actividad catalitica es la presenilina.
En condiciones normales se producen niveles muy bajos, del péptido AR con 40 o
42 aminoacidos dependiendo del sitio de clivaje de la presenilina en el fragmento
C-terminal de APP, siendo AB-40 mucho mas abundante que AB-42 (Cerasoli y
cols, 2015). A pesar de solo diferenciarse en dos aminoacidos, ambos péptidos
tienen propiedades fisicoquimicas muy distintas. In vitro AB-42 tienen una mayor

tendencia a polimerizar, formando oligdmeros solubles que a su vez se agregan
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un protofbrillas, aun soluble pero ya con la conformacion terciaria de hoja-8
plegada caracteristica de todos los péptidos amiloide; finalmente estas protofibrllas
parecen actuar para la formacion de fibras insolubles similares a las presentes en
las placas seniles de la EA (Méndez y cols., 2002). Se cree que el péptido AB es
producido de manera continua y que su agregacion y depodsitos en la EA es
concentracion-dependiente. En condiciones normales su concentracion parece
estar muy estrechamente regulada, existiendo un equilibrio entre su generacion y
su eliminacion por parte de enzimas degradadora como neprilisina, la enzima
degradadora de insulina y posiblemente también en la enzima convertidora de la

angiotensina | (Cerasoli y cols, 2015).

Varios estudios han sefialado la importancia de la sefializacion de
insulina en alteraciones como la EA indicando cierta relacion entre la resistencia a
insulina de la DMT2 y la EA. La sefalizacion de insulina es el AB, el cual compite
con la insulina por la union a la IDE, de manera que altas concentraciones de
insulina en la sangre disminuyen la eliminacién de AR promoviendo la produccién
de placas de amiloide (Kim y cols., 2015). Asi mismo, el AB compite con la
insulina por el Rl y altera su funcién al dafiar la activacion de la MAPK, la proteina
cinasa dependiente de calcio calmodulina, Akt, sin embargo no se sabe de qué
manera se une el AR al Rl y la IDE. La inhibicion persistente de estas vias en el
cerebro durante el desarrollo de la EA esta involucrada en la alteracion de la
plasticidad sinptica y afecta la arquitectura de las espinas dendriticas. Mientras
gue el glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3pB) en las neuronal es la responsable del
deterioro cognitivo, la hiperfosfoliracion de la tau y el aumento de la produccién

de AB y la inflamacion glial.

La insulina aumenta la captacién de lipoproteinas mediada por APOE
es una glucoprotiena plasmatica implica en el transporte del colesterol y otros
lipidos en los diferentes tejidos (Serrano y cols., 2015). Es la principal
apoliproteina que se encuentra en el tejido cerebral, preferentemente en el tejido

glia pero no en las neuronas, que interviene en el crecimiento y regeneracion del

22



tejido nervioso central durante su desarrollo, asi como en el metabolismo del AR,
en procesos de aprendizaje y memoria en la sinaptogenesis y en los mecanismos
de supervivencia neuronal asi como en la regulacion del metabolismo lipidico en el
cerebro (Giau y cols., 2015). En personas con la enfermedad de Alzheimer
presentan una frecuencia de 65-80% del alelo €4. El alelo €4 esta relacionado con
un mayor depésito de amiloide en las placas seniles y no se relaciona con la

degeneracion neurofibrilar y la perdida neuronal (Kim y cols., 2014).

7. Modelos de toxicidad con amiloide-B

Informacion genética que sirvid de soporte a la hipétesis de la cascada
amiloide, permiti6é la creacién de modelos transgénicos en raton para encontrar
respuestas a preguntas esenciales sobre la fisiopatologia de la EA. Varias lineas
de ratones transgénicos demostraron que la sobreexpresion de APP mutada da
lugar al desarrollo de una B-amiloidosis cerebral con placas amiloides muy
similares a las de los pacientes con EA, si bien es insuficiente para el desarrollo de

ovillos neurifibrilares y muerte neuronal (Badia y cols., 2006).

Modelos de ratones transgénicos que sobre-expresan APP normal o las
formas mutadas que presentan algunos humanos. La primera se desarroll6 en los
afos 90 y fracasé al generar depdsitos AB después de sobre-expresar APP en
ratones, probablemente por una expresion transgénica insuficiente o por el
background genético de los mismos. En 1995, Games et al. Utilizaron la region
promotora del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) para sobre
expresar un cDNA minigen de APP con la mutacién V717F. Este minigen sobre
expresaba las tres isoformas mayores de la APP humana (APP695, 751 y 770) en

los ratones (Manzano y cols., 2009).

El raton transgénico generado se llamé PDAPP y mostraba depdsitos
extracelular de AB, asi como placas neuriticas tras 6-9 meses de edad, pérdida

sinaptica y microgliosis. Se producian acumulos primariamente de AB42, aunque
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también de AR40. La distribucion de las lesiones en todos los modelos de ratones
transgénicos es similar, con un gran ndmero de depdsitos marcados en las
regiones mas afectadas. Existen algunas diferencias como la mayor produccion de
péptido AB42 respecto al AB40 en ratones que expresan la mutacion V717F
(Pooler y cols., 2015).

8. Modelos de dietas hipercaloricas

Un grupo de investigadores cuantificaron los cambios en los niveles de
glucosa cerebral y el estrés oxidativo posterior al consumo de una dieta rica en
fructosa en ratas Wistar y por lo tanto, para explorar el potencial de una dieta rica
en proteinas de sardina para contrarrestar los efectos de la dieta y el dafio del
estrés oxidativo. El consumo de pescado ha sido reportado como un factor de
proteccién contra varios tipos de enfermedades y numerosas literaturas han
identificado los beneficios del consumo de pescado y su asociaciébn con las
enfermedades cardiovasculares en las ultimas décadas. Utilizaron un total de 24
ratas de la cepa Wistar machos con un peso de 190-200. Las ratas fueron
asignados en 4 grupos con peso igual y alimentados con la siguiente dieta durante
2 meses: Grupo 1 (C-DF) recibié una dieta que contenia 20% de caseina y 64%
de fructosa; grupo 2 (S-DF) recibido 20% de proteinas de sardina y el 64% de
fructosa; grupo 3 (C) recibié 20% de caseina, 5% de sacarosa y 59% de almidon
de maiz; y el grupo 4 (S) recibio proteina sardina 20%, 5% de sacarosa y 59% de
almidén de maiz. Las dietas eran isoenergética (16,28 MJ / kg) y contenia
cantidades idénticas de lipidos, vitaminas, minerales y fibra. La comida y el agua
se proporcionaron ad libitum. Los pesos corporales de los animales se registraron
cada semana y la ingesta de alimentos se midio diariamente mediante la medicion
de la comida restante. La distancia desde la punta de la nariz a la punta de la cola
era la medida de la longitud del animal. El valor de IMC se utiliza para identificar la
obesidad en las ratas fue de BMI 21.00 g / cm2 (Madani y cols., 2015).
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9. Justificacion

El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas
relacionadas por la obesidad, hiperglicemia e insulinorresistencia, lo cual ocasiona
el desarrollo de enfermedades crénico no trasmisibles como la DM2. Por lo tanto,
esta situacion metabdlica se ha convertido en uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial (Bldzquez y cols., 2014). Asi mismo, los ultimos
reportes epidemioldgicos indican que el sindrome metabdlico podria afectar las
capacidades cognitivas de los humanos, debido a que la insulinorresistencia y la
hiperglicemia en el cerebro activan mecanismos de neurodegeneracion a nivel

l[imbico.

En este sentido el sindrome metabdlico constituiria un factor de riesgo
para desencadenar enfermedades neurodegenerativas como la EA. Un trastorno
caracterizado histopatolégicamente por la presencia de placas neriticas formadas
por el péptido AB, el cual es considerado un agente etiolégico importante para esta
enfermedad (Bernhardi y cols., 2005). Los reportes indican que la sintesis de AR
se exacerba bajo condiciones de hiperglicemia e hiperinsulinemia, potencializando
la formacién de las placas neriticas. La insulina en el cerebro juega un papel
importante en la regulacion de la ingesta de alimentos, el peso corporal, el
aprendizaje y la memoria (Stranahan y cols, 2012). La disminucion en la
sefalizacion de insulina se asocia con el deterioro de la capacidad cognitiva, en
consecuencia con el desarrollo de la demencia. Esto se debe a que la sefalizacion
de la insulina regula multiples pasos de la sintesis y agregaciéon de AB en el
cerebro ocasionando la muerte neuronal, sin embargo esto aun no es claro (Yang
y cols. 2015).

Hasta el momento no existen informes que describan la relacion directa
del papel del sindrome metabdlico en la toxicidad del AB, en particular sobre las
rutas inflamatorias y de estrés oxidativo, las cuales pueden exacerbar la muerte de
las neuronas. En este sentido el presente trabajo pretende demostrar el papel de

la toxicidad del AB en ratas con sindrome metabdlico. Esto con la finalidad de
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demostrar si el sindrome metabdlico es un factor critico para incrementar la
toxicidad del AB y en consecuencia exacerbar el estrés oxidativo y la respuesta
inflamatoria en regiones limbicas como la corteza temporal y el hipocampo. Este
trabajo aportaria evidencias contundentes del riesgo que presentan las personas

con sindrome metabdlico para desarrollar la EA.
10. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el dafo oxidativo e inflamatorio que induce el amiloide-f31.42 en un modelo

de sindrome metabdlico en ratas.
Objetivos Particulares

e Evaluar los marcadores de estrés oxidativo que causa el amiloide-f;1.42 en el

hipocampo y la corteza temporal de ratas con sindrome metabdlico.

e Evaluar los marcadores de inflamacién que causa el amiloide-B1.42 en el

hipocampo y la corteza temporal de ratas con sindrome metabdlico.
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11. Desarrollo

11.1 Diagrama de trabajo

20 ratas macho cepa Wistar

100-150g
Grupo control, Dieta Normacal6rica(DNC) Grupo problema, Dieta Hipercalorica
(Lab-Diet 500) por 90 dias (DHC) por 90 dias
[ Cirugia estereotaxica ] Cirugia estereotaxica
ABi42€n Hp ABis€en Hp
SSl en Hp 1L 1pL /lado [50nM] SShen Hp 1ut 1L/ lado [50nM]

30 dias 30 dias

de estrés oxidativo e
inflamatorios

]

Andlisis de resultados

Determinacién de marcadores ]
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11.2 Sujetos a experimentacion

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 100 a 150 g de peso,
procedentes del Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP. Se mantuvieron en jaulas
de acrilico transparentes, con libre acceso de agua y alimento, a una temperatura
de 24°C, 50% de humedad y un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas. El manejo
y cuidado de los animales se realizd bajo los lineamientos en la norma oficial
NOM-062-Z00-1999.

11.3 Administracion de Dieta

Los animales empleados fueron divididos aleatoriamente en dos grupos de 10
ratas, el grupo control se mantuvo con una dieta balanceada de aporte energético

(LabDiet 5001) y el grupo problema se expuso a una dieta hipercalérica e
hiperglicemica (Patente BUAP: MX/E/2013/047377). Las dietas estan compuestas

de la siguiente manera:

Composicion Dieta de alta caloria % calorias

orcentual (DHC) Kcal/g(DNC)

P (mx/e/2013/047377)(%) Lab-Diet 5001
Carbohidratos 71.4 56.36
Proteinas 7.3 13.02
Grasa 5.8 27.66
Fibra cruda 0.0 2.95
Total 84.5 99.99

Ambas dietas se administraron ad libitum durante 90 dias, tiempo necesario

para inducir el sindrome metabdlico (SM) (Trevifio y cols., 2015).
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11.4 Determinacién de los parametros biogquimicos para valorar la induccion
del sindrome metabdlico

A los animales del grupo control y problema se les practicaron las
determinaciones séricas en condiciones de ayuno para evaluar la glucosa,
insulina, lipidos totales, triglicéridos, acidos grasos libres a los 0, 30, 60 y 90 dias

de la administracion de las dietas respectivas.
11.5 Cirugia estereotaxica

Una vez generado el sindrome metabdlico, los animales del grupo control y
problema se sub-dividierbn en dos grupos de 10 ratas cada uno, el grupo de
solucion salina isotonica (SSI) y el grupo de amiloide-B;1.42 [50 nM]. Los animales
fueron anestesiados con ketamina / xilacina (0.2mL/100 g, por via ip). El amiloide-
B1-42 (Sigma—Aldrich) [50nM] o la SSI se administraron en el hipocampo (1uL de
forma bilateral) con ayuda de una aparato estereotaxico (AP: -4.2; L: +2.1; P; 2).
Posteriormente, los sujetos de experimentacion recibieron los cuidados post-
operatorios respectivos. A los 30 dias posteriores a la inyeccién se evaluaron los
parametros de estrés oxidativo y de inflamacion respectivamente (n=5 / grupo).

11.6 Obtencidn de los tejidos cerebrales

Transcurridos los 30 dias de la inyeccion del amiloide-B;.42, los animales de
cada grupo fueron anestesiados con ketamina-xilacina (0.2 mL / 100 g, via ip.),
para ser perfundidos por puncién cardiaca con 100 mL de solucién buffer de
fosfatos (PBS), posteriormente se extrajo el cerebro y se proces6 para el

desarrollo de las técnicas bioquimicas e histologicas.
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11.7 Técnicas bioquimicas en los tejidos cerebrales

Una vez obtenidos los cerebros de cada grupo (n=5), se realiz6 la diseccion
de la corteza temporal (CxT) y el hipocampo (Hp). Los tejidos fueron
homogeneizados en PBS y centrifugados a 12,500 rpm durante 30 minutos a una

temperatura de 4°C, en una micro-centrifuga refrigerada.

11.7.1 Antioxidantes

La actividad de enzimas antioxidantes se realizO0 mediante kits de
determinacion colorimétrica disponibles comercialmente a partir de los
homogenados de la CxT e Hp previamente obtenidos: Superoxido dismutasa
(SOD Determination Kit by Fluka Cat:19160), Glutation peroxidasa
(Colorimetric assay for GPx Oxford Biomedical Research Product No. FR17),
Glutation reducido/oxidado (Colorimetric assay for GSH/GSSG Oxford Biomedical
Research Product No. GT30).

11.7.2 Cuantificacién de nitritos

La cuantificacion se realizé siguiendo el protocolo de Griess modificado
por Green y cols., 1982. Los reactivos empleados fueron nitrito de sodio (Meyer)
0.1 pM (como solucion estdndar para elaborar una curva de -calibracién),
sulfanilamida (Sigma) al 1 % y de N-(1-naftil)-etilendiamina dihidrocloruro (Sigma-
Aldrich) 0.1 % y &cido fosforico al 5 %. Todos los reactivos y las muestras se
adicionaron en volumenes iguales de 50 pL. Cada muestra se procesd por
triplicado. Los estandares y las muestras fueron leidos en el lector de microplacas
a una longitud de onda de 540 nm. La intensidad del color es proporcional a la
cantidad de nitritos. La concentracion de nitritos fue obtenida por la interpolacion
de las lecturas en la curva de calibracién. Los datos obtenidos, fueron expresados

como micromolar de nitritos por miligramos de proteina (UM / mg).
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11.7.3 Cuantificacion de peroxidacién de lipidos

La formacion de compuestos lipidicos fluorescentes fue medida de
acuerdo al protocolo propuesto por Pérez-Severiano Yy cols., en 2004. El Hp y la
CXT de cada grupo, respectivamente, se homogeneizo en SSI. Posteriormente se
adiciono una mezcla de cloroformo metanol (1:1, v/v) y colocadas en hielo durante
30 minutos en un cuarto oscuro. Al termino del mismo se observo la formacion de
dos fases, la fase acuosa se decantd y la fase inferior se conservo para que
posteriormente sea leida en un espectrofotémetro de luminiscencia (Perkin Elmer
LS50-B) a una longitud de onda de 370nm de excitacion y 430-nm de emision. Los
datos obtenidos seran expresados en unidades relativas de fluorescencia por

miligramo de proteina.

11.7.4 Cuantificacién de citocinas

La concentracion de IL-18 y TNF-a en la CxT e Hp de ratas se
cuantificé por el método de ELISA (kit, R & D). Se colocaron 100 pL de la solucién
filadora en cada uno de los pozos de la microplaca y se agregaron 10 ug / yL de
muestra en los pozos. Se incub6 durante una hora. Terminado el tiempo de
incubacion se retird el liquido residual de cada pozo, para bloquear la reaccion se
agregaron 300 pL de ASB durante 30 minutos. Posteriormente, se agregaron 100
ML de la solucién fijadora y 100 uL de cada anticuerpo (anti-IL-18 y anti-TNF-q,
todos a una dilucién de 1: 1000). Se incub6 durante una hora, después del tiempo
transcurrido se retir6 el liquido residual y se lavé la placa 2 veces por 5 minutos,
se afiadieron 100 pL del anticuerpo secundario se dejoé incubar por una hora.
Después se lavo la placa 2 veces por 5 minutos, se retird el liquido residual y se
agregaron 100 pL del sustrato de peroxidasa (ABTS) en cada pozo de la placa. La
actividad de la enzima gener6 la aparicion de color azul-verde en los pozos.
Finalmente, se agrego 50 uL de solucion de paro para detener la reaccion. Los
estandares y las muestras fueron leidas en el lector de microplacas a una longitud

de onda de 450 nm. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de
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citocinas. La concentracion de las citocinas fue obtenida mediante la interpolacion
de las lecturas en la curva de calibracion. Los datos obtenidos fueron expresados
en picogramos por miligramo de proteina (pg / mg). Los limites de deteccion de las

citocinas, estan en el intervalo de 10 a 15 pg / mg de proteina.

11.8 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se graficaron como la media + el error estandar
(ESM). Posteriormente se analizaron estadisticamente por medio de una prueba
de ANOVA de dos via.

12.Resultados

Efecto del AB1.42 sobre la concentracion de enzimas antioxidantes en la CxT vy el
Hp en ratas con sindrome metabdlico

Para demostrar el papel del péptido ABi.4» sobre la SOD, CAT, GPx en el
Hp y CXT de ratas con sindrome metabdlico, se cuantificé la concentracion de
cada enzima, respectivamente. Los resultados de SOD en CxT demuestran que el
grupo tratado con SSI + DNC registré una concentracion de 7.8 + 0.26 unidades
de SOD, el grupo tratado con AB142 + DNC obtuvo una concentracion de 12.5 +
2.37 unidades de SOD vy el grupo administrado con SSI + DHC mostré6 una
concentracion de 2.63 = 0.35 unidades de SOD. Mientras que el grupo de AB1.42 +
DHC presenté una concentracién de 4.73 + 0.48 unidades de SOD. El analisis
estadistico indicé que el grupo ABi.42, + DHC mostré una disminucion significativa
del 80% en la concentracion de SOD, respecto al grupo AB1.42 + DNC (ANOVA de
dos vias) (Figura 4 A).

De igual manera, la concentracion de CAT en la CxT sefialan que en el
grupo tratado con SSI + DNC presenta una concentracion de 0.06 + 0.002

unidades de CAT, el grupo AB1.42 + DNC obtuvo una concentracién de 0.16 + 0.01
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unidades de CAT y el grupo administrado con SSI + DHC obtuvo una
concentracion de 1.86 £ 0.17 unidades de CAT. Mientras que el grupo de AB1.42 +
DHC presentd una concentracion de 0.61 + 0.04 unidades de CAT. El analisis
estadistico indico que el grupo AB142 + DHC mostré6 un aumento significativo del
67% en la concentracion de CAT, respecto al grupo AB;.s2 + DNC (ANOVA de dos
vias) (Figura 4 B).

Por otra parte la concentracion de GPx en CxT del grupo de SSI + DNC
presenta una concentracion de 7.23 £ 0.74 uM de GPX, el grupo AB1.42 + DNC se
observa una concentracion de 11.14 + 0.87 uM de GPx. Mientras el grupo SSI +
DHC obtuvo una concentracion de 12.62 £ 0.83 uM de GPx y el grupo AB1.42 +
DHC su concentracion es 18.12 £ 0.68 uM de GPX. El andlisis estadistico indico
que el grupo ABi4 + DHC mostré un aumento significativo del 43% en la
concentracion de GPx, respecto al grupo ABi42 + DNC (ANOVA de dos vias)
(Figura 4 C).

La concentracion de GSH/GSSG en CxT del grupo SSI + DNC corresponde
de 3.45 + 0.67 y el grupo ABi4, + DNC la concentracion es de 1.77 + 0.16. El
grupo SSI + DHC su concentraciéon es de 0.45 + 0.053 y el grupo AB142 + DHC
obtuvo una concentraciéon de 0.44 + 0.02. El analisis estadistico indicé que el
grupo ABi42 + DHC mostr6 una disminucion significativa del 2% en la
concentracion de GSH/GSSG, respecto al grupo ABi42 + DNC (ANOVA de dos
vias) (Figura 4 D).

Asimismo, en el Hp los datos en SOD, la concentracion para el grupo SSI +
DNC corresponde el 11.13 = 0.64 unidades de SOD y en el grupo de AB1.42 + DNC
su concentracion es de 12.03 £ 2.4 por unidades de SOD. El grupo tratado con
SSI + DHC registro una concentracion de 8.36 + 0.84 por unidades de SOD v el
grupo tratado con A4 + DHC obtuvo una concentracion de 5.32 + 1 por

unidades de SOD. El analisis estadistico indico que el grupo AB;.4> + DHC mostro
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una disminucién significativa del 36% en la concentracion de SOD, respecto al
grupo AB1.42 + DNC (ANOVA de dos vias) (Figura5 A).

La concentracion CAT en Hp del grupo SSI + DNC es de 0.08 + 0.01 por
unidades de CAT y el grupo AB:1.42 + DNC presenta una concentracion de 0.11 +
0.01 unidades de CAT. Mientras tanto el grupo SSI + DNC se observé una
concentracion de 0.27 + 0.02 unidades de CAT, el grupo con AB1.42 + DHC mostro
una concentracion de 0.15 + 0.08 unidades de CAT. El analisis estadistico indico
que el grupo ABi142 + DHC mostr6 un aumento significativo del 36% en la
concentracion de CAT, respecto al grupo ABi42 + DNC (ANOVA de dos vias)
(figura 5 B).

En el caso de GPx en Hp la concentraciéon del grupo SSI + DNC fue 5.09 +
0.66 uM de GPx, para el grupo AB1.42 + DNC la concentracion es de 8.89 + 0.61
UM de GPx. Para el grupo tratado con SSI + DHC su concentracién es de 7.8 +
0.17, AB1.42 + DHC la concentracion fue de 10.55 + 1.02. El andlisis estadistico
indicé que el grupo ABi..2 + DHC mostr6 un aumento significativo del 35% en la
concentracion de GPx, respecto al grupo ABi42 + DNC (ANOVA de dos vias)
(figura 5 C).

Las concentracion GSH/GSSG en Hp del grupo con SSI + DNC mostré una
concentracion del 2.5 + 0.18 y el grupo AB142 + DNC registré una concentracion
de 0.76 = 0.89. El grupo SSI + DHC su concentracion fue de 0.68 + 0.056 y AB1.42
+ DHC es 0.33 £ 0.05. El analisis estadistico indico que el grupo AB1.42 + DHC
mostré una disminucién significativa del 51% en la concentracion de GPX,
respecto al grupo ABi.42 + DNC (ANOVA de dos vias) (figura 5 D).

34



CORTEZA TEMPORAL

B) 251
A) ¢ 20 g
R @
] 5 2.01 T
° 154 x s
a 2 1.5
) o A
° o
2 10 £
E = 1.0
8 % g Jekk
(7] 54 g
e 8 0.5
3 ] > -
0 0.0+ —
ssl AB1'_42 ' ssl AB1'42 ssl AB1.42 ) SSi AB1.-42
DNC DHC DNC DHC
S
C) 20+ B D) |
E “
2 4
S 154
s 8 3d
() * (72}
o° o L
£ 10] & 21 s
@ 2y
(2]
() 14
8 57 4
2 ] ] mm
04 T T T T T
v v v v v SSI ABq42 SSI ABy.42
SSI ABia2 SSI ABya — —_—
DNC DHC DNC DHC
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Efecto del AB1.42 Sobre el estrés oxidativo en la CxT y el Hp de ratas con sindrome
metabolico

Las concentraciones de nitritos en la regiéon CxT y el Hp de ratas con
sindrome metabdlico se cuantific6 por medio de la técnica de Griess. La
concentracion de nitritos en la regiéon CxT en el grupo tratado con SSI + DNC es
de 2.94 £ 0.72 uM de nitritos/ mg de proteinas y el grupo tratado por AB1.42 + DNC
registro una concentracién de 9.10 + 0.71 pM de nitritos/ mg de proteinas, en el
grupo tratado con SSI + DHC la concentracion es de 7.45 £ 0.90 uM de nitritos/
mg de proteinas y AB1.42 + DHC obtuvo una concentracion de 11. 97 £ 1.02 uM de
nitritos/ mg de proteinas. El analisis estadistico indicé que el grupo AB;1.42 + DHC
mostro un aumento significativo del 60% en la concentracion de nitritos, respecto
al grupo AB;.42 + DNC (ANOVA de dos via) (figura 6 A).

Mientras la concentracion de nitritos en Hp la concentracién en el grupo de
SSI + DNC obtuvo 5.07 + 0.35 pM de nitritos/ mg de proteinas, el grupo tratado
por ABi42 + DNC la concentracién fue de 9.13 £ 0.75 uM de nitritos/ mg de
proteinas. El grupo SSI + DHC registré una concentracién de 8.09 + 0.69 uM de
nitritos/ mg de proteinas y el grupo ABi1.42 + DHC presentd una concentracion de
13.20 + 1.33 pM de nitritos/ mg de proteinas. El andlisis estadistico indico que el
grupo ABi.42 + DHC mostré un aumento significativo del 63% en la concentracion
de nitritos, respecto al grupo AB1.42 + DNC (ANOVA de dos vias) (figura 6 B).
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Figura 6. Efecto del AB; 4, causa un estrés oxidativo en la CxT y el Hp de ratas con sindrome
metabdlico. Los animales fueron sacrificados 30 dias después de la inyeccion de 1 pL de SSI o pL
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Efecto del AB1.42 Sobre la peroxidacion de lipidos actividad en la CxT y el Hp de
ratas con sindrome metabdlico.

La concentracion de peroxidacion de lipidos en CxT del grupo con SSI +
DNC presento una concentracion de 0.06 + 0.009 URF/ mg de proteinas y el otro
grupo tratado AB;.42 + DNC registré una concentracion de 0.34 + 0.067 URF/ mg
de proteinas. El SSI + DHC su concentracién fue de 0.25 + 0.03 URF/ mg de
proteinas y ABi42 + DHC obtuvo una concentracion de 0.42 + 0.01 URF/ mg de
proteinas. El analisis estadistico indicé que el grupo ABi42 + DHC mostr6 un
aumento significativo del 68% en la concentracién de peroxidacion de lipidos,
respecto al grupo ABi1.42 + DNC (ANOVA de dos vias) (figura 7 A).

Asi mismo la concentracion de peroxidacion de lipidos en Hp en el grupo
SS + DNC su concentracion es de 0.07 + 0.01 URF/ mg de proteinas y el grupo
AB142 + DNC obtuvo una concentracion de 0.22 + 0.02 uM de nitritos/ mg de
proteinas. El grupo SSI + DHC registr6 una concentracion de 0.37 +0.36 URF/ mg

de proteinas, el grupo tratado con AB1.42 + DHC la concentracion es de 0.55 + 0.04
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URF/ mg de proteinas. El analisis estadistico indicé que el grupo ABi.s> + DHC
mostré un aumento significativo del 48% en la concentracion de peroxidacion de
lipidos, respecto al grupo ABi.42 + DNC (ANOVA de dos vias) (figura 7 B).
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Figura 7. Efecto del AB,.s, sobre la peroxidacién de lipidos actividad en la CxT y el Hp de
ratas con sindrome metabélico. Los animales fueron inyectados con 1 uL de SSl o 1 uL de AB1.4»
[50 nM] en el Hp. En la gréafica A se muestra la concentracion de LP en CxT y en B se muestra la
concentracion de LP en HP. Cada barra representa la media + el ESM.

Papel del AB;.4, sobre la concentracién de IL-1B y TNF-a en la CxT y el Hp de
ratas con sindrome metabélico

La concentracion de citocinas (IL-1B y TNF-a) se cuantifico en la regién CxT
y HP por la técnica de ELISA. En la CxT la concentracion de IL-18 y TNF-a en el
grupo SSI + DNC fue de 17.91 + 1.43 Pg de IL-1B/ mg de proteinay 19.45 £ 2.78
Pg de TNFa/ mg de proteina, el grupo AB1.42 + DNC registré una concentracion de
172.6 £ 14.36 pg de IL-1B8/ mg de proteina y 124.9 + 3.18 Pg de TNFa/ mg de
proteina, para el segundo grupo tratado SSI + DHC las concentraciones fueron
68.62 + 3.27 Pg de IL-1B/ mg de proteina y 45.75 + 3.55 Pg de IL-1B/ mg de
proteina para el grupo tratado con ABi42 + DHC se obtuvo los siguientes datos

191.3 £ 2.16 Pg de IL-1B/ mg de proteina y 176.3 + 14.86 Pg de IL-1B3/ mg de
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proteina. El analisis estadistico indicé que el grupo AB1.42 + DHC (IL-18 y TNF-a)
mostrdé un aumento significativo del 178% 285% en la concentracion de IL-1B y
TNF-a, respecto al grupo AB142 + DNC, el grupo AB1.42 + DHC aumento (ANOVA
de dos vias) (Figura8 Ay C).

El Hp las concentraciones de citocinas (IL-1B y TNF-a) en el grupo SSI +
DNC se obtuvieron los siguientes datos 29.4 + 3.07 Pg de IL-1p/ mg de proteina y
5.37 £ 0.51 Pg de IL-1B/ mg de proteina, AB14> + DNC presentd las siguiente
concentracion 125 + 2.52 Pg de IL-13/ mg de proteina 'y 74.20 + 3.15 Pg de IL-1B/
mg de proteina, SSI + DHC registré las concentraciones de 59.05 + 4.65 Pg de IL-
18/ mg de proteina y 31.07 + 1.25 Pg de IL-1B/ mg de proteina y el grupo tratado
con AB1-42 + DHC registré una concentracion de 185.8 + 44.55 Pg de IL-13/ mg de
proteina y 100.9 + 2.32 Pg de IL-1p3/ mg de proteina. El analisis estadistico indicé
que el grupo AB1.42 + DHC (IL-1B y TNF-a) mostré un aumento significativo del
214% 224% en la concentracion de IL-18 y TNF-a, respecto al grupo ABi.42 +
DNC, el grupo AB1.42 + DHC aumenté (ANOVA de dos vias) (Figura 8 By D).
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Figura 8. Efecto del AB, 4, incrementa la concentracion de citosinas pro-inflamatoria en la
CxTy el Hp de ratas con sindrome metabdlico. Los animales fueron inyectados con 1 pL de SSI
0 1 uL de AB1.42[50 nM] en el Hp. En la gréfica A, C se muestra la concentracion de IL-18 y TNF-a
en CxT. Las gréficas B, D se muestra la concentracion de IL-18 y TNF-a en HP. Las citosinas
fueron cuantificadas por la técnica de Elisa. Cada barra representa la media + el ESM.

13.Discusién de resultados

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el estrés oxidativo y la
respuesta inflamatoria en el Hp y CxT que induce la inyeccidn del AB1.42 €n ratas
con sindrome metabdlico. La EA es la demencia mas comun en personas de la

tercera edad, se caracteriza por una pérdida progresiva de la capacidad cognitiva
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y una neurodegeneracion severa (Zhiyou y cols., 2013). La pérdida neuronal y la
atrofia cerebral han sido reportadas en las regiones del hipocampo, la corteza
temporal y frontal en personas con la EA. Con respecto a la EA, la muerte
neuronal es inducida por los efectos toxicos del AB, generandose asi estrés
oxidativo (Parris y cols., 2005). El cerebro es particularmente vulnerable al estrés
oxidativo ya que presenta una elevada tasa metabdlica derivada de la glucosa,
posee niveles muy bajos de defensas antioxidantes, contiene altas
concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, que es un posible blanco de
peroxidacién lipidica y ademas una alta actividad enzimatica relacionada con
metales de transicion, los cuales pueden catalizar la formacion de radicales libres
(Manzano y cols., 2006). Existen varios sistemas de proteccion en la célula que
evitan el excesivo incremento de especies reactivas, entre los que se encuentran:
la actividad de la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx) (llkun y Boudina, 2008). Estudios recientes han demostrado que
la concentracion de estas enzimas se encuentra en mayor concentracion en
personas que padecen la EA (Ya-Ting Chang y cols, 2014). En el presente trabajo
se evaluaron los niveles de las enzimas antioxidantes en la regién del Hp y CxT,
que son clave esencial para la defensa ante el estrés oxidativo. Los datos
observados en SOD se muestran una disminucion significativa en el grupo tratado
con AB1.42 + DHC respecto al grupo con SSI + DNC, por otra parte las enzimas
CAT, GPx y GSH/GSSG hay un aumento significativo en el grupo con la AB1.42 +
DHC en comparacion con el grupo SSI+ DNC. Por lo que se sugiere que el AB bajo
condiciones de SM se induce un aumento en las enzimas SOD y GPx debido a los
niéveles de H,0O, lo que activa dichas enzimas (Gil Alcides y cols., 2013). Cuando
los mecanismos antioxidantes son insuficientes para contener a los radicales libres
derivados del oxigeno o nitrogeno, se da lugar a una condicidon conocida como
estrés oxidativo y nitrosativo, que puede ser de tal magnitud que termine por
afectar las funciones principales de la célula e inducir su muerte (Hritcu y cols.,
2015).
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La peroxidacion lipidica es una de las principales consecuencias del estrés
oxidativo causando un algun estimulo externo en el cerebro. Se produce una
pérdida progresiva de la fluidez de la membrana, se reduce el potencial de
membrana y hay un aumento en la permeabilidad de iones como Ca,+ (DiCiero y
cols., 2000). La peroxidacion lipidica conduce a la produccion de hidroperdoxidos
de dieno conjugado y sustancias inestables que se desintegran en varios
aldehidos como malondialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal (4HNE) (Ya-Ting Chang
y cols, 2014). Los resultados obtenidos de la cuantificacion de la concentracién de
la peroxidacion lipidica en la regiones de Hp y CxT, se observa un aumento
significativo en el grupo ABi.42 + DHC respecto al grupo con SSI + DNC. Por lo que
se sugiere que el AB;1.4» bajo condiciones de SM, conduce a la aparicion del estrés
oxidativo, por consecuencia los acidos poliinsaturados que se encuentran en la
membranas biologicas sean vulnerables a la oxidacion debidos a que tienen en
sus estructura dobles enlaces, lo que hace que sean extremadamente sensibles a

la agresion de los radicales libres y finalmente muerte celular.

El estrés oxidativo (EO) y la apoptosis tienen un funcion muy importante en la
patogénesis de la EA. El incremento del calcio intracelular genera la activacion de
la oOxido nitrico sintetasa neuronal (NOS-n), lo que a su vez aumenta la
concentracion del NO intracelular. Este reacciona con el anion radical superdxido
qgue proviene de la cascada del acido araquidonico, de la mitocondria o de la
conversion de la xantina deshidrogenada xantina oxidasa, dando lugar al
peroxinitrito (ONOO-) (Manzano y cols., 2006). Este compuesto puede originar
formas transicionales activas con potenciales reactivos semejantes a los del
radical hidroxilo. La demostracion de la peroxinitracion extensiva de proteinas en
el cerebro afectado por la EA, sugiere un papel patologico del ONOO- en esta
enfermedad (Hernandez y cols., 2014). Los resultados obtenidos de la
cuantificacion de la concentracién de nitritos en la regiones de Hp y CxT, se
observa un aumento significativo en el grupo ABi.4» + DHC respecto al grupo con
SSI + DNC. Por lo que se sugiere que el ABi1.4s> bajo condiciones de SM, la

estructura y funcion en la mayoria de las células de la CxT y el Hp, lo que implica
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el evidente estado de neurodegeneracion que a largo plazo podria afectar las

funciones cognitivas.

En la EA hay una respuesta inflamatoria que se presenta como respuesta al
estrés cronico producido por los depédsitos de AB (Ledn y cols., 2006). Este
proceso se caracteriza por la induccion de una cascada de eventos moleculares
que incluyen la activacién de la microglia y los astrocitos y secrecion de citocinas.
La glia que rodea las placas amiloideas o la que es expuesta a AR, secreta
moléculas pro-inflamatorias incluyendo Factor de Necrosis Tumoral-a,(TNF-a), IL-1B
(Dra. Rbernhardi, 2007). Estas moléculas pueden potenciar la neurodegeneracion
al aumentar la sensibilidad neuronal a los radicales libres. La 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS) aumenta en la neuroinflamacion y esta elevada en la EA. Ademas
de su citotoxicidad, TNF-a e IL-1B también estimulan la sintesis y procesamiento
amiloidogénico del APP (Manzano y cols., 2006). Los resultados obtenidos de la
cuantificacion de la concentracion de citocinas en la regiones de Hp y CxT, se
observa un aumento significativo en el grupo AB1.42 + DHC respecto al grupo con
SSI + DNC. Por lo que se sugiere que el ABi.42 bajo condiciones de SM, las
citocinas afectan la regulacion sinaptica y sus efectos son variables dependiendo
de la concentracion de citocinas. Mientras IL-1B participa en mecanismos de
memoria en condiciones fisioldgicas, a concentraciones elevadas altera la

memoria y la plasticidad neuronal, induciendo depresion sinaptica.

Por lo tanto, los resultados del presente trabajo aportan las primeras
evidencias del impacto del sindrome metabdlico en la toxicidad del AB a nivel
cerebral. Una toxicidad expresada por la generacion de radicales libres, los cuales
desencadenan una cascada oxidativa que repercuten en la activacion de células
inmunitarias para la generaciéon de una respuesta inflamatoria que podria resultar

en una degeneracion neuronal.
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14.Conclusiones

e EI ABi4 modifican la concentracion de las enzimas antioxidantes e
incrementa la concentracion de nitritos, radicales libres y la peroxidacion de
lipidos detonando el estrés oxidativo en el hipocampo y la corteza temporal

de ratas con sindrome metabdlico.

e EI ABi.42 incrementa la concentracion de la IL-18 y TNF-a, las cuales
favorecen el desarrollo de una respuesta inflamatoria en el hipocampo y la

corteza temporal de ratas con sindrome metabdlico.

e La condicion de sindrome metabdlico en las ratas potencializa la respuesta
oxidativa e inflamatoria que induce el ABi.42 en el hipocampo y la corteza

temporal de ratas.
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