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Resumen

El sindrome metabdlico ha sido asociado a problemas cognitivos y muchos de los signos que
lo componen han sido considerados como factores de riesgo en el deterioro de la memoria.
Debido a su caracter multifactorial se han descrito diferentes mecanismos por los cuales este
sindrome puede afectar la memoria. Sin embargo, hoy en dia permanece poco claro de qué
forma las desregulaciones metabdlicas, causadas generalmente por el consumo de una dieta
hipercalérica y una vida con poca actividad fisica, pueden producir cambios
neurofisiolégicos que afecten a los diferentes sistemas de memoria.

Existen antecedentes de que la cantidad de glutamato se ve incrementada y la cantidad
de dopamina se ve disminuida durante una prueba de memoria espacial y de reconocimiento
en un modelo de sindrome metab6lico. Ambos, el glutamato y la dopamina, figuran como
dos de los principales neurotransmisores involucrados en la memoria dependiente de
hipocampo. Ademas, en este mismo modelo de sindrome metabolico, se ha reportado una
menor eficiencia sinaptica debido a que en la prueba electrofisiolégica de potenciacion a
largo plazo (LTP) se observa una respuesta menos potenciada. Por ende, resulta posible que
una mayor cantidad de glutamato y una menor cantidad de catecolaminas sean el vinculo
entre el sindrome metabdlico y la afectacion de la memoria.

El objetivo de este proyecto fue analizar el efecto del sindrome metabdlico sobre la expresion
de los receptores glutamatérigicos ionotropicos, de la enzima TH y del receptor D1 y sobre
la plasticidad sinaptica en el hipocampo, los cuales son mecanismos cruciales para la
formacion de la memoria espacial. Sumado a esto, y debido a la necesidad de crear
tratamientos enfocados en la disfuncion cognitiva descrita en el sindrome metabdlico,
también se deseaba saber si aumentar la cantidad de catecolaminas en el espacio sinaptico
durante la LTP incrementa la habilidad para inducir plasticidad sinaptica.

Los resultados mostraron el efecto perjudicial de las desregulaciones metabdlicas
presentes en este modelo de sindrome metabdlico sobre la LTP en la via del patrén perforante
al giro dentado del hipocampo y el efecto restaurador de la nomifensina, un inhibidor de la
recaptura de catecolaminas, sobre la plasticidad neuronal. Se comprobd que el consumo
prolongado de una dieta alta en sacarosa no tiene efecto sobre la cantidad total de la enzima
TH ni sobre la cantidad total de las subunidades constitutivas GIuUN1 y GIuAl de los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA), ni sobre la cantidad total de los receptores Dx.

Este trabajo sugiere que la escasa cantidad de catecolaminas en el hipocampo es uno
de los mecanismos responsables de una menor plasticidad sinaptica y de la afectacion en la
memoria espacial descrita en el sindrome metabdlico. Ademas, los resultados aqui
presentados podrian contribuir al desarrollo de tratamientos enfocados a la afectacion
cognitiva asociada las desregulaciones metabdlicas.



1. Antecedentes

Los problemas de salud actuales estan estrechamente relacionados con el estilo de vida, el
cual se ha tornado sedentario y con un alto consumo de alimentos ricos en carbohidratos y
lipidos (OMS, 2017b). En el 2015, mas de la mitad de las defunciones registradas en el
mundo (el 54% de 56.4 millones de muertes) se debieron a la cardiopatia isquémica y el
accidente cerebrovascular (OMS, 2017b). En el 2015 la diabetes mellitus tipo Il (DMII), que
en el afio 2000 era inferior a un millén, fue la causa de muerte de 1.6 millones de personas
(OMS, 2017b). Por otro lado, la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas y cada afio
mueren, como minimo, 2.8 millones de personas a causa de obesidad o sobrepeso en el
mundo (OMS, 2017c).

En México, para el 2013 se habian registrado como dos de las principales causas de
muerte a la DMII (12.2% en hombres y 16.4% en mujeres) y a la cardiopatia isquémica
(12.6% en ambos sexos) (SIDSS, 2015), mientras que la prevalencia de obesidad y sobrepeso
aumento de un 61.1% en 2012 a un 67.5% en 2016 (ENSANUT, 2016a), al igual que la
prevalencia de DMII, que en 2012 era de 9.2% y en 2016 de 9.4% (ENSANUT, 2016b). Sin
embargo, antes de que una persona desarrolle por completo alguna de estas enfermedades,
existe un periodo en el que las disfunciones metabdlicas incrementan gradualmente hasta
culminar en un diagnostico definitivo. Este periodo intermedio ha sido de gran interés para
comprender la evolucion de enfermedades como la DMII y los problemas cardiovasculares
(Assuncao et al., 2018).

Diferentes estudios han demostrado que el consumo prolongado de alimentos cuyo
aporte calorico es mayor al requerimiento energético de un organismo y un estilo de vida
sedentario promueven el desarrollo de sindrome metabolico (SM), el cual puede definirse
como un conjunto de factores que incrementan directamente el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y DMII (Grundy et al., 2005; Wilson et al., 2005). Debido a
que se estima que en México 4 de cada 10 personas padecen SM (Wacher-Rodarte, 2009;
Lorenzo et al., 2006), resulta necesario ampliar el conocimiento de lo que implica padecer
SM con todas sus repercusiones, tanto metabolicas como cognitivas, con el objetivo de poder
desarrollar mejores tratamientos.

Algunos estudios situan al SM como un factor de riesgo para el desarrollo de trastorno
neurocognitivo leve (TNL) (e. g. Oh et al., 2011; Dik et al., 2007; Roriz-Cruz et al., 2007;
Raffaitin et al., 2011; Rouch et al., 2014), el cual se refiere a un estado intermedio entre la
cognicién normal y el trastorno neurocognitivo mayor (TNM), también llamado demencia.
El TNL es un trastorno heterogéneo definido por criterios clinicos, cognitivos y funcionales
(Petersen et al., 1999; Petersen, 2004) que involucra el declive de ciertas capacidades
cognitivas como la memoria, el lenguaje, habilidades espaciales y las funciones ejecutivas
(Custodio et al., 2012), pero que a su vez no interfiere de manera significativa en las
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actividades de la vida cotidiana (Sachdev et al., 2014). Dentro de estas capacidades
cognitivas, la memoria ha sido una de las mas estudiadas en el SM.

1.1. Sindrome metabdlico y desempefio cognitivo
1.1.1. Sindrome metabdlico

Una persona que padece SM tiene 5 veces mas probabilidad de padecer DMII y dos veces
mas de desarrollar alguna enfermedad cardiovascular dentro de los proximos 10 afios (Alberti
et al., 2009). Sin embargo, lo que actualmente se conoce como SM ha recibido diferentes
denominaciones y sus criterios de diagnostico han cambiado a lo largo del tiempo (Samson
& Garber, 2014).

En un inicio, el SM fue descrito como la relacion entre hipertensién, hiperglucemia y
gota (Kylin, 1923). Posteriormente se describié como la asociacion entre la obesidad visceral
y las anormalidades encontradas en enfermedades cardiovasculares y DMII (Vague, 1947).
Después pasdé a ser considerado como un sindrome compuesto por hipertension,
hiperglucemia y obesidad (Avogaro & Crepaldi, 1965). Luego se conocié como el “sindrome
X” (que era un grupo de factores de riesgo para padecer DMII y enfermedades
cardiovasculares entre las que destacaba la resistencia a la insulina y no se incluia ningin
tipo de obesidad) (Reaven, 1988). En sus Ultimas definiciones, se le conoci6 como el
“cuarteto de la muerte” (que era la combinacion de obesidad, intolerancia a la glucosa,
hipertrigliceridemia e hipertension) (Kaplan, 1989), que después se renombrdé como el
“sindrome de la resistencia a la insulina” (Haftner et al., 1992). Debido a este cambio
constante en su definicion y composicion diagndstica, diferentes grupos han intentado
desarrollar criterios fijos para la diagnosis del SM.

El primer intento se realizd por un grupo dedicado a la investigacion de la diabetes
de la OMS en 1998 para proporcionar una definicion “global” del SM (Alberti & Zimmed,
1998). Este fue seguido por el Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina
(EGIR, por sus siglas en inglés), el cual modificé la definicion de la OMS en 1999 (Balkau
& Charles, 1999). En 2001, el Panel de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de
Educacion sobre el Colesterol (NCEP/ATPIII, por sus siglas en inglés) publico su definicion
(Cleeman, 2001). Posteriormente, la Asociacibn Americana de Endocrindlogos Clinicos
(AACE, por sus siglas en inglés) publico otra definicion en 2003 (Einhorn et al., 2003). A
esta definicion le sigui6 la propuesta de la Asociacion Americana del Corazdén (AHA, por
sus siglas en inglés) y el Instituto Nacional del Corazdn, Pulmon y Sangre (NHLBI, por sus
siglas en inglés) (Grundy et al., 2005. Finalmente, la Federacidn Internacional de Diabetes
(IDF, por sus siglas en inglés) propuso una nueva definicion del SM en el 2005 (IDF, 2006).
En su totalidad, los criterios sefialados por estas instituciones constituyen los caracteres
diagndsticos mas utilizados para definir el SM actualmente (tabla 1).
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WHO EGIR NCEP/ATPIIl AACE AHA/NHBLI/ADA IDF Definiciéon
(1999) (1999) (2001) (2003) actualizada por (2005) conjunta®
NCEP/ATPIIl (2009)
(2004)
Numero de GAA/IG/DMII o Resistencia a la 3 0 mas de... IG/GAA con 3 0 més de... Obesidad y 2 de... 3 o mas de...

factores de riesgo

resistencia a la
insulina®y 2 de...

insulina®y 3 o
maés de...

cualquiera de...

Obesidad Proporcion de Circunferenciade Circunferenciade IMC = 25kg/m? Circunferenciade Circunferenciade Circunferencia de
cintura/cadera >  cintura z 94 cm cintura = 102 cm cintura= 102 cm  cintura = 94 cm cintura®
0.9H,>085Mo H,280cmM H,288cmM H,28cmM H, 90 H asiaticos, especifica del
IMC > 30kg/m? =280cm M grupo étnico y de

la zona geografica
Dislipidemia HDLC<0.91 HDL-C< 1.0 HDL-C< 1.0 HDL-C< 1.0 HDL-C< 1.0 HDL-C< 1.0 HDLC< 1.0
mmol/L (35 mmol/L (39 mmol/L (40 mmol/L (40 mmol/L (40 mmol/L (40 mmol/L (40
mg/dL) H, < 1.0 mg/dL) mg/dL)H, < 1.3 mg/dL) H, < 1.3 mg/dL) H, < 1.3 mg/dL) H, < 1.3 mg/dL) H, < 1.3
mmol/L (< 39 mmol/L (< 50 mmol/L (< 50 mmol/L (< 50 mmol/L (< 50 mmol/L (< 50
mg/dL) M mg/dL) M mg/dL) M mg/dL) M mg/dL) M mg/dL) M
TGz17mmol/L TG=22.0mmol/L TG2=1.69 mmol/L TG21.69 mmol/L TG21.69 mmol/L TG=21.7mmol/L TG= 1.7 mmol/L
(150 mg/dL) (177 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL)
o tratada o tratada o tratada o tratada
Hiperglucemia ~ DMII No DMII DMl No DMII DMII DMII GPA > 5.6 mmol/L
GPA> 6.1 mmol/L GPA>6.1 mmol/L GPA=6.1 mmol/L GPA>6.1 mmol/L GPA>5.6 mmol/L GPA>5.6 mmol/L (100 mg/dL)
(110 mg/dL) (110 mg/dL) (110 mg/dL) (110 mg/dL) (100 mg/dL) (100 mg/dL) o tratada
2hPOTG> 7.7 2hPOTG > 7.7
mmol/L (140 mmol/L (140
mg/dL) mg/dL)
Hipertension PAS = 140 PAS = 140 PAS = 130 PAS = 130 PAS = 130 PAS = 130 PAS = 130
PAD = 90 PAD = 90 PAD = 85 PAD = 85 PAD = 85 PAD = 85 PAD = 85
o tratada o tratada o tratada o tratada
Componentes Microalbuminuria - Resistencia a la - -
adicionales = 20 pg/min insulina (historial
Albumina/creatini familiar, DMII,
na =30 mg/g edad, etnia, estilo
de vida, SOP)

Tabla 1. Comparaciéon de las diferentes definiciones del SM. Definicion conjunta de la IDF,
AHA/NHLBI, la Federacion Mundial del Corazon, la Sociedad Internacional de Atereosclerosis y la
Asociacién Internacional para el Estudio de la Obesidad. °Si laglucosa en ayunas es < 110mg/dL
(6.1mm/L) la resistencia a la insulina se mide por clamp hiperinsulinémico-euglucémico
“‘Modificacion a la definicién de la OMS. 9Para conocer los valores sugeridos para la circunferencia
de cintura para determinar la obesidad central ver Samson & Garber (2014). AHA: Asociacion
Americana del Corazdn; GAA: Glucosa en ayunas alterada; GPA: Glucdsa plasmatica en ayunas; H:
en hombres; HDL-C: Liproteinas de alta densidad; IG: Intolerancia a la glucosa; IMC: Indice de Masa
Corporal; M: en mujeres; PAD: Presion arterial diastdlica en mm Hg; PAS: Presion arterial sistdlica
en mm Hg; POTG: Prueba oral de tolerancia a la glucosa; SOP: Sindrome de ovario poliquistico; TG:
Triglicéridos (modificada de Samson & Garber, 2014).

Actualmente, cada una de las diferentes definiciones del sindrome reconocen entre
sus componentes a la obesidad (adiposidad abdominal o indicadores de resistencia a la
insulina), la hipertensién, la alteracion del metabolismo de la glucosa y dislipidemia
aterogénica (Samson & Garber, 2014). Ademaés, la NCEP/ATPII propone que para el
diagnostico de SM deben ser reconocidos por lo menos 3 de los 5 factores: 1) obesidad
abdominal medida como circunferencia de cintura especifica del sexo, 2) niveles de
triglicéridos, 3) bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C, por sus siglas en
inglés), 4) hipertension y 5) aumento de la glucosa en ayunas (ATPII1, 2001). De esta manera,
el SM puede ser interpretado no como una enfermedad, sino como un conjunto de factores
de riesgo que generalmente tienen su origen en el consumo excesivo de alimentos con un alto
contenido energético (una dieta hipercaldrica) y un estilo de vida sedentario (Oda, 2008).
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Una dieta hipercalérica se caracteriza por contener un aporte calérico mayor al
requerimiento energético de un organismo (Creus-Costas & Herrera-Rodriguez, 2008). Estas
dietas contienen varias combinaciones de macro y micronutrientes de entre los cuales resaltan
aquellos nutrientes cuya composicion molecular y metabolismo de degradacion o
almacenamiento les otorgan un alto valor energético. Dos principales componentes de este
tipo de dietas, también llamadas western diets, junk diets o cafeteria diets por algunos
autores, son los acidos grasos y los carbohidratos simples (Kanoski & Davidson, 2011; Arntd
et al., 2014; Martinez et al., 2017; Baker et al., 2017).

1.1.2. Sindrome metabdlico y la funcién cognitiva

El estudio del SM ha ido en aumento a lo largo de los ultimos afios debido al incremento de
su prevalencia en ciertos sectores de la poblacion. Aunque el SM se relaciona principalmente
con una desregulacién energética general, diferentes estudios poblacionales resaltan la
existencia de un dafio a los dominios cognitivos en individuos con este sindrome o con algln
padecimiento clinico relacionado con la desregulacion metabolica.

1.1.2.1. Dominios cognitivos y trastornos neurocognitivos

El término cognitivo es usado ampliamente para referirse al pensamiento y a multiples
eventos relacionados con el procesamiento de la informacion (Sternberg & Sternberg, 2009),
mientras que el término neurocognitivo se usa clinicamente para hacer énfasis a los sustratos
neuronales que se ven alterados y que conducen a los sintomas presentes en un trastorno
(Sachdev et al., 2009). Existen ciertos trastornos neurocognitivos que se caracterizan por la
presencia de déficits especificos que resultan fundamentales para diagnosticar dicha
condicién, ademas de que dichos déficits suelen ser adquiridos y representan la disminucion
de un nivel de funcionamiento cognitivo alcanzado previamente (Sachdev et al., 2014).

Los dominios cognitivos han sido categorizados de manera diferente por varios
autores y no existe un consenso general sobre las funciones que abarca cada dominio. La
quinta edicion del Manual de Diagndstico y Estadistica de Trastornos Mentales (DSM-5, por
sus siglas en inglés) (2013) reconoce seis principales dominios de la funcion cognitiva:
atencién compleja, funcién ejecutiva, aprendizaje y memoria, lenguaje, funcion perceptual-
motora y cognicion social, cada una con subdominios (fig. 1).
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Funcién perceptual-motora Lenguaje
Percepcion visual Nombramiento de objetos
Razonamiento Busqueda de palabras
visoconstruccional Fluidez
Coordinacion perceptual- Gramatica y sintaxis
motora Recepcion del lenguaje

Funcion ejecutiva
Planeacion
Decision-accion
Memoria de trabajo
Respuesta a retroalimentacion
Inhibicion
Flexibilidad

Aprendizaje y memoria
Recuerdo libre
Recuerdo con pista
Memoria de reconocimiento
Memoria a largo plazo (semantica
y autobiografica)
Memoria implicita

Dominios
neurocognitivos

Atencién compleja
Atencion sostenida
Atencion dividida
Atencidn selectiva
Velocidad de procesamiento

Cognicion social
Reconocimiento de emociones
Teoria de la mente
Introspeccion

Figura 1. Dominios cognitivos. El DSM-5 define 6 dominios clave de la funcién cognitiva, cada uno
con subdominios. Identificar qué dominios y subdominios se encuentran afectados en un individuo
puede ayudar a establecer la etiologia y severidad del trastorno neurocognitivo (modificado de
Sachdev et al., 2014).

En los trastornos neurocognitivos existe un claro declive del nivel de funcionamiento
cognitivo alcanzado previamente al evento que generd el trastorno en uno o mas de los
dominios cognitivos (Sachdev et al., 2014). Segun la quinta edicién del manual de
diagnostico y estadistica de trastornos mentales, existen dos tipos de trastornos
neurocognitivos: el trastorno neurocognitivo leve (TNL), antes llamado deterioro cognitivo
leve, y el trastorno neurocognitivo mayor (TNM), también llamado demencia. Ambos
trastornos son construcciones diagndsticas categdricas empleadas para identificar el deterioro
cognitivo desde la normalidad hasta el deterioro grave. Los criterios para identificar al TNL
del TNM son paralelos, diferenciandose Unicamente entre la severidad de los déficits
cognitivos y el deterioro funcional (Sachdev et al., 2014). De esta manera, ambos trastornos
se diagnostican en afecciones en las que los déficits cognitivos son la caracteristica principal
o definitoria.

ElI TNL se define como un declive cognitivo de un nivel previo de desempefio en uno
0 mas dominios cognitivos que no interfiera con la capacidad de independencia en las
actividades cotidianas (para criterios de diagnostico, ver recuadro 1). EI TNL no siempre es
un precursor del TNM vy su diagnostico no siempre culmina en TNM ya que, si bien puede
existir un declive continuo como en los trastornos neurodegenerativos, también puede
permanecer estatico como en un trastorno causado por una lesion cerebral traumatica. Los
déficits presentes en el TNL no interfieren con la capacidad de independencia en las
actividades cotidianas, pero el individuo funciona a un nivel suboptimo y las tareas diarias
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se vuelven mas dificiles debido al uso de estrategias compensatorias para mantener dicha
independencia (Sachdev et al., 2014). El criterio de funcionamiento independiente representa
el punto clave para poder diferenciar entre el TNL y el TNM.

A. Evidencia de un declive cognitivo modesto referente a un nivel previo de
funcionamiento en uno o mas dominios cognitivos (atencion compleja,
funcion ejecutiva, aprendizaje y memoria, lenguaje, perceptual-motor o
cognicion social) basada en:

1. Consideracion del individuo, de un experto o de la clinica sobre la
existencia de un declive leve en la funcion cognitiva; y

2. Una modesta afectacion en la funcion cognitiva, de preferencia
evaluada con pruebas neurofisiolégicas estandarizadas o, en su
ausencia, alguna otra prueba clinica cuantificable.

B. Los déficits cognitivos no interfieren con la capacidad de independencia en
las actividades cotidianas (que son complejas actividades instrumentales de
la vida diaria como pagar las cuentas o continuar con un tratamiento
farmacologico, pero su realizacion conlleva mas esfuerzo del anteriormente
requerido, estrategias compensatorias o una adaptacion).

C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un
delirio.

D. Los déficits cognitivos no deben ser explicados por otro desorden mental
(por ejemplo el desorden depresivo mayor o la esquizofrenia).

Recuadro 1. Criterios de diagndstico del Trastorno Neurocognitivo Leve. (Modificado de Sachdev
et al., 2014).

Diferentes sucesos en la vida de un individuo pueden influir en el desarrollo del
declive cognitivo de uno 0 mas dominios cognitivos, los cuales pueden abarcar desde lesiones
cerebrales hasta la exposicion a ciertas sustancias que alteren el funcionamiento normal del
cerebro (Sachdev et al., 2014). Algunos estudios poblacionales sitian al SM como un factor
de riesgo de que incrementa la probabilidad hasta un 30% de desarrollar un declive cognitivo
en el dominio que incluye el aprendizaje y la memoria (e. g. Oh et al., 2011; Dik et al., 2007,
Shigaeff et al., 2013).

1.1.2.2. El Sindrome Metabolico como factor de riesgo para los Trastornos
Neurocognitivos

Los estudios que han descrito la relacion entre el SM y el dafio cognitivo emplean diferentes
pruebas para evaluar la funcidn cognitiva, por lo cual existen diferencias entre los criterios
utilizados para determinar si una persona padece o no algun trastorno neurocognitivo. Por
otro lado, los criterios utilizados para diagnosticar SM entre estos estudios parecen ser mas
consistentes ya que la mayoria se apega a alguna de las definiciones clinicas actuales del
sindrome (principalmente las definiciones del NCEP/ATPIII, 2001; AACE, 2003 e IDF,
2005). Debido a esta discrepancia en el diagndstico de dafio cognitivo, un metaanalisis de
trabajos que relacionan al SM con el dafio cognitivo puede resultar heterogéneo en cuanto a
si el SM figura o no como un factor de riesgo para el desarrollo de algun trastorno
neurocognitivo (Assuncao et al., 2018; Hashem & Mustafa, 2017). Sin embargo, se pueden
considerar robustos los trabajos cuya diagnosis de algln trastorno neurocognitivo se base en
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la utilizacion de multiples pruebas cognitivas (e. g. Examen del Estado Mini-Mental, la
Evaluacion Cognitiva de Montreal, Prueba de Fluidez Verbal, Test del Trazo Ay B, etc.) en
lugar de solo una (siendo la mas comun el Examen del Estado Mini-Mental o MMSE por sus
siglas en inglés) debido a que multiples pruebas sondean con mayor amplitud las capacidades
cognitivas (Assuncao et al., 2018).

Algunos estudios son concluyentes en el diagndstico de TNL (e. g. Yaffe, 2007;
Hashem & Mustafa, 2017), mientras que otros sefialan Unicamente la existencia de un declive
o0 dafio en algiin dominio cognitivo (e. g. van den Berg et al., 2007, Oh et al., 2011) asociado
al SM. De esta manera, la presencia de SM se asocia a un rendimiento bajo en pruebas
cognitivas (MMSE y 3MS, que es una version modificada del MMSE, principalmente)
comparado con individuos que no padecen SM (Dik et al., 2007; Ghosh et al., 2015; Roriz-
Cruz et al., 2007; Raffaitin et al., 2011; Yaffe et al., 2007; Viticchi et al., 2015; Liu et al.,
2015). La afectacion cognitiva se observa principalmente en la atencién continua y alternada,
velocidad de procesamiento, lenguaje, funcion ejecutiva, memoria de trabajo y episddica
(Dik et al., 2007; Shigaeff et al., 2013; Hishikawa et al., 2016; Roriz-Cruz et al., 2007;
Raffaitin et al., 2011; Rouch et al., 2014). De manera interesante, un analisis multivariado
indica la existencia de una correlacion entre el SM y el desempefio en pruebas de memoria
episodica y de la funcion ejecutiva incluso despues de controlar variables como el sexo, el
nivel educativo, la ansiedad, los sintomas depresivos y el consumo de tabaco (Rouch et al.,
2014). Ademas, otros estudios concluyen que un namero mayor de componentes del SM se
asocian con una disminucion en el desempefio cognitivo, especificamente en pruebas como
el MMSE (Viscogliosi et al., 2012; Roriz-Cruz et al., 2007; Liu et al., 2015), la prueba de
Memoria del Listado de Palabras (Komulainen et al., 2007) y en una prueba de Sustitucion
de Simbolos y Digitos (Tsai et al., 2016).

De entre los efectos individuales del SM sobre el rendimiento cognitivo, la
hiperglucemia se asocia de manera mas consistente con las capacidades cognitivas
deficientes y con la prevalencia de TNL comparada con otros padecimientos (Dik et al., 2007;
Viscogliosi et al., 2012; Yaffe et al., 2007, Liu et al., 2015). Aunque un mal desempefio en
la MMSE vy el riesgo de padecer TNL se relacionan de manera significativa con la obesidad
central, la hipertension y la hiperglucemia, después de contemplar variables como la edad,
sexo, educacion, tabaquismo, consumo de alcohol, actividad fisica, IMC, historial familiar
de demencia y medicacion bajo prescripcion; soélo la hiperglucemia se mantiene
significativamente correlacionada con el diagnostico de TNL (Liu et al., 2015). De hecho, la
glucosa alta en ayunas se ha correlacionado significativamente de manera negativa con la
memoria episodica, la velocidad cognitiva y la atencion sostenida (Yaffe et al., 2007; Rouch
et al., 2014; Tsai et al., 2016). De manera similar, los niveles de hemoglobina glicosilada se
asocian con un mal desempefio en tareas de memoria visual (Katsumata et al., 2012) y niveles
de insulina basal altos se relaciona con una disminucion en la memoria verbal y en la atencion
compleja (Watts et al., 2013).
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Debido al caracter multifactorial del SM, muchos estudios han descrito diferentes
mecanismos por los cuales el SM podria afectar la funcion cognitiva. La resistencia a la
insulina e hiperinsulinemia causan un decremento en el uso y el metabolismo energético de
la glucosa en areas corticales (Cunnane et al., 2011), lo cual podria desencadenar un
funcionamiento deficiente de estructuras relacionadas con la funcién cognitiva. Por otro lado,
el colesterol, un componente importante en todas las membranas celulares y en la mielina,
juega un papel fundamental en el mantenimiento de las funciones de los tejidos cerebrales y,
segun Eckert y colaboradores (2000), durante el SM existe un decremento en la fluidez de la
membrana celular en neuronas hipocampales, lo cual se puede relacionar con déficits de
memoria. Otra desregulacién en los lipidos, la hipertrigliceridemia, cambia la presién
sanguinea en el cerebro debido al incremento en la viscosidad sanguinea, lo cual puede
afectar la funcion cognitiva (Koening et al., 1992). También se ha reportado que la
hiperglicemia disminuye la secrecion de acetilcolina en neuronas de la corteza cerebral y la
pérdida de neuronas en la corteza cerebral debido a una disminucion en los niveles de glucosa
en las células, culminando en un decremento en la funcién cognitiva (Geerlings et al., 2010;
Balakrishnan et al., 2009). Segun el enfoque del estudio, algunos autores les otorgan mas
peso a ciertos signos diagnosticados en el SM que a otros, sin embargo, es probable que la
forma en la que el SM afecte la funcion cognitiva sea mediante multiples mecanismos.

Los estudios anteriores sittan al SM, y de entre sus componentes principalmente a la
hiperglucemia, como un factor de riesgo para el deterioro cognitivo, ademas de mostrar que
un namero mayor de afecciones en el SM se asocia a un menor rendimiento en pruebas
cognitivas. De entre los dominios que se ven afectados por el SM resalta el dominio del
aprendizaje y la memoria, el cual se mantiene constante en la correlacion existente entre el
SM y el deterioro cognitivo o TNL (Oh et al., 2011; Hashem & Mustafa, 2017; Assuncao et
al., 2018). Ademas, el deterioro de la memoria episodica causada por el SM ocasiona gque un
individuo funcione a un nivel subdptimo y que las tareas cotidianas se vuelvan mas dificiles
debido al uso de estrategias compensatorias para sobreponerse a dicho deterioro,
disminuyendo asi su la calidad de vida (Assuncao et al., 2018).

1.2. Aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son funciones cognitivas que han sido estudiadas bajo diferentes
enfoques a lo largo del tiempo y pueden ser descritas a nivel conductual, fisiologico y
molecular (Stuchlik, 2014). La integracion de trabajos moleculares y celulares con estudios
electrofisioldgicos y conductuales resulta fundamental para un mejor entendimiento de estas
funciones (Qureshi & Mehler, 2013). De esta manera, una aproximaciéon conductual del
aprendizaje y la memoria requiere de una explicacion a nivel celular y visceversa (McGaugh,
2000). Debido a ello, la mayoria de los trabajos enfocados a tratar patologias relacionadas
con el aprendizaje y la memoria parten de afectaciones cognitivas reconocidas en tareas
conductuales especificas para culminar en la descripcion de desregulaciones a nivel
fisiologico, celular y molecular (Xia & Storm, 2012).
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El aprendizaje es el proceso por el cual un organismo adquiere informacién acerca
del mundo que lo rodea (Wheeler et al., 2000; Brem et al., 2014), mientras que la memoria
es el proceso por el cual dicha informacion es codificada, almacenada y posteriormente
recuperada (Squire, 2004). La memoria puede ser clasificada en memoria explicita o
memoria implicita dependiendo de como la informacidn es almacenada y recuperada (Squire,
2013); y en memoria a largo y a corto plazo segun su duracion (James, 1980; McGaugh,
2000; Kandel et al., 2013).

La memoria implicita, también conocida como memoria no declarativa, motora o
procedimental, es aquella que puede ser recuperada sin un esfuerzo consciente de recordar
(Squire, 2004). Este tipo de memoria involucra habitos y habilidades motoras o perceptuales
y no requieren de procesos cognitivos complejos como la comparacion o evaluacion ya que
sOlo se responde a un estimulo o sefial y no hay un esfuerzo consciente de recordar algo. Este
tipo de memoria es mas rigida y se encuentra estrechamente relacionada a las condiciones
originales del estimulo bajo las cuales ocurrio el aprendizaje (Cohen & Squire, 1980). Por
otro lado, la memoria explicita o declarativa involucra el conocimiento factico de personas,
lugares y cosas y lo que significan estos hechos. En este tipo de memorias hay un esfuerzo
consciente y deliberado por recordar (Cohen & Squire, 1980; Kandel et al., 2013). La
memoria explicita es altamente flexible e implica la asociacion de mdaltiples bits de
informacion y, segun Tulving y Schacter (1990), se puede clasificar a su vez como episodica
(eventos y experiencias personales) y semantica (hechos) (fig. 2).

Dos formas de
memoria a largo
plazo
Explicita Implicita (no
(declarativa) declarativa)
| Hechos |--| Eventos | Primado Procedimental Aprendizaje Aprendizaje no
(habilidades y asaciativo: asociativo: habituacion
habitos) condicionamiento y sensibilizacion
clasico y operante
Respuestas Mdsculo
emocionales esquelético
Lobulo temporal | Neocortex | | Estriado | | Amigdala | [ Cerebelo | [ Viasreflejas |

medial

Figura 2. Diferentes tipos de memoria. La memoria puede ser clasificada como memoria explicita o
implicita (modificado de Kandel et al., 2013).

La memoria, al igual que otras funciones cognitivas, se relacionan con el
funcionamiento de circuitos neuronales especificos y envuelve diferentes regiones del
cerebro, las cuales difieren en importancia dependiendo del tipo de memoria (Wheeler et al.,
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2000; Jonides et al., 2008; Brem et al., 2014; Kandel et al., 2013). Ciertas regiones son mas
importantes para la memoria explicita que para la memoria implicita y viceversa (fig. 2).
Ademas, estas estructuras se encuentran involucradas de forma diferente en las tres etapas
principales de la memoria: la adquisicion (cuando la informacion es obtenida del mundo
exterior), la consolidacién (cuando la informacion es almacenada) y la evocacion (cuando la
informacion es recordada) (Bear et al., 2009; Kandel et al., 2013).

Diferentes estudios sugieren que el conocimiento almacenado como memoria
explicita es adquirido en un inicio a través del procesamiento en una 0 mas de las tres cortezas
de asociacién polimodal (corteza prefrontal, limbica y parietal-occipital-temporal) que
sintetizan la informacion visual, auditiva y somética (Davis & Squire, 1984; Wheaton &
Hallett, 2007). De alli, la informacidn se transmite en serie a las cortezas parahipocampal y
perirrinal, luego a la corteza entorrinal, el giro dentado, el hipocampo, el subiculo y
finalmente regresa a la corteza entorrinal (Squire, 1984; Miller & Cohen, 2001; D’Esposito,
2007; Mitchell & Johnson, 2009). De la corteza entorrinal la informacion es enviada de vuelta
a las cortezas perirrinal y parahipocampal y finalmente regresa a las areas de asociacion
polimodal y unimodal, donde la informacion es almacenada a largo plazo (fig. 3) (Davis &
Squire, 1984; Wheaton & Hallett, 2007; Kandel et al., 2013).

Via del pairon .
Via de las fibras

perforante

musgosas
] B Corteza PN Hipocampo
Argas de asociacion parahipocampal i CA3 Via de las
unimodal y polimodal ‘ colaterales de

(lobulos frontal, temporal y Schaffer
parietal) o S . Hipocampo 4
4| Corteza penminal (€9 CA1

Subiculo

Figura 3. Las vias de entrada y salida de la formacién hipocampal. (Modificado de Kandel et al.,
2013).

Las regiones del I6bulo temporal medial juegan roles diferentes en el almacenamiento
de la memoria explicita (Postle, 2006). EI hipocampo se ha descrito como una estructura
fundamental para la formacion de la memoria espacial, la memoria contextual y la memoria
de reconocimiento (Bird & Burgess, 2008; Jacoby & Dallas, 1981; O'Reilly & Norman,
2002). Ademas, el hipocampo ha sido descrito como una estacion temporal para la formacion
de la memoria a largo plazo en el cual se median los pasos iniciales hacia el almacenamiento
definitivo (Davis & Squire, 1986; Squire, 2004; Kandel et al., 2013), siendo las areas de
asociacién polimodal y unimodal de la corteza las que almacenan a largo plazo los eventos
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episddicos y semanticos (Kandel et al., 2013). Debido a ello, el hipocampo ha sido
ampliamente estudiado con el objetivo de entender los mecanismos moleculares que
subyacen al aprendizaje y la memoria.

1.2.1. Mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria y de la potenciacién a
largo plazo (LTP)

El proceso en el cual la informacidn es codificada a nivel celular en cualquier tipo de memoria
se puede interpretar como un cambio en las propiedades neuronales, tales como la
excitabilidad de la membrana y la fuerza sinaptica que contribuyen a fortalecer o debilitar
una sinapsis, es decir, a incrementar o disminuir la eficiencia sinéptica (Purves et al., 2001).
Ademas, estos cambios involucran multiples mecanismos celulares en neuronas individuales
que son mediados por sistemas de segundos mensajeros y cuya finalidad es mantener dichos
cambios a lo largo del tiempo, incrementando o disminuyendo la fuerza sinaptica (Baltaci et
al., 2019). La forma en la que estos cambios se mantienen en la memoria a largo plazo puede
requerir de la sintesis de nuevas proteinas (Bartlett et al., 2007), mientras que en la memoria
a corto plazo no se requiere de una sintesis proteica sino Unicamente de modificaciones
postraduccionales (Hanley, 2010; Squire, 2013). Dichos cambios ocurren en las diferentes
regiones del cerebro asociadas a los diferentes tipos de memoria y uno de los modelos méas
utilizados para el estudio de la memoria es la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas
en inglés).

Es ampliamente aceptado que la formacién de la memoria depende de cambios en la
eficiencia sinaptica que permiten fortalecer o debilitar asociaciones entre neuronas. Ademas,
se cree que estos cambios plasticos durante la formacidn de la memoria son necesarios para
el almacenamiento de la informacion. (Clark et al., 2002). Desde que la LTP fue descrita por
primera vez en el hipocampo de conejos (Lemo, 1966) hasta la fecha, diferentes trabajos han
contribuido a un mejor entendimiento de los mecanismos plasticos que subyacen al
fortalecimiento de las conexiones sinapticas durante la memoria (Roberts & Glanzman, 2003;
Lynch, 2004; Miller et al., 2007; Kandel, 2013). La plasticidad neuronal que esta detras de
este fortalecimiento radica en la capacidad de las neuronas de cambiar estructural y
funcionalmente sus conexiones sinapticas en funcion de la actividad (von Benhardi et al.,
2017); y debido las propiedades plasticas de todas las neuronas, algunos autores sugieren que
es posible inducir LTP en todas las areas del sistema nervioso (Abraham, 2008; Citri &
Malenka, 2008). Sin embargo, de todas las estructuras en las que se ha descrito la LTP, el
hipocampo ha sido la mas estudiada y mejor caracterizada de todas (Lemo, 1966; Bliss &
Lemo, 1973; Benke et al., 1998; Lauri et al., 2006; Kandel et al., 2013).

El hipocampo cuenta con tres vias importantes: 1) la via del patron perforante (que se
proyecta desde la corteza entorrinal hasta las células granulares del giro dentado); 2) la via
de las fibras musgosas (que contiene los axones de las células granulares y se extiende hacia
las células piramidales en la regién CA3 del hipocampo); y 3) la via de las colaterales de
Schaffer (que consiste en las colaterales excitadoras de las células piramidales en la region
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CA3 y termina en las células piramidales de la region CA1) (Benke et al., 1998; Lauri et al.,
2006) (fig. 4). En 1973, Timothy Bliss y Terje Leamo descubrieron que cada una de estas vias
responde de manera particular a un estimulo eléctrico dependiendo de su actividad previa.
Un tren de estimulacion breve de alta frecuencia en cualquiera de las tres vias incrementa la
amplitud y la pendiente de los potenciales excitatorios postsinapticos (PEPS) en las neuronas
postsinapticas e incrementa la amplitud y la pendiente de la espiga poblacional (descarga
sincronica de diferentes neuronas). Este incremento persistente en la fuerza sinaptica
inducido por un tren de estimulacion de alta frecuencia en las neuronas presinapticas de una
via es llamado LTP (Lemo, 1966; Bliss & Lamo, 1973; Squire, 2013; Kandel et al., 2013).
Segun diferentes autores, los mecanismos que subyacen a la LTP no son los mismos en las
tres vias (Paradiso et al., 2007; Bliss & Collingridge, 1993; Purves et al., 2001; Kandel et al.,
2013).

Via de las colaterales de
Schaffer (LTP asociativo)

Giro
dentado

Fibras de la via del patron
perforante (LTP asociativo)

Via de las fibras musgosas
(LTP no asociativo)

Figura 4. Las tres principales vias en el hipocampo. Las flechas indican la direccion del impulso
eléctrico. La via del patron perforante, cuyo origen es la corteza entorrinal, forma conexiones
excitatorias con las células granulares del giro dentado. Las células granulares dan lugar a axones
gue forman la via de las fibras musgosas, las cuales conectan con las células piramidales en el area
CA3 del hipocampo. Las células de CA3 proyectan axones a la region CA1, formando la via de las
colaterales de Schaffer. EI LTP es no asociativo sélo en la via de las fibras musgosas y asociativo en
las otras dos vias (modificado de Kandel, 2013).

La LTP puede ser dividido en asociativa y no asociativa dependiendo de la
importancia del glutamato (Paradiso et al., 2007; Kandel et al., 2013). En la LTP no
asociativa, las terminales de la via de las fibras musgosas liberan glutamato como
neurotransmisor, el cual se une a sus receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y kainato) y
metabotrépicos (MGIuRs) en las neuronas postsinapticas de CA3. Sin embargo, en esta via
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los receptores NMDA tienen un rol menor en la plasticidad sinaptica ya que se ha demostrado
que bloquear estos receptores o el influjo de Ca?* en la postsinapsis afecta en menor medida
la LTP (Herring & Nicoll, 2016). En esta via, para que ocurra la LTP resulta mas relevante
el influjo de Ca?* en la presinapsis después de la estimulacion de alta frecuencia. Parece ser
que el influjo de Ca?" activa a la adenilato ciclasa dependiente de calmodulina/Ca?* que
incrementa el nivel de adenosil monofosfato ciclico (AMPc) y activa a la proteina cinasa A
(PKA) en las neuronas presindpticas. La PKA actta a lo largo de tres vias: 1) la subunidad
catalitica fosforila los canales permeables a K*, disminuyendo la corriente de K*. Esto
prolonga el potencial de accion e incrementa el flujo de Ca?*, aumentando la liberacion de
neurotransmisor; 2) las vesiculas que contienen el neurotransmisor se movilizan a la zona
activa de liberacion vesicular y la eficiencia de la maquinaria de liberacion exocitica es
potenciada; y 3) los canales de Ca?* se abren por mas tiempo, incrementando la liberacion de
neurotransmisor. Ademas, la LTP en esta via es regulada por inputs noradrenérgicos que
modulan los cambios mediante la activacion de sus receptores B-adrenérgicos, los cuales
activan la adenilato ciclasa (Herring & Nicoll, 2016; Kandel, 2013).

La LTP asociativa requiere de la activacion de los receptores NMDA y ocurre en las
vias del patron perforante al giro dentado y en las colaterales de Schaffer (Purves et al., 2001;
Kandel et al., 2013). Este tipo de LTP se caracteriza por tres propiedades: cooperatividad,
asociatividad y especificidad de la entrada (Herring & Nicoll, 2016). La cooperatividad se
refiere a la activacion conjunta de varios axones aferentes para que ocurra la LTP. Esto se
debe a que el canal del receptor NMDA permite la entrada de Ca?* s6lo cuando el glutamato
se une a su sitio de union y cuando el potencial de membrana de la neurona postsinaptica se
despolariza lo suficiente por el disparo cooperativo de varios axones aferentes y expulsa el
Mg?* que bloquea el poro del canal (fig. 5). Solo al expulsarse el Mg?*, el receptor NMDA
en la neurona postsinaptica se vuelve permeable al Ca?*. La afluencia de Ca* inicia la mejora
persistente de la transmision sinaptica mediante la activacion de dos proteinas cinasas de
serina-treonina dependientes de Ca?*: 1) la proteina cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina,
la cual fosforila los receptores AMPA aumentando su sensibilidad al glutamato y promueve
la insercion de nuevos receptores AMPA en la membrana; y 2) la proteina cinasa C (PKC),
asi como consecuentemente la PKA y la proteina cinasa de tirosinas Fyn. Se cree que tanto
la PKC como Fyn contribuyen a la liberacién de mensajeros retrégrados que acttan sobre las
proteinas cinasas en la terminal presinaptica para el mejoramiento de la liberacion del
neurotransmisor, contribuyendo a la LTP (Paradiso et al., 2007; Purves et al., 2001; Kandel
et al., 2013; Herring & Nicoll, 2016) (fig. 5).
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Figura 5. Modelo de induccién de la fase temprana de la LTP. De acuerdo con este modelo, los
receptores NMDA y AMPA estan localizados cerca unos de otros en las espinas dendriticas. A.
Durante la transmisién sindptica normal, el glutamato es liberado de las terminales presindpticas y
actian en ambos receptores, NMDA y AMPA. El flujo de K* y Na* ocurre sélo a través de los
receptores AMPA ya que los receptores NMDA se encuentran bloqueados por Mg?* cuando la
membrana esta en reposo. B. Cuando la membrana postsinaptica es despolarizada por la accién de
los receptores AMPA, como ocurre durante un tren de alta frecuencia, la despolarizacion expulsa el
Mg?* del receptor NMDA permitiendo la entrada de Ca?* a través de este canal. El aumento de Ca?*
en la espina dendritica activa las proteinas cinasas dependientes de Ca?* (proteina cinasa
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dependiente de Ca**y PKC) y la proteina cinasa fyn, las cuales inducen la LTP (obtenido de Kandel,
2013).

La asociatividad indica la accion concomitante de las células presinapticas y
postsinapticas para la despolarizacion adecuada de la célula postsinaptica. Para iniciar el flujo
de Ca®* en la neurona postsindptica, se requiere de una entrada presinaptica lo
suficientemente fuerte para que la neurona presinaptica se despolarice (Meng et al., 2003;
Brem et al., 2014). La especificidad de la entrada enfatiza el hecho de que la LTP asociativa
requiere un disparo simultaneo tanto en la neurona presinaptica como en la postsinaptica, lo
cual cumple el principio de Donald Hebb (1949) “cuando un ax6n de una célula A... excita
a una célula B y repetida o persistentemente participa en su activacién, algin proceso de
crecimiento o cambio metabdlico toma lugar en una o en ambas células, de modo que la
eficiencia de A como una célula que activa a B, aumenta”. De esta forma, la cooperatividad
de varios axones presinapticos, los disparos simultaneos en neuronas presinapticas y
postsinapticas y la facilitacion presinaptica dependiente de la actividad constituyen las
principales caracteristicas de la LTP asociativa (Kandel, 2013; Squire, 2013).

En la LTP existen diferentes fases que corresponden a los cambios celulares que
ocurren durante y después de la estimulacion de alta frecuencia. Un tren de estimulo produce
una fase temprana a corto plazo de LTP que dura de 1 a 3 horas que no requiere de la sintesis
proteica (Frey et al., 1993; Abel et al., 1997; Baltaci et al., 2019). Cuatro o0 mas trenes de alta
frecuencia (tetanizacion) inducen una fase mas persistente de la LTP que dura por lo menos
24 horas y requiere de la sintesis proteica y de &cido ribonucleico mensajero (ARNmM)
(Kandel, 2001; Lisman, 2012; Nicoll, 2017). Los mecanismos de la fase temprana (a corto
plazo) de la LTP son diferentes entre la LTP asociativa y la no asociativa, mientras que los
mecanismos de la fase tardia (a largo plazo) en los dos tipos de LTP parecen ser similares
(Kandel et al., 2013; Baltaci et al., 2019). En la fase tardia de la LTP se requiere de la sintesis
de ARNm y de proteinas.
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Figura 6. Modelo de la fase temprana y tardia de la LTP. Un Unico tren de potenciales de accion
conduce a una fase temprana de la LTP tras activar a los receptores NMDA, los cuales permiten la
entrada de Ca%* en la célula postsindptica y la activacién de segundos mensajeros. Tras una
tetanizacion, el influjo de Ca?' recluta una adenilato ciclasa que activa la proteina cinasa
dependiente de AMPc (AMPc cinasa) la cual se transloca al nucleo y fosforila a la proteina CREB, la
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cual a su vez activa los targets que originan cambios estructurales. La adenilato ciclasa puede ser
modulada por inputs dopaminérgicos y adrenérgicos. BDNF: Factor neurotréfico derivado del
cerebro; C/EBPB: Factor de transcripcion; P: Fosfato; R(AB): Dominante negativo PKA; tPA:
Activador de plasmindgeno tisular (obtenido de Kandel, 2013).

En la fase temprana de la LTP se produce un cambio en el nimero de contactos
sinépticos, en el nimero de zonas activas o el nimero méximo de vesiculas liberadas con
cada potencial de accion. La fase temprana de la LTP representa un cambio funcional, un
aumento en la probabilidad de liberacion del transmisor sin cambios estructurales (Baltaci et
al., 2019). Durante la fase tardia de la LTP ocurre un incremento en el nimero de sitios de
liberacion presindptica, asi como nuevos sitios en los que se sitla un mayor nimero de
receptores postsinapticos, lo cual requiere de una sintesis proteica que implica crecimiento
dendritico y el incremento en el namero de canales idnicos (fig. 6) (Kandel, 2013).

La LTP, entendida como un modelo de plasticidad neuronal que ha sido empleado
para explicar los mecanismos moleculares subyacentes al aprendizaje y la memoria, puede
verse afectado por el funcionamiento anormal de los receptores involucrados en su induccién
y/o mantenimiento o por una alteracion en la liberacion de neurotransmisores.

1.3. Efecto de una dieta hipercalorica sobre el aprendizaje y la memoria en modelos
animales

Los modelos animales empleados para describir los efectos de una dieta hipercalorica sobre
el aprendizaje y la memoria son principalmente murinos y la composicion de dichas dietas
incluye a los acidos grasos, tanto &cidos grasos monoinsaturados como &cidos grasos
insaturados, y carbohidratos simples, ya sea mezclados o por separado, dependiendo de los
criterios de cada estudio (Greenwood & Winocur, 2001; Jurdak & Kanarek, 2009; Murray et
al., 2009; Kanoski & Davidson; 2011; Marron et al., 2013; Hernandez-Ramirez, 2017).
Muchos trabajos evallan parametros metabolicos tales como los niveles de glucosa, insulina
y lipidos en sangre, peso corporal y grasa epididimal y peripancreatica entre otros, que
denotan la desregulacion metabolica causada por el consumo cronico de estas dietas (Jurdak
& Kanarek, 2009; Kanoski & Davidson; 2011; Hernandez-Ramirez, 2017). Debido a ello, la
mayoria de los trabajos aqui presentados evallan el efecto de las dietas hipercaléricas sobre
el aprendizaje y la memoria a través de sus consecuentes desregulaciones metabdlicas.

1.3.1. Modelos animales

La hipotesis de que el consumo de cierto tipo de &cidos grasos y aztcares simples conlleva a
un declive cognitivo mediante una desregulacion energética ha sido apoyada por diferentes
estudios y, de entre las pruebas conductuales realizadas, las que evidencian una clara
afectacion en la memoria de animales tratados con una dieta hipercaldrica son las pruebas
que dependen del hipocampo (Jurdak & Kanarek, 2009; Murray et al. 2009; Kanoski &
Davidson, 2011; Hernandez-Ramirez, 2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019). Ademas, un
mal desemperio en estas pruebas han sido consideradas por mucho tiempo como indicadores
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de una disfuncion hipocampal, tales como el laberinto acuatico de Morris (MWM, por sus
siglas en inglés), el laberinto de T, el laberinto acuatico radial (Kanoski & Davidson, 2011),
el laberinto radial de 8 brazos (Greenwood & Winocur, 1990), la prueba de memoria de
reconocimiento de objetos en lugar (OLM, por sus siglas en inglés) (Hernandez-Ramirez,
2017) y la prueba de memoria de reconocmiento de obeto (ORM, por sus siglas en inglés)
(Jurdak & Kanarek, 2009). Estas pruebas coinciden en el hecho de que el roedor debe
aprender la posicion espacial de una plataforma, una salida, un sitio en particular o de un
objeto.

Jurdak y Kanarek (2009) suministraron una dieta alta en carbohidratos (sacarosa
32%) a ratas macho Long-Evans por ocho semanas y evaluaron el desempefio cognitivo
usando la prueba de ORM. Esta prueba conductual se basa en la tendencia de las ratas a
explorar objetos novedosos comparados con objetos familiares. La prueba se divide en dos
fases, en la primera las ratas son familiarizadas con dos objetos y en la segunda a las ratas se
les presentan nuevamente dos objetos, uno familiar y uno novedoso. La falta de un mayor
tiempo de exploracion del objeto novedoso en comparacion con el familiar puede ser
interpretado como un déficit de memoria (Jurdak et al., 2008; Jurdak & Kanarek, 2009). Las
ratas a las que se les suministrd la solucién de sacarosa en adicion a una dieta normocalorica
mostraron una afectacion en el aprendizaje y la memoria durante la realizacion de la tarea,
en comparacion con las ratas que Unicamente tenian una dieta normocaldrica. Un dato
interesante de este estudio es que, entre ambos grupos de ratas, las controles y las tratadas,
no hubo diferencias significativas en cuanto al peso corporal. Estos datos sugieren que una
dieta alta en sacarosa puede afectar el desempefio cognitivo independientemente de sus
efectos en el desarrollo de obesidad (Kanoski & Davidson, 2011).

Utilizando algunas de estas pruebas dependientes del hipocampo, otros estudios han
evaluado la memoria espacial en roedores sometidos a una dieta hipercaldrica, incluso
durante un periodo de tiempo corto. Murray y colaboradores (2009) encontraron que ratas
sometidas por 9 dias a una dieta alta en sacarosa muestran errores significativos en la
memoria espacial al realizar una prueba apetitiva de laberinto radial de brazos, comparadas
con ratas controles. Kanoski y Davidson (2010) encontraron que una dieta alta en sacarosa
suministrada solo por 72 horas afecta la memoria de trabajo y de referencia en ratas a las
cuales se les realizé una prueba que requeria aprender sefiales espaciales. Por el contrario,
las ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa parecen no tener problemas al aprender la tarea
cuando ésta depende de sefiales no espaciales. Los déficits en la memoria de trabajo y de
referencia en la realizacion de la tarea dependiente de sefiales no espaciales aparecen solo 60
dias después de la dieta.

Debido a esto, y a que otros estudios de este mismo grupo de investigacion reportan
que aratas a las que se les ha removido el hipocampo no muestran déficits en la memoria de
referencia no espacial (Kanosi & Davidson, 2011), los resultados de Kanoski y Davidson
(2010) sugieren que el consumo prolongado de una dieta hipercalérica puede afectar tanto
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los procesos de memoria dependiente de hipocampo como los de la memoria no dependiente
del hipocampo, mientras que la memoria dependiente de hipocampo se ve afectada casi
inmediatamente después del consumo de una dieta hipercalérica. Ademas, tanto los trabajos
de Murray y colaboradores (2009) como los de Kanoski y Davidson (2010), muestran que
los déficits en la memoria de referencia espacial y la memoria de trabajo ocurren antes de
una ganancia de peso significativa.

1.3.2. Posibles causas del deterioro cognitivo por consumo de dietas hipercaldricas

El consumo de una dieta hipercalérica puede producir cambios neurofisioldgicos que afectan
directa o indirectamente al hipocampo. Estos cambios incluyen la desregulacion en la
sefializacion de la insulina (Mielke et al., 2006; Pathan et al., 2018; McNay et al., 2010;
Kanoski & Davidson, 2011), la reduccion en los niveles de neurotrofinas (Molteni et al. 2002;
Stranahan et al., 2008; Kanoski et al., 2007; Fanselow & Dong, 2010), neuroinflamacién
(Pistell et al., 2010; White et al. 2009; Bilbo & Stang, 2010; Gustafson et al., 2007),
alteraciones en la integridad estructural de la barrera hematoencefalica (BHE) (Kanoski &
Davidson, 2011; Banks et al., 2008; ) y cambios en los sistemas de neurotransmision
(\Valladolid-Acebes et al., 2012; Farr et al., 2008). Sin embargo, estudios recientes han
perfilado a la desregulacion de ciertos neurotransmisores como el vinculo entre las
desregulaciones metabdlicas y el dafio cognitivo (Nyguyen et al., 2017; Hernandez-Ramirez
et al., 2019)

1.3.2.1. Sistemas de neurotransmision

El correcto funcionamiento del hipocampo y su consecuente repercusion en ciertas tareas
conductuales requiere de una adecuada transmision sinaptica. Los principales sistemas de
neurotransmision presentes en el hipocampo que se encuentran involucrados en el
aprendizaje y la memoria son el glutamato, el acido y-aminobutirico (GABA), la dopamina,
la acetilcolina, la serotonina y la norepinefrina (Myhrer, 2003). Se ha hipotetizado que un
desbalance nutricional causado por una dieta hipercalorica pueda afectar a ciertos sistemas
de neurotransmisién, de entre los cuales destacan el glutamato (Valladolid-Acebes et al.,
2012; Farr et al., 2008) y la dopamina (Nyguyen et al., 2017; Herndndez-Ramirez et al.,
2019).

1.3.2.1.1. Sistema glutamatérgico

El glutamato es fundamental en la regulacion de las sinapsis excitatorias en el sistema
nervioso central (SNC) y su eficacia depende del tiempo de permanencia en el espacio
sinaptico después de ser liberado, de la duracién de la activacion de sus receptores
postsinapticos y de su recaptura por medio de los transportadores de glutamato neuronales y
gliales (Pita-Almenar et al., 2006; Tzingounis & Wadiche, 2007).

La glucosa, que traspasa la BHE a traves de los transportadores de glucosa (GLUTS)
(Jurcovicova, 2014), es el principal precursor del glutamato. Una vez en el espacio
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intracelular y a través la glucdlisis, la glucosa es convertida a acido piravico, el cual
posteriormente entra al ciclo de Krebs para generar a-cetoglutarato que es transaminado al
recibir un grupo amino de un donador de aminoacidos de cadena ramificada (e. g. leucina,
isoleucina, valina) y varios donadores de grupo amino (e. g. aspartato, GABA Yy alanina)
(Pellerin & Magistretti, 2004). Ademas de ser un neurotransmisor excitador muy importante,
el glutamato también es el precursor metab6lico del neurotransmisor GABA (Shen et al.,
1999).

Neurona postsinaptica

Figura 7. Neurotransmision glutamatérgica. Altas concentraciones de glutamato extracelular
promueven la actividad prolongada de sus receptores causando un dafio a las neuronas
postsindpticas llamado excitotoxicidad. Debido a esto, un control fisioldgico preciso es mantenido
en el SNC de los mamiferos. La glutamina (GlIn) es convertida a glutamato (Glu) por la glutaminasa.
El glutamato es empaquetado en vesiculas presindpticas por los VGLUTs y su liberacion es
dependiente del voltaje a través de la interaccién de las vesiculas con las SNAREs. El glutamato
liberado es reciclado por los transportadores de aminoacidos excitadores (EAATSs). En astrocitos, el
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glutamato es convertido a glutamina por la glutamina sintetasa (GIn sintetasa) y expulsado
extracelularmente para ser capturado por las neuronas. El sistema x-C funciona como un antiporte
cistina/glutamato que contribuye al reciclamiento del glutamato. Los receptores glutamatérgicos
estdn presentes en neuronas presinapticas, postsindpticas y en células gliales. El efecto del
glutamato depende del tipo de receptor (ionotrdopico: NMDA, AMPA, kainato; metabotrépico:
mGluRs), localizacidn (sinaptico, perisinaptico o extrasinaptico) y las interacciones con proteinas de
sefializacion o de andamiaje (obtenido de Niciu et al., 2012).

Los receptores de glutamato (GIuRs) se pueden dividir en dos grandes grupos,
ionotropicos y metabotrdpicos. Los receptores ionotropicos son canales iGnicos que permiten
la entrada de Na* y Ca?* tras un cambio conformacional que ocurre después de la union de
un agonista a dicho canal. Se han identificado tres clases de receptores ionotrdpicos que han
sido nombrados en funcién de su selectividad por cierto agonista: NMDA, AMPA y kainato.
Por otro lado, los receptores metabotrépicos activan o inhiben sistemas de segundos
mensajeros a través de interacciones con proteinas G (Niciu et al., 2012) y se han identificado
8 tipos de receptores (mGIluR1-8), los cuales han sido divididos en 3 grupos funcionales en
orden de su homologia de aminoacidos, afinidad por ciertos agonistas y las cascadas de
sefalizacion rio abajo activadas (fig. 7) (Kim et al., 2008).

Los receptores NMDA requieren del glutamato y la glicina como coagonistas para su
activacion. El Mg?* extracelular actiia como un “bloqueador de poros” dependiente de voltaje
que impide que el canal se abra y ocurra un influjo de cationes (Nowak et al., 1984). Tras la
union del glutamato y la glicina y de la despolarizacion de la membrana originada por el
influjo de cationes en los receptores AMPA, el Mg?* es expulsado del canal permitiendo la
entrada de iones Na* y Ca?*. (Balla et al., 2001; Javitt et al., 2007). El Ca?" actia como
segundo mensajero dentro de la neurona postsinaptica, activando cascadas de sefializacion
que promueven la plasticidad neuronal (Niciu et al., 2012). El Ca?* en exceso activa vias
apoptoticas que involucran la liberacion de especies reactivas de oxigeno de la mitocondria
causando excitotoxicidad (Xu et al., 2009).

Los receptores AMPA se expresan ampliamente en el SNC y median la
neurotransmision excitatoria rapida en respuesta a la unién del glutamato. Se han identificado
4 subunidades de estos receptores: GluAl-4 (Palmer et al.,, 2005). La liberacion de
concentraciones pequefias y breves (< 1 milisegundo) de glutamato en una hendidura
sinaptica genera potenciales excitatorios postsinapticos robustos. Las corrientes originadas
por los receptores AMPA generan una rapida despolarizacion de la membrana que dura poco
tiempo, mientras que la despolarizacién originada por los receptores NMDA tiene una mayor
duracion que puede abarcar cientos de milisegundos (Niciu et al., 2012). La despolarizacion
de la membrana originada por los receptores AMPA regula la activacion/desactivacién de los
receptores NMDA (Palmer et al., 2005).

En circuitos corticales e hipocampales, la neurotransmisién de glutamato permite el
proceso de aprendizaje y memoria (Collingridge & Singer, 1990; Davies et al., 1989) y una
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desregulacion en la via de transmision glutamatérgica puede ocasionar alteraciones
cognitivas (Mookherjee et al., 2011). Valladolid-Acebes et al. (2012) sugieren que el efecto
disruptivo de las dietas hipercalodricas en la estructura y funcion del hipocampo, incluidos los
cambios en la plasticidad sinéptica y el déficit cognitivo (Farr et al., 2008), se debe a una
desregulacion en la transmision glutamatérgica originada por una alteracién en la recaptura
y el metabolismo del glutamato.

En un estudio, Valladolid et al. (2012) aplicaron una dieta alta en acidos grasos y
carbohidratos en ratones por 8 semanas y evaluaron la tasa de recaptura del glutamato, la
densidad de los transportadores de glucosa en las células gliales (GLUTS) y de GluRs y la
transmision y plasticidad sinaptica. Los datos muestran una disminucién significativa en la
tasa de recaptura de glutamato en los ratones que consumieron la dieta hipercaldrica, ademas
de un incremento en los transportadores gliales GLUT-1 y el transportador de aspartato
GLAST, mientras que la cantidad del transportador neuronal EAAT-3 no se ve afectada. Al
evaluar la densidad del transportador de glucosa GLUT-1, el cual es abundante en las células
endoteliales de la BHE (Seidner et al., 1998), se encontro una disminucién en los ratones con
la dieta hipercaldrica. Ademas, la plasticidad sindptica disminuye drasticamente en el
hipocampo tras ser evaluada por LTP y la depresion a largo plazo (LTD, por sus siglas en
inglés), que es una prueba electrofisiologica que mide la respuesta postsindptica tras una
estimulacion presinaptica débil y lenta, no es inducida en ratones que consumieron la dieta
hipercalorica. Al medir la cantidad de receptores AMPA y NMDA, solo se encontré una
disminucion en la cantidad de la subunidad GIuN2B del receptor NMDA en ratones
expuestos a la dieta hipercaldrica. Por ultimo, estos autores encontraron una disminucion en
la cantidad de las enzimas GABA-descarboxilasa-65 (GAD-65) y 67 (GAD-67), las cuales
son isoformas citosolicas y membranales de la GAD, respectivamente, que estan
involucradas en la sintesis de GABA.

El estudio anterior sugiere que debido al incremento de actividad y cantidad de los
GLUTs gliales y a la disminucién de la subunidad GIuN2B, los cuales son eventos integrales
caracterizados como mecanismos fisioldégicos involucrados en la homeostasis de la
transmision glutamatérgica (Thomas et al., 2011); una dieta hipercalérica podria incrementar
la cantidad de glutamato en el hipocampo debido a la disminucion de las enzimas GABA-
descarboxilasas, las cuales degradan el glutamato que ha sido recapturado y a un mayor
aporte de glucosa, que es el principal sustrato energético para producir glutamato. Asi, la
disminucion en la tasa de recaptura de glutamato, el incremento de los GLUTs gliales y la
disminucion de GLUT-1 pueden ser signos de la disminucion del metabolismo del glutamato
ocasionado por la disminucién de GAD-65 y 67, cuya funcién es degradar a este
neurotransmisor. De esta manera, aunque la relacién directa entre la desregulacion de la
GAD-65 y 67 con una dieta hipercal6rica parece ser poco clara, las alteraciones
electrofisioldgicas inducidas por una dieta hipercalérica podrian deberse a una afectacién en
el metabolismo del glutamato que se ven reflejadas en una menor cantidad de GIuN2B como
mecanismo compensatorio. Es posible que las desregulaciones metabdlicas ocasionadas por
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el consumo crénico de una dieta hipercaldrica afecten la sintesis de receptores
glutamatérgicos y, como consecuencia, figuren como uno de los mecanismos subyacentes al
deterioro en la memoria asociada al SM.

1.3.2.1.2. Sistema dopaminérgico

La dopamina se ha descrito como un neurotransmisor estrechamente relacionado con las
funciones cognitivas cuyo papel es la neuromodulacion directa o indirecta sobre la
excitabilidad de otras neuronas. Los somas de las neuronas que liberan dopamina estan
localizados en nucleos especificos, mientras que sus terminales axdnicas alcanzan diferentes
regiones en el SNC, entre ellas el hipocampo (Gonzales-Burgos & Feria-Velasco, 2008). De
esta manera, se ha descrito a la memoria como un proceso parcialmente regulado por la
actividad neuromoduladora de la dopamina.

La sintesis de dopamina ocurre en el citosol de neuronas catecolaminérgicas y
comienza con la hidroxilacion del anillo fenolico de la L-tirosina por la tirosina hidroxilasa
(TH) para producir L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Esta oxidacion es fuertemente
regulada y depende de la accion de la tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor, el cual es
sintetizado a partit de la guanosina trifosfato por la guanosin trifosfato ciclohidrolasa. La L-
DOPA es descarboxilada a dopamina por la descarboxilasa de aminoéacidos aromaticos
(AADC, también conocida como DOPA descarboxilasa) (fig. 8) (Blascko, 1996). Ademas
de funcionar como neurotransmisor, la dopamina figura como un intermediario en la sintesis
de noradrenalina, también conocida como norepinefrina, en un proceso que requiere de la
participacion de enzimas presentes sélo en neuronas noradrenérgicas (Eisenhofer &
Reichmann, 2012).
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Figura 8. Sintesis de dopamina. La via principal para la biosintesis de dopamina (DA) comienza con
tirosina o fenilalanina, la cual puede ser hidroxilada por la fenilalanina hidroxilasa. La tirosina se
hidroxila para formar DOPA por la TH dependiente de BH4 o alternativamente por la tirosinasa. La
descarboxilacion de DOPA por AADC genera DA. En otra via para sintesis de DA, la accién de AADC
ocurre antes de la hidroxilacién en el anillo aromatico. La tiramina es oxidada por la enzima Cyp2D.
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Ademads de ser un neurotransmisor en si, la DA también es el precursor de la epinefrina y la
noradrenalina.

Neurona presinaptica
dopaminérgica

eEnzima

s Metabolito
eInhibidor

e Transportador
eOxidante

Microglia
COMT, DOPAC

DOPET 1
ARIADH. ALDH

DOPAL ({39&

Hendidura sinaptica

Neurona postsinaptica

Figura 9. Neurotransmisién dopaminérgica. La dopamina (DA) es sintetizada por la acciéon conjunta
de la tirosina hidroxilasa (TH) y la aminodcido aromatico descarboxilasa (AADC) e importada dentro
de vesiculas sindpticas por el transportador de monoamina vesicular 2 (VMAT2). Cuando la
neurotransmision termina, la dopamina es reciclada por la neurona presinaptica o importada por
células gliales circundantes y es degradada por las enzimas MAO, AR/ADH y ALDH. Los principales
productos de la degradacion de dopamina son el acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC) y el acido
homovanilico (HVA). En el citoplasma, las vesiculas de neuromelanina (NM), complejos de
pigmentos que se encuentran en ciertas regiones del cerebro, estan compuestas de productos de la
oxidacion de dopamina y otros componentes y pueden quelar el Fe. La dopamina o la DOPA pueden
ser oxidados a sus quinonas reactivas correspondientes (Q) que reaccionan para formar una
variedad de compuestos parcialmente neurotéxicos. Estos productos y las especies reactivas de
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oxigeno (ROS) generadas de la deaminacién de la dopamina, pueden generar dafio celular y
neurodegeneracion (obtenido de Meiser et al., 2013).

La recaptura de dopamina en neuronas dopaminérgicas se da a través del
transportador de dopamina (DAT) para después ser almacenadas en vesiculas de
almacenamiento sinaptico por el VMAT?2 (Eriksen & Jagrgensen, 2010). La dopamina que se
acumula en el citosol es degradada por la monoamino oxidasa (MAQO) a peroxido de
hidrégeno y a 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL), el cual puede ser inactivado por su
reduccion a 3,4-dihidroxifeniletanol (DOPET) o su oxidacién a &cido 3,4-dihidroxifenil
acético (DOPAC) por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) o la aldehido deshidrogenasa
(ALDH) respectivamente (Eisenhofer et al., 2004). La captura de dopamina también ocurre
en células gliales circundantes que degradan la dopamina por las enzimas MAQ vy la catecol-
O metil transferasa (COMT) (Mannisto et al., 1992). La COMT transfiere un grupo metilo
del S-adenosilmetionina a grupos hidroxilo de varios compuestos catecolicos. La 3-O-
metilacion de DOPAC por COMT produce acido homovanilico (HVA), uno de los
principales grupos de degradacion de la dopamina (fig. 9) (Myohéanen et al., 2010).

Existen 5 tipos de receptores dopaminergicos: D1, los cuales son miembros de la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (Seeman, 2009). Los receptores de
dopamina se dividen en dos grandes grupos: los receptores tipo D1 que incluyen a los
receptores D1 y Ds, que son similares en estructura y comparten una sensibilidad similar a
ciertos farmacos, y los receptores tipo D2 que incluyen a los receptores D2.4, que comparten
similitud estructural (Sadock et al., 2009). La activacion de los receptores D1 puede producir
la excitacion (mediante la estimulacién de los canales de Na*) o la inhibicion (activando los
canales de K*) sinaptica, mientras que los receptores D2 usualmente inhiben la actividad
neuronal (Romanelli et al., 2009). El efecto de la dopamina sobre una neurona depende del
tipo de receptores que ésta posea en su membrana y de la estimulacion o inhibicion de la
produccién interna de AMPc (Sadock et al., 2009). Los receptores mas abundantes en el SNC
son los receptores D1, seguidos de los receptores D». Los receptores Dz se encuentran en
cantidades menores (Romanelli et al., 2009).

Los receptores D1 y Ds estimulan la produccion de AMPc y se encuentran
involucrados en mayor medida en la excitacion postinaptica, mientras que los receptores Do.
4 inhiben la producciéon de AMPc, activan los canales de K™ y reducen la apertura de los
canales Ca?* dependientes de voltaje (Bahena-Trujillo et al., 2017), ademas de que pueden
inhibir tanto la presinapsis como la postsinapsis (Sadock et al., 2009; Stahl, 2008). Se ha
reportado una alta densidad de receptores D1 en el hipocampo y se ha relacionado con ciertas
funciones cognitivas como la memoria de trabajo y la atencion (Grandy et al., 2016).

Las terminales dopaminérgicas pueden tener un efecto excitatorio, inhibitorio o
modulador dependiendo del tipo de receptor localizado en la sinapsis, ademas de que estas
sinapsis generalmente se encuentran localizadas en el cuello de espinas dentriticas cuyo
extremo terminal tiene sinapsis glutamatérgicas (Goldman-Rakic et al., 1992; Carr & Sesack,
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1996). Algunos autores sugieren que el déficit cognitivo ocasionado por el consumo de una
dieta hipercalorica se debe a una desregulacion en la neurotransmision dopaminérgica
(Pothos et al., 1998; Petrovich et al., 2007; Geiger et al, 2008; Nguyen et al, 2017, Hernandez-
Ramirez, 2019).

Nguyen y colaboradores (2017) evaluaron el efecto de una dieta con grasa (28%) por
doce semanas sobre la memoria espacial, los niveles de dopamina en el hipocampo, estriado
y corteza prefrontal y la activacién neuronal. Los ratones a los que se les suministré la dieta
no mostraron una afectacion en la memoria espacial, ya que aprendieron correctamente la
tarea en un laberinto radial de brazos (RAM, por sus siglas en inglés). Sin embargo, estos
mismos ratones mostraban una reduccion en los niveles de dopamina en estriado y en la
conversién de dopamina a DOPAC en el hipocampo. Ademas, al medir la expresion de Fos
(un gen de expresion temprana que se utiliza como un marcador de la actividad neuronal),
tras la exploracién de un ambiente novedoso, Unicamente se observd un incremento de
actividad en estriado.

Este trabajo demuestra que una dieta alta en acidos grasos afecta el sistema
dopaminérgico en estriado e hipocampo y que tales cambios se deben a una disminucion en
la densidad de receptores dopaminérgicos. Ademas, los datos de Nyguyen y colaboradores
(2017) muestran una disminucion del 40% en la conversion de dopamina a DOPAC en
hipocampo, ademas de un decremento del 20% de dopamina en estriado. Estos resultados
son consistentes con otros estudios en los que se ha reportado un decremento en los niveles
de dopamina y sus receptores en areas del sistema limbico después de un consumo
prolongado de una dieta hipercalorica (Pothos et al., 1998; Geiger et al, 2008, Geiger et al.,
2009; Carlin et al., 2013). Algunos autores sugieren que la disminucién de dopamina se debe
a una escasa liberacion y a un menor tamafio vesicular (Pothos et al., 1998; Geiger et al,
2008). Adicionalmente, se ha observado que la recaptura de dopamina disminuye
independientemente de la expresion del gen que codifica para su transportador en ratas
controles, lo cual podria deberse a alguna alteracion en su trafico o maduracion
postraduccional (Petrovich et al., 2007).

Otros estudios muestran que tras el consumo de una dieta hipercaldrica el nimero de
receptores dopaminérgicos, tanto presinapticos como postsinapticos, cambia. Se ha descrito
que la expresion del receptor de dopamina D2 disminuye en estriado de ratas y ratones
después del consumo prolongado de una dieta alta en calorias y lipidos. Ademas, de manera
interesante, se ha encontrado una clara relacion inversa entre la ganancia de peso y la
expresion de D, y D3 en estriado, lo cual sugiere que existe una regulacion a la baja de estos
receptores en esta estructura (Huang et al., 2006; Johnson & Kenny, 2010; van de Giessen
et al., 2012). Algunos de estos autores sefialan una correlacién negativa entre la adiposidad
y la densidad de D, en ratones (Huang et al., 2005), ratas (Johnson & Kenny, 2010) y
humanos con obesidad (Davis & Fox, 2008).
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Es posible que la alteracion de la expresion de los receptores dopaminérgicos tipo D2
causada por el consumo prolongado de una dieta alta en lipidos y/o azlcares sea una respuesta
neuroadaptativa al decremento de los niveles de dopamina y la disminucion de la conversion
de dopamina a DOPAC. Sumado a esto, es posible que la disminucion de D, tenga como
objetivo normalizar la transmision dopaminérgica, pues D2 juega un rol inhibitorio en la
transmision de dopamina (Nestler, 1994). Por otro lado, poco se ha descrito sobre los
receptores tipo D1, cuya activacion de segundos mensajeros como PKA, CaMKII y Ca?*
resulta fundamental en la formacion de la memoria y en la plasticidad neuronal durante la
LTP (Frey et al., 1993; Jay et al., 1998; Spencer & Murphy, 2002; Gurden et al., 2000). Pese
a la aparente desregulacion del sistema dopaminérgico, tanto pre como postsinaptico, ain no
se sabe con exactitud si existe una alteracion en los niveles de receptores D1 ni se sabe en
qué medida la disminucién en la cantidad de dopamina se debe a una dieta hipercalérica;
ademas de que no se conoce hasta qué punto esta desregulacion tiene una repercusion
conductual en la memoria.

Por otro lado, estudios recientes muestran que el consumo crénico de una dieta alta
en sacarosa tiene una repercusion en la memoria espacial, en la memoria de reconocimiento
y afecta el mantenimiento de la LTP (Herndndez-Ramirez, 2017), ademas de que disminuye
la liberacion de dopamina y norepinefrina e incrementa la liberacion de glutamato durante
una prueba memoria contextual (Guzman-Ramos, 2018). Las ratas tratadas con esta dieta
muestran alteraciones metabdlicas del SM tales como hiperinsulinemia, hiperglucemia,
niveles altos de triglicéridos en plasma y obesidad central (Hernandez-Ramirez, 2017).
Evaluadas con una prueba de MWM, la consolidacion de ratas tratadas con esta dieta parece
ser mas lenta, ya que requieren de mas ensayos para poder localizar la plataforma en el
laberinto a pesar de nadar a la misma velocidad que las ratas con dieta normocaldrica.
Ademas, al ser evaluadas con la prueba de ORM, estas ratas si reconocen el objeto novedoso.
Por otro lado, al ser evaluadas con la prueba de reconocimiento de objeto en lugar (OLM,
por sus siglas en inglés), la cual es una prueba conductual similar al ORM basada en la
tendencia de las ratas a explorar la posicion de un objeto familiar en un lugar novedoso
(Jurdak et al., 2008; Jurdak & Kanarek, 2009); las ratas tratadas no reconocen el cambio de
posicion del objeto familiar, lo cual indica una afectacion en la memoria contextual
(Hernandez-Ramirez, 2017). En términos de plasticidad sinaptica, las ratas que consumieron
cronicamente la dieta alta en sacarosa muestran una respuesta menos potenciada durante la
LTP en la via de patron perforante al giro dentado, lo cual refleja un menor incremento en la
fuerza sinaptica comparada con sus respectivos controles, mostrando que la dieta puede
afectar los cambios plasticos que subyacen a la memoria (fig.10 y 11).
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Figura 10. Afectacion en la memoria espacial, en la memoria contextual y en la plasticidad
sindptica de ratas con SM. A. Las ratas con SM tardan mas que las controles en aprender la
localizacion de la plataforma. B. a: las ratas con SM realizan un menor nimero de cruces, lo cual
indica que no recuerdan la ubicacidn de la plataforma; b: las ratas con SM pasan menos tiempo en
el cuadrante del laberinto en donde se encuentra la plataforma; c: las ratas con SM tardan mas
tiempo en llegar a la plataforma; d: no hay diferencia entre la velocidad de nado en ambos grupos.
C. OLM: durante la adquisicién no hay diferencias en el tiempo de exploracidon de ambos objetos en
los dos grupos. En la fase de prueba sdlo el grupo control explora mds tiempo el objeto que se
desplazd de lugar, lo cual indica que las ratas con SM no reconocen el cambio de posicién del objeto.
D. El incremento de la potenciacidn en el LTP de ratas con SM es menor que en ratas controles
(modificado de Hernandez-Ramirez, 2017).

Por otro lado, utilizando este mismo modelo, Hernandez-Ramirez y colaboradores
(2019) evaluaron la liberacion de neurotransmisores en hipocampo por microdialisis en libre
movimiento durante la prueba de OLM. Se encontrd una disminucién en la liberacion de
dopamina y norepinefrina y un incremento de glutamato durante la adquisicion del OLM al
medir los microdializados con electroforesis capilar. En esta misma prueba, estos mismos
autores administraron nomifensina (un inhibidor de la recaptura de catecolaminas (Brogden
et al., 1979) en el hipocampo de ratas tratadas 15 minutos antes de la adquisicion. Evaluando
la memoria a largo plazo, se encontr6 que ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa e
inyectadas con nomifensina exploran por mas tiempo el objeto que se movié de lugar, de
manera similar que las ratas normocal6ricas inyectadas con solucion salina. Ademas, las ratas
tratadas con la dieta alta en sacarosa e inyectadas con solucion salina exploraron ambos
objetos por igual, lo cual indica un déficit en la memoria (fig. 11). De esta manera, una
disminucion en la cantidad de catecolaminas en el espacio sinaptico parece ocasionar un
déficit en la memoria.
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Figura 11. Desregulacion en la liberacion de catecolaminas y glutamato en ratas con SM y
restauracion de la conducta en ratas con SM tratadas con nomifensina. A. La microdialisis realizada
en hipocampo durante la adquisiciéon en la prueba de OLM (indicada como una barra negra en la
fraccion 4 o F4) muestra que las ratas con SM liberan menor cantidad de catecolaminas (dopamina
y norepinefrina) y mayor cantidad de glutamato. B. OLM en ratas a las que se les realizd
microdidlisis: durante la adquisicion no hay diferencias en el tiempo de exploracion de ambos
objetos en los dos grupos. En la fase de prueba sélo el grupo control explora mas tiempo el objeto
gue se desplazd de lugar, lo cual indica que las ratas con SM no reconocen el cambio de posicion del
objeto. C. OLM en ratas a las que se les administré nomifensina: durante la adquisicion no hay
diferencias en el tiempo de exploracién de ambos objetos en los cuatro grupos. En la fase de prueba
el grupo control que fue microinyectado con solucidn salina (Controles/SS) y las ratas con SM
microinyectadas con nomifensina (SM/NOM) explora mas tiempo el objeto que se desplazé de
lugar, lo cual indica que incrementar la cantidad de catecolaminas en las sinapsis de ratas con SM
cuya liberacion inicial es baja, restaura la formacién de la memoria. Las ratas con SM e inyectadas
con solucién salina (SM/SS) no reconocen el cambio de posicién del objeto tal y como se ha
reportado antes. El grupo control microinyectado con nomifensina (Controles/NOM) no reconocen
el cambio de posicién del objeto, lo cual indica el efecto contraproducente cuando se incrementan
los niveles normales de catecolaminas (modificado de Hernandez-Ramirez et al., 2019).

Sin embargo, a pesar de existir una disminucion en dopamina y norepinefrina; la
dopamina se ha relacionado en mayor medida con la formacion (adquisicion y consolidacion)
de memorias que dependen de hipocampo (Frey et al., 1993; Jay et al., 1998; Spencer &
Murphy, 2002; Gurden et al., 2000), mientras que la norepinefrina parece ser mas importante
en la formacién de memorias emocionales (Tully & Bolshakov, 2010; Kodirov, 2012) y en
la evocacion de memorias contextuales y espaciales (Murchison et al., 2004). Debido a esto,
la disminucién en la cantidad de dopamina en el espacio sinaptico durante la adquisicion
tendria una mayor repercusion en la formacién de memorias hipocampales.
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Los trabajos anteriores indican que el consumo cronico de una dieta alta en sacarosa
puede afectar la adquisicion y/6 la consolidacién de la memoria espacial y contextual, ademas
de inducir la disminucion en la cantidad de dopamina y norepinefrina y el incremento en la
cantidad de glutamato durante la adquisicion. Sumado a esto, inhibir la recaptura de
catecolaminas en el hipocampo de ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa mejora el
desempefio en pruebas de memoria contextual. Finalmente, en términos de plasticidad, la
dieta alta en sacarosa afecta el incremento de la fuerza sinaptica mas no la induccién de la
LTP puesto que después de los trenes de estimulacion la respuesta se ve claramente
potenciada con respecto a la linea basal (constituida por los primeros 15 minutos) (fig. 11D).

2. Planteamiento del problema

Los estudios anteriores muestran que el sindrome metabdlico y sus componentes figuran
como factores de riesgo en el deterioro de la memoria. Debido a su caracter multifactorial,
se han descrito diferentes mecanismos por los cuales este sindrome podria afectar las
memorias que dependen del hipocampo.

Las desregulaciones metabdlicas causadas por una dieta hipercalorica pueden
producir cambios neurofisiologicos que afectan directa o indirectamente al hipocampo.
Dichos cambios incuyen disfunciones en los sistemas de neurotransmision. Se ha descrito
que en el espacio sinaptico la cantidad de glutamato y de catecolaminas, dos de los
principales neurotransmisores involucrados en el aprendizaje y la memoria, se ve afectada
durante la adquisicién en un modelo murino de sindrome metabdlico y que tal desregulacion
podria ser el vinculo entre el sindrome metabodlico y la afectacion de la memoria. También
se ha descrito que, debido a que la cantidad de catecolaminas disminuye en este modelo,
inyectar en hipocampo un inhibidor de la recaptura de dopamina y norepinefrina restaura la
memoria contextual; ademas de que durante la LTP hay un menor cambio en la eficiencia
sinaptica de ratas con sindrome metabolico.

A pesar de tales avances, no se sabe si el incremento de glutamato en el espacio
sinaptico en este modelo de sindrome metabolico desregula la sintesis de las subunidades
constitutivas GIuN1 y GluAl de los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA, debido a
un proceso homeostatico; afectando la activacién de los mecanismos plasticos que subyacen
a la memoria. Tampoco se sabe si la cantidad de TH, enzima crucial para la sintesis de
catecolaminas, o si la cantidad de los receptores tipo D1 se ve afectada por el consumo
prolongado de una dieta alta en sacarosa. Ademas, debido a que resulta necesario desarrollar
tratamientos enfocados a suplir las desrregulaciones observadas en los diferentes sistemas de
neurotransmision durante el sindrome metabdlico, no se sabe si incrementar la cantidad de
dopamina en el espacio sinaptico utilizando nomifensina durante la LTP podria recuperar la
eficiencia sinaptica en ratas con este sindrome.

Por ende, este proyecto pretende estudiar si dentro de los mecanismos subyacentes a
la disfuncién cognitiva y a la disminucién en la eficiencia sindptica presente durante el
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sindrome metabdlico figura la desregulacion de los receptores glutamatérgicos NMDA y
AMPA y la disminucion de TH y de los receptores tipo D1.

3. Hipotesis

El sindrome metabdlico, inducido por el consumo crénico de una dieta alta en sacarosa,
disminuird la plasticidad sinaptica y la cantidad total de receptores glutamatérgicos
ionotrdpicos en el hipocampo. Por otro lado, dicho sindrome ocasionard un aumento en la
enzima TH y un aumento en la cantidad total de receptores tipo D2 en esta misma estructura,
ademas de que microinyectar nomifensina restaurara la plasticidad sinaptica.

4. Objetivos
4.1.1. Objetivo general

Analizar el efecto del sindrome metabolico sobre la expresion de los receptores
glutamatérigicos ionotropicos, de la enzima TH y del receptor D; y sobre la plasticidad
sinaptica en el hipocampo, los cuales son mecanismos cruciales para la formacion de la
memoria espacial.

4.1.2. Objetivos particulares
1. Contrastar mediante Western-Blot si existen diferencias significativas en la
sintesis de GIuN1, GluAl, D: y TH en el hipocampo dorsal de ratas con sindrome
metabolico y ratas controles.

2. Evaluar mediante LTP el efecto del sindrome metabolico sobre la plasticidad
sinaptica.
3. Describir el efecto de la nomifensina sobre la eficiencia sinaptica de ratas con

sindrome metabdlico durante la LTP.

5. Materiales y método
5.1. Modelo de sindrome metabélico

Se trabajo con ratas que fueron sometidas a un protocolo desarrollado la Dra. Marcia Hiriart
del Instituto de Fisiologia Celular para inducirles SM. Bajo este protocolo, se trabajo con
ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente dos meses de edad (de 250 a 280 g de
peso) al momento de iniciar la dieta y a lo largo del tratamiento se mantuvieron en un periodo
de luz/oscuridad de 12 horas a una temperatura de 22 + 1°C. Los animales se dividieron en
dos grupos experimentales: 1) un grupo control que recibi6é agua y 2) un grupo experimental
que en lugar de agua recibié una solucién de sacarosa al 20% accesible en bebedero. Durante
un periodo de 6 meses ambos grupos fueron alimentados con una dieta estandar
(LabDiet5001®) ad libitum y agua o sacarosa. Tras cumplir 6 meses con la dieta, se utilizé
un grupo de ratas, tanto controles como tratadas, para la prueba de LTP y se utilizd otro grupo
para los analisis moleculares. Todos los animales se mantuvieron y fueron tratados de
acuerdo con el Comité Institucional Para el Cuidado de los Animales del Laboratorio
(CICUAL) del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

41



5.2. Caracterizacion del sindrome metabolico en ratas Wistar macho después del
tratamiento crénico con una dieta alta en sacarosa

Todos los animales fueron sujetos a la medicion de ciertos parametros morfométricos y
metabdlicos por el laboratorio de la Dra Marcia Hiriart de la Division de Neurociencias del
Institituto de Fisiologia Celular. Después de un ayuno de 12 horas los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sodico via intraperitoneal (~ 1 mL).
Posteriormente se registrd la concentracion de glucosa para cada animal utilizando un
glucometro comercial (Accu-Chek Active, Roche®) y se midio el peso, la longitud corporal
(midiendo de la punta de la nariz al ano) y el perimetro abdominal (midiendo el diametro de
la region abdominal por encima de la cresta iliaca) con ayuda de una cinta métrica.
Adicionalmente se extrajeron y pesaron las grasas peripancreatica y epididimal.

Posterior a la medicion de los parametros metabdlicos, se extrajeron los cerebros de
ambos grupos de ratas: las ratas que fueron sometidas a LTP y las ratas que sélo recibieron
el tratamiento dietético cuyos cerebros estaban destinados al analisis molecular. En los
cerebros de las ratas de LTP se separaron los dos hemisferios con ayuda de un bisturi. El
hemisferio en el cual se realizo la LTP se fijo en paraformaldehido (PFA) al 4% para su
posterior analisis histologico, mientras que el otro hemisferio se almacend a -80°C para
futuros trabajos. Los cerebros de las ratas que solo recibieron el tratamiento dietético fueron
manejados de acuerdo con los protocolos correspondientes del analisis molecular.

5.3. Andlisis de homogenados de hipocampo de ratas con sindrome metabdlico
mediante Western-Blot
5.3.1. Extraccion de estructuras y obtencion de muestras

Después de extraer los cerebros de las ratas que sélo recibieron el tratamiento dietético
(sacarosa o0 agua), sobre una superficie fria y con ayuda de un bisturi se secciond el
hipocampo de ambos hemisferios. A partir de este punto, todo el material, los buffers y el
manejo de tejido se realiz6 sobre una base de hielo para mantener una temperatura de ~ 4°C.

Por cada animal se homogenizaron ambos hipocampos en un mismo tubo Eppendorf
con 300 uL de buffer de lisis (BL, 150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM NaF, 20
mM B-glicerofosfato, 1 mM NazVOs, una tableta de inhibidores de proteasas Roche y 0.5%
de Triton X-100). Después de la homogenizacion (en la que se tritur6 el tejido con 50
movimientos rotatorios del pistilo contra el homogenizador) se centrifugaron las muestras a
1000 revoluciones por minuto durante 10 minutos a4°C con el objetivo de separar los nicleos
y los restos celulares (el pellet) de los componentes menos pesados (el sobrenadante), el cual
corresponde a la proteina total (PT) que fue almacenada a -80°C hasta su analisis (SM =9,
Controles = 8).
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5.3.2. Cuantificacion de proteinas, Western-Blot y densitometria

La concentracion de proteinas en la PT se determind con el método de cuantificacion de
Lowry (Lowry et al., 1951) (la curva de calibracion consistio en concentraciones de 0 a 30
ug de albumina sérica bovina (BSA) en buffer de lisis). Posteriormente, se utilizé el volumen
correspondiente para 20 pg de proteina de cada muestra de PT y se ajustd con BL para llegar
a un volumen final de 10 pL que después se mezcld en una proporcion de 1:1 con buffer de
Laemmli 2X (Glicerol 20%, SDS 2%, Tris-HCI 100 mM pH 6.8, Azul de bromofenol 0.05%,
DTT 100 mM y pB-mercaptoetanol 5%) para obtener un volumen final de 20 pL.
Posteriormente, las muestras se hirvieron a 96°C por 5 minutos y se cargaron en un gel de
SDS-poliacrilamida (concentrador al 4% y separador al 12%) con buffer de corrida 1X
(preparado a partir de 10X: Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0.1%) y se corrieron a
110 V por aproximadamente 120 minutos.

Una vez pasado el tiempo de electroforesis, el gel de SDS-poliacrilamida se sumergié
en buffer de transferencia (buffer de corrida 1X con metanol al 20%) por 15 minutos. A la
par, se activo la membrana de polifluoruro de polivinilideno (PVDF, Biorad®) con metanol
durante 5 minutos y después se sumergio en buffer de corrida hasta su utilizacion. La
transferencia se realiz6 en una cdmara semi-htimeda (Trans-Bot SD, BioRad®) a 25 V por
45 minutos. Al finalizar la transferencia, se bloqued la membrana con una solucion de
blogueo de BSA 3% en TBS-T 0.1% (Tris-Base 10 mM, NaCl 0.9% y Tween 20 al 0.1% pH
7.4) por 1.5 horas.

Para determinar la expresion relativa de las proteinas de interés de cada muestra se
incubaron en camara himeda durante 3 dias a 4°C anticuerpos primarios disueltos en
solucion de bloqueo: para la subunidad GIuN1 se utilizé anti-NR1 monoclonal mouse (1:500,
Millipore, #catalogo: 05-432), para la subunidad GluAl se utiliz6 GluR1 monoclonal mouse
(1:500, Santa Cruz Biotechnology, #catalogo: sc-13152), para TH se utilizo anti-Tyrosine
Hydroxylase monoclonal rabbit (1:1000, Abcam, #catalogo: ab6211), para el receptor D1 se
utilizé anti-Dopamine Receptor D1 monoclonal rabbit (1:500, Abcam, #catalogo: EP1560Y)
y para el control de carga se utilizo anti-Btubulina III monoclonal rabbit (1:5000, Sigma,
#catalogo: 090M4775). Posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0.1%
y, disueltos en solucion de bloqueo, se incubaron por 2 horas los anticuerpos secundarios
acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP) correspondientes para cada primario: para
monoclonales mouse se incubd anti-mouse 1gG (1:2000, Cell Signalling, #catalogo: 7076S)
y para monoclonales rabbit se incubd anti-rabbit 1gG (1:2000, Invitrogen, #catélogo:
SF252548). Al finalizar la incubacion del anticuerpo secundario se hicieron 3 lavados de 5
minutos con TBS-T 0.1% y un lavado de 5 minutos con TBS.

Después de los lavados se reveld en fotodocumentador (Li-Cor, C-DiGit®) utilizando
un kit para quimioluminiscencia (Immobilon Wester, Millipore). Se colocé la membrana en
un recipiente y se le vertio peroxido de hidrégeno y luminol en proporcion 1:1 y se agitd
durante ~ 30 segundos. La sefial inmunoreactiva se registrd con el programa Image Studio
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Digits Ver 5.2 y se cuantificé densiométricamente con el software ImageJ 1.31V (Wayne
Rasband, NIH).

5.4. Potenciaciéon a largo plazo (LTP) y administracion de nomifensina
intrahipocampal.

Para la prueba electrofisioldgica los animales fueron divididos en 4 grupos: 1) ratas con SM
inyectadas con nomifensina (NOM), 2) ratas con SM inyectadas con solucion salina (SS), 3)
ratas controles inyectadas con NOM vy 4) ratas controles inyectadas con SS. Todos los
animales fueron sometidos al mismo procedimiento experimental. Los animales fueron
inyectados con pentobarbital sodico diluido con solucion salina en proporcién 1:1 con una
dosis de 50 mg/kg reduciéndola en un 25 % para evitar el riesgo de muerte. Durante el
transcurso de la experimentacion se suministraron pequefias dosis de pentobarbital sodico
(~5%) en lapsos de 20 minutos con el fin de mantener los niveles quirdrgicos de anestesia.
Las administraciones de mantenimiento se suspendieron 15 minutos antes de la
microinyeccion y se retomaron 40 minutos después de la estimulacion.

Con el fin de suministrar NOM o SS intracerebral e inducir LTP unilateralmente, los
animales fueron sometidos a una cirugia estereotaxica. Primero se busco la sefial en la via
patrén perforante (PP) a giro dentado (GD) siguiendo las coordenadas: GD: anteroposterior
(AP) = la mitad de la distancia entre bregma y lambda, medial lateral (ML) = + la mitad de
la distancia entre bregma y lambda entre dos, DV = -3.5; PP: AP = el apice de lambda, ML
=+ 4.2, DV =- 3.0, segun Huang et al. (2012) (fig. 12).

Hipocampo
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entorrinal)
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subgranular
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Figura 12. Coordenadas de la via patron perforante a giro dentado. A. Diagrama esquematico de
la posicidn de los electrodos sobre el craneo de rata. I: Interseccidn de la sutura sagital con el apice
de lambda. M: Punto medio entre lambda (L) y bregma (B). Las lineas M-D y I-P son perpendiculares

44



a la sutura sagital. D: posicion del electrodo de registro. P: posicion del electrodo de estimulacion
(obtenido de Huang et al., 2012). B. Estimulacién de la via patron perforante a giro dentado en
hipocampo de rata (modificado de Lisman & Raghavachari, 2006).
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Registro/Microinyeccion A
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Figura 13. Coordenadas microinyeccidn, registro y estimulacidon. A. Sitio de microinyeccién vy
registro en GD (DV = 3.5). B. Sitio de estimulacién en PP (DV = 3.0) (modificado de Paxinos & Watson,
1998).

45



Después de encontrar la sefial eléctrica de la via estimulada, los animales fueron
microinyectados en el patron perforante (DV = -3.5) con NOM (0.025 mM en SS (NaCl
0.9%) o0 SS a una tasa de 1 pL./2 minutos mas un minuto de difusion (fig. 13). Posteriormente,
se registro la linea base durante 5 minutos con estimulos de baja frecuencia (pulsos de 0.25
milisegundos a una frecuencia de 0.25 Hz). Para el registro se utilizé un electrodo monopolar
de acero de 203 pum de diametro y para la estimulacion se usé un electrodo bipolar trenzado
de acero de 203 um de diametro. Se estimul6 con un estimulador A-M Systems Isolated Pulse
Stimulator Model 2100. Las respuestas evocadas fueron enviadas a un amplificador A-M
Systems model 3000. Durante todo el experimento, la sefial fue digitalizada para su
almacenamiento y analisis en una computadora provista con el software Datawave SciWorks
(Longmont, CO).

Pasados 15 minutos de la microinyeccion y del registro de la linea base, las ratas
fueron estimuladas unilateralmente en la via PP a GD siguiendo las mismas coordenadas
utilizadas para la linea base con 5 trenes de 10 bursts (cada burst 50 milisegundos a 400 Hz
con intervalos de 200 milisegundos). El registro se realizé durante una hora posterior a la
estimulacion (SM con NOM =5, SM con SS =5, Controles con NOM = 3, Controles con SS
= 3). Los animales fueron sacrificados una semana después del LTP para las mediciones
metabolicas y sus cerebros extraidos para la histologia.

5.4.1. Histoquimica: tincion de Nissl

Con el fin de verificar la posicidn exacta de los electrodos en el cerebro se realizé la tincion
de Nissl. Posterior al sacrificio, los cerebros fueron almacenados en PFA al 4% durante 3
dias para luego ser transferidos a una solucion de sacarosa al 15 % en buffer de fosfatos (PBS
1X, 137 mM NacCl, 2.7 mM kCI, 8 mM Na2HPO4 y 2 mM KH2PQO4) durante 48 horas a -20°C
y luego a una solucion de sacarosa al 30 % en PBS durante otras 48 horas a -20°C. Utilizando
un criostato (CM 1520, Leica) se realizaron cortes coronales de 40 um que fueron
almacenados en PBS hasta su analisis. Los cortes fueron montados en portaobjetos
gelatinizados (1 g de gelatina, 0.1 g de CrK(SO4), etanol del 96 al 30%) que se dejaron secar
por 3 dias para posteriormente ser tefiidos siguiendo el tren: 2 minutos en H20, 4 minutos en
etanol al 70%, 4 minutos en etanol al 90%, 4 minutos en etanol al 96%, 1 minuto en violeta
de Cresilo (al 0.1% con dos gotas de acido acético glacial (CH3COOH), 2 minutos en etanol
al 96%, 1 minuto en xilol y 2 minutos en xileno. Al terminar la tincion las muestras se
cubrieron con una capa de resina y un cubreobjetos. Las muestras fueron examinadas con un
microscopio optico y fotografiadas.

5.5. Andlisis estadistico

Todos los datos se tabularon y analizaron con el programa SPSS® y los graficos se hicieron
utilizando el programa GraphPad Prism 5.1®. Todos los datos fueron sometidos a la prueba
de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk y para la homogeneidad de varianzas
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se utilizo la prueba de Levene. Todos los datos se reportaron como la media * el error
estandar de la media (EEM) y se consideraron significativos los datos con una p < 0.05.

Para comparar las mediciones metabdlicas (concentracion de glucosa en ayuno, peso,
longitud corporal, perimetro abdominal, grasa peripancreatica y grasa epididimal) entre
ambos grupos (agua y sacarosa al 20%) se utilizo la prueba de t de Student para muestras
independientes. Para el analisis densitométrico se dividid la densidad dptica de la proteina de
interés entre la densidad Optica del control de carga para obtener un valor relativo por cada
animal. Posteriormente estos valores fueron comparados utilizando una prueba de t de
Student para muestras independientes. Para comparar los datos de la LTP se tomaron los
valores (un pulso cada 20 segundos) de los primeros 5 minutos antes de los trenes y los
altimos 5 minutos de registro para cada grupo (SM con NOM, SM con SS, Control con NOM,
Control con SS). Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para la pendiente del PEPS
comparando el incremento en la eficiencia sinaptica de cada grupo y una prueba post hoc de
Tuckey. Se verificd el supuesto de esfericidad del modelo estadistico usando la prueba de
Mauchly.

6. Resultados
6.1. Parametros metabolicos en un modelo de sindrome metabdlico

Los resultados obtenidos por el laboratorio de la Dra. Marcia Hiriart muestran que el
tratamiento de una dieta alta en sacarosa por 6 meses en ratas Wistar macho ocasiona una
desregulacion metabolica que se ve reflejada en los principales signos que constituyen al SM.
Debido a que este modelo de SM se encuentra bien estandarizado (Velasco et al., 2012;
Herndndez-Ramirez, 2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019), sélo se evalud el efecto nocivo
de la dieta sobre la plasticidad sinaptica y ciertos componentes del sistema catecolaminérgico
y glutamatérgico en estos animales.

Las ratas tratadas con una dieta alta en sacarosa presentan algunos de los principales
signos del SM en este modelo que son la hiperglucemia, el incremento de grasa epididimal y
peripancreatica y la obesidad central (Velasco et al., 2012; Hernandez-Ramirez, 2017;
Herndndez-Ramirez et al., 2019), los cuales son indicadores de una desregulacion energética.

6.2. Una dieta alta en sacarosa no desregula la expresiobn de receptores
glutamatérgicos ni dopaminérgicos y no afecta la expresion de TH en ratas con
sindrome metabdlico

Debido a que los tipos de memoria que se ven afectados en este modelo de SM dependen de
hipocampo, se trabajé con la PT de homogenados de esta estructura con la finalidad de saber
si previo a un reto cognitivo (como el OLM, MWM u ORM) existe una desregulacion en los
receptores que inician (NMDA y AMPA) o regulan (D1) los mecanismos moleculares
subyacentes al aprendizaje y la memoria o bien en la enzima determinante para la sintesis de
la dopamina (TH), la cual funciona como un neuromodulador.
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La cantidad dptima de proteinas utilizadas en el Western-Blot se determind mediante
una curva de concentracion en la cual se tomaron en cuenta la cantidad de muestra disponible
(PT de homogenados de hipocampo) y la cantidad de reactivos (anticuerpos primarios y
secundarios). De esta manera, el volumen que mas se ajusto a las necesidades del trabajo
fueron 20 ng.

6.2.1. Receptores glutamatérgicos

La cantidad de receptores NMDA y AMPA se determind mediante la deteccion de la
subunidad constitutiva GIuN1 y GluAl, respectivamente, por Western-Blot (fig. 14).
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Figura 14. Cantidad de subunidades GluN1 (NMDA) y GluAl (AMPA) en hipocampo de ratas
tratadas con una dieta alta en sacarosa. A. Las ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa muestran
una leve disminucién en la cantidad de receptores, pero dicha disminucidn no es estadisticamente
significativa (ratas tratadas: n = 4, ratas controles: n = 5). B. Al igual que en la subunidad GluN1, las
ratas tratadas con la dieta alta en sacarosa muestran una leve disminucion en la cantidad de
receptores, pero dicha disminucidn no es estadisticamente significativa, ademads de que la cantidad
de receptores entre ambos grupos parece ser mas heterogéneo (ratas tratadas: n = 5, ratas
controles: n=5).

Tras analizar la densidad oOptica de la proteina de interés, la prueba de t de Student
muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
subunidades constitutivas de los receptores NMDA y AMPA, GIluN1 (p > 0.280) y GIuAl (p
> 0.257) respectivamente, entre las ratas a las cuales se les suministré la dieta alta en sacarosa
y las ratas controles.

Debido a esto, la dieta alta en sacarosa no afecta la sintesis de los receptores
glutamatérgicos NMDA ni AMPA en un estadio en el cual no existe un reto cognitivo.
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6.2.2. Receptor D1y TH

La cantidad del receptor D1 y de TH se determind mediante su deteccidén por Western-Blot
(fig. 15).

A B
. D1 e TH
] g
£ 25- = 1.6
5 =
£ Ei
3 20- — "t
o) (<> K
= —_— T 1.0-
O 1.5- E .
S 8 -
= 1.04 e =
2 g 0.54
T 0.5 ®
=4 8
[72] (7]
S 0.0 T 5 0.0 T
a Controles o Controles
Control SM Control SM
o, [ i
B-tubulina | B-tubulina E S

Figura 15. Cantidad de receptor D; y TH en hipocampo de ratas tratadas con una dieta alta en
sacarosa. A. No existen diferencias estadisticamente significativas en la sintesis del receptor D
entre las ratas tratadas con la dieta y las ratas controles (ratas tratadas: n = 9, ratas controles: n =
8). B. La cantidad de TH en las ratas tratadas con la dieta y las ratas controles no es estadisticamente
diferente (ratas tratadas: n = 7, ratas controles: n = 9).

Tras analizar la densidad Optica de la proteina de interés, la prueba de t de Student
muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en la cantidad del receptor
D; (p > 0.853) ni de la enzima TH (p > 0.584) entre las ratas a las cuales se les suministré la
dieta alta en sacarosa Yy las ratas controles.

Debido a esto, la dieta alta en sacarosa no afecta la cantidad total de TH ni la sintesis
del receptor D1 en un estadio en el cual no existe un reto cognitivo.

6.3. LTP
6.3.1. Histologia

La histologia muestra que tanto el electrodo de registro como el electrodo de estimulacion
estuvieron correctamente colocados en la via del patron perforante al giro dentado en el
hipocampo de las ratas que fueron sometidas a la prueba electrofisiologica (fig. 16).
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Registro/Microinyeccion Estimulacion

Figura 16. Ubicacion de los electrodos de estimulacidn, registro y de la microinyeccion.
Representacién esquemadtica de la ubicacidon del electrodo de estimulacién en el patrén
perforante (PP) y el electrodo de registro en giro dentado (GD). Se muestran cortes coronales
donde se aprecia la correcta colocacién de los electrodos en GD y PP. Escala 1 mm.

6.3.2. La administracion de nomifensina recupera el incremento en la eficiencia
sindptica en ratas con sindrome metabdlico

Debido a que los tipos de memoria que se ven afectados en este modelo de SM dependen de
hipocampo (Hernandez-Ramirez, 2017; Guzman-Ramos, 2018), se realizo la LTP en la via
del patron perforante al giro dentado con la finalidad de saber si existe 0 no una afectacion
en la plasticidad sinaptica. Para evaluar la potenciacion sindptica durante la prueba, se midio
la pendiente (m) de los PEPS en cada grupo (n: SM con NOM =5, SM con SS =5, Controles
con NOM = 3, Controles con SS = 3) antes y después de la estimulacion tetanica (fig. 17).
Se consideraron los 5 minutos previos a los trenes de estimulacion como la linea basal (LB)
y los 5 minuots finales de registro como linea final (LF). El incremento en la eficiencia
sinaptica de cada animal se calculé comparando cada pulso de la LF con cada pulso de la LB,
en donde el promedio de la totalidad de pulsos de la LB equive al 100% Yy el valor de cada
pulso de la LB oscila alrededor del 100. De esta manera, el incremento de la eficiencia
sinaptica se interpret6 como un aumento en porcentaje de cada pulso en la LF (fig. 18).
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Figura 17. Sefiales representativas antes y después de la estimulacidn tetanica. En cada sefal se
muestra la LB (de color gris, al fondo) y la LF (de color azul, negro, verde y rojo, al frente) y se aprecia
la espiga poblacional (primer componente de la sefial) y el PEPS (segundo componente de la sefial).
A. Ratas controles microinyectadas con SS en las cuales se observa un incremento normal de la
espiga poblacional y del PEPS después de la estimulacidn con los trenes de alta frecuencia. B. Ratas
controles microinyectadas con NOM en las cuales se observa un crecimiento mayor, tanto en la
espiga como en el PEPS. C. Ratas con SM microinyectadas con SS en las cuales se observa una LB
poco definida y un incremento pobre de ambos componentes. D. Ratas con SM microinyectadas con
NOM en las cuales se observa una LB poco definida y un incremento de la espiga poblacional y del
PEPS similar al de las ratas controles microinyectadas con SS después de la estimulacién, ademas de
una clara diferenciacion de ambos componentes. n: SM con NOM =5, SM con SS = 5, Controles con
NOM = 3, Controles con SS = 3. Escala pV/ms.

El PEPS es un indicador de la permeabilidad de la membrana sinéptica y la espiga
poblacional de la permeabilidad de la membrana en los somas de las células granulares del
giro dentado (Huang et al., 2012). La medicion del PEPS muestra indirectamente la
permeabilidad de la mebrana sindptica y la medicion de la espiga poblacional muestra
indirectamente la permeabilidad de la membrana en el soma. El incremento en ambos
componentes de la LTP, tanto en el PEPS y como en la espiga poblacional, se debe a los
cambios plasticos que tienen lugar después de la estimulacion tetanica (mayor nimero de
receptores insertados y activados en la membrana, modificaciones postraduccionales en
ciertos canales que le otorgan un mayor tiempo de apertura, crecimiento dendritico, etc.). La
forma de registrar la eficiencia sinaptica durante la LTP puede ser midiendo la amplitud (mV)
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y/o la pendiente (m) del PEPS o de la espiga poblacional. Entre mayor sea el incremento de
la eficiencia sinéptica, mayor serd la mV y la m de los PEPS (mPEPS, mVPEPS) y de la
espiga poblacional (m, mV).
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Figura 18. Incremento en la eficiencia sindptica. A. Aumento en porcentaje de la eficiencia sinaptica
de los 4 grupos. B. Las ratas con SM a las que se les microinyecté NOM en el hipocampo muestran
un incremento en la eficiencia sindptica similar al de las ratas controles microinyectadas con SS. Por
otro lado, el incremento de la eficiencia sinaptica de las ratas con SM a las que se les microinyecté
SS se mantiene en niveles subdptimos en comparacién con las ratas controles a las que se les
microinyectd SS (SM con NOM =5, SM con SS = 5, Controles con NOM = 3, Controles con SS = 3).

Tras analizar el incremento en porcentaje de la m de los PEPS, la prueba de ANOVA
de medidas repetidas muestra que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
4 grupos (F7384 = 80.05, p = 0.0001). La prueba post hoc de Tukey indica que existen
diferencias significativas entre el incremento en porcentaje de la eficiencia sinaptica de los
grupos C+SS (incremento promedio de 192.31%) y C+NOM (incremento promedio de
405.60%), C+SS y SM+SS (incremento promedio de 51.46%), C+NOM y SM+SS, C+NOM
y SM+NOM (incremento promedio de 185.79%) (p < 0.0001), mas no entre los grupos C+SS
y SM+NOM.

El hecho de que en todos los grupos se pudo inducir la LTP (con un incremento de la
LF mayor al 20% con respecto a la LB) indican que, tal y como habia reportado Hernandez-
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Ramirez (2017), las ratas tratadas con una dieta alta en sacarosa y diagnosticadas con SM
muestran una afectacion en el mantenimiento de la LTP ya que éste es suboptimo comparado
con las ratas controles a las que se les microinyect6 SS. Por otro lado, incrementar los niveles
de catecolaminas en el espacio sindptico en ratas con SM restaura la LTP a niveles normales
y la administracion de nomifensina en ratas controles incrementa la potenciacion aun mas.

7. Discusion
7.1. Una dieta alta en sacarosa no afecta la sintesis de las subunidades GIuN1y GluAl
de los receptores glutamatérgicos y disminuye la eficiencia sinaptica en ratas con
sindrome metabdlico

Los receptores glutamatérgicos ionotropicos NMDA y AMPA median la transmisién
sindptica rapida en el hipocampo y su importancia en el aprendizaje y la memoria radica en
su accion concomitante para desencadenar la activacion de segundos mensajeros que
promueven una serie de modificaciones postraduccionales que incrementa la permeabilidad
de cierto tipo de canales idnicos y la sintesis proteica (Frey et al., 1993; Spencer & Murphy,
2002; Whitlock et al., 2006). Los receptores NMDA y AMPA participan en el incremento en
la eficiencia sindptica promoviendo mecanismos asociados a este fenomeno como el
crecimiento dendritico, la sintesis de receptores y las modificaciones postraduccionales de
ciertas proteinas (Herring & Nicoll, 2016). Estos cambios plasticos son el sustrato sobre el
cual se ha descrito al aprendizaje y la memoria en términos celulares. Sin embargo, el papel
que ambos tipos de receptores desempefian difiere dependiendo de la etapa del aprendizaje y
la memoria de la cual se hable (Gurden et al., 2000; Squire, 2014).

Trabajos anteriores han descrito un incremento en la liberacion de glutamato en ratas
tratadas con una dieta hipercalorica en un estado basal (Valladolid-Acebes et al., 2012) y
durante un reto cognitivo (Hernandez-Ramirez et al., 2019). Debido a esto, resultaba posible
gue, como un mecanismo homeostatico de la transmision glutamatérgica para evitar la
excitotoxicidad (Thomas et al., 2011); existiera una disminucion en la cantidad de receptores
glutamatérgicos ionotropicos, la cual se veria reflejada en una menor cantidad de las
subunidades constitutivas GIuUN1 y GIuAl de los receptores NMDA y AMPA. Se especulaba
que la disminucion en la cantidad de receptores NMDA y AMPA figuraria como una de las
causas del deterioro cognitivo en los animales tratados con una dieta hipercaldrica
(Greenwood & Winocur, 2001; Jurdak & Kanarek, 2009; Kanoski & Davidson, 2011; Murray
et al., 2009; Hernandez-Ramirez, 2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019) impidiendo la
formacién de la memoria y disminuyendo la eficiencia sinptica en la LTP. Sin embargo, los
resultados de este trabajo no muestran una disminucion significativa de las subunidades
constitutivas de los receptores NMDA y AMPA, pero si una respuesta menos potenciada
durante la LTP de ratas con SM, lo cual es un indicador de una menor plasticidad sinaptica.

Los resultados aqui presentados, y dandole mayor peso a la transmision
glutamatérgica, sugieren que el dafio en la memoria dependiente de hipocampo (Hernandez-
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Ramirez, 2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019) y la eficiencia sindptica disminuida causada
por el SM pueden deberse a la desregulacién de mecanismos que involucran el reclutamiento
de los receptores NMDA y AMPA a sitios especificos de la sinapsis y no necesariamente a
la cantidad total de receptores en respuesta al exceso de glutamato en el espacio sinaptico.
En el Western-Blot del homogenado de hipocampo se analiza la totalidad de subunidades
constitutivas sintetizadas y no se discrimina en cuanto a su distribucién subcelular, por lo
cual es posible que la afectacion a la memoria y la plasticidad sinaptica en el LTP en este
modelo de SM bajo la perspectiva glutamatérgica se deba a: 1) la desregulacion de ciertas
modificaciones postraduccionales y el trafico de receptores dentro de la célula y 2) la
desregulacion en la distribucién, insercién y mantenimiento en sitios especificos de la
membrana celular. A continuacién se discuten dichas posibilidades.

7.1.1. Una dieta hipercalérica puede afectar la distribucion y el trafico de
receptores glutamatérgicos en la postsinapsis

Los receptores glutamatérgicos ionotrépicos se distribuyen en proporciones diferentes en las
neuronas postsinapticas, tanto en los espacios sinpticos y extrasinapticos de la membrana
celular como en regiones especificas dentro de la célula (Sanz-Clemente et al., 2013).
Después de su sintesis en los ribosomas y de su movilizacion a las terminales sinapticas, los
receptores ionotropicos se agrupan junto a proteinas accesorias en la densidad postsinaptica
(PSD), que es una delgada region del citoesqueleto situada debajo de la membrana celular
que alberga ciertas proteinas de andamiaje (Kennedy, 1997; Walters & Matus, 1975). Este
agrupamiento facilita la transmision eficiente y rapida debido a que la PSD es una estructura
dinamica que mantiene y moviliza a los receptores sintetizados o reciclados a las sinapsis, ya
sea de la PSD a ciertas regiones de la membrana o de espacios membranales extrasinapticos
a sinapticos (Chowdhury & Hell, 2018). La alteracion de la distribucion normal de los
receptores NMDA y AMPA en la PSD puede contribuir a una deficiencia en la comunicacion
sinaptica y dicha alteracion se puede deber a la desregulacion en el anclaje de los receptores.
La forma en la que ambos tipos de receptores permanecen anclados a la PSD para su posterior
insercion en la membrana es diferente. Mientras los receptores NMDA permanecen
fuertemente anclados a la PSD (Moon et al., 1994) y parecen no verse afectados por factores
dietéticos (Spinelli et al., 2009; EI-Husseini & Bredt, 2002), el anclaje de los receptores
AMPA es mas labil debido a su ciclo dindmico de reciclamiento (Malenka & Nicoll, 1999;
Hayashi et al., 2000) y se ve fuertemente afectado por la dieta (Spinelli et al., 2009).

Las subunidades del receptor AMPA se anclan a la PSD mediante una interaccion
directa con proteinas tipo guanilato cinasa asociada a la membrana (MAGUK, por sus siglas
en inglés) que poseen un dominio PDZ (como SAP-97 y PSD-95), mediante una interaccion
MAGUK/estargazina/subunidad AMPA (como con PSD-95) (El-Husseini & Bredt, 2002) o
mediante una interaccion directa con la PSD/membrana (Spinelli et al., 2009). Ademas, PSD-
95 interacciona con los dominios PDZ de la estargazina, la cual es la proteina responsable
del tréafico del receptor AMPA (Chen et al.,, 2000). Se ha reportado que el anclaje y
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permanencia de PSD-95 (El-Husseini & Bredt, 2002) y la subunidad GluAl (Spinelli et al.,
2009) en la PSD depende de la palmitoilacién, una modificacion postraduccional que
involucra la adicién de acido palmitico en los residuos de cisteina (Topinka & Bredt, 1998)
mediante un enlace tioéster relativamente Iabil (Dunphy & Linder, 1998; Resh, 1999). La
palmitoilacion es un proceso reversible regulado por la actividad sindptica y es necesaria para
mantener a PSD-95 y GIuAl (Spinelli et al., 2009) agrupadas en la PSD (Milligan et al.,
1995; Mumby, 1997). Diferentes trabajos han descrito que la alteracion de la palmitoilacion
de PSD-95 y GIuAl en animales sometidos a una dieta hipercal6rica repercute en la
plasticidad sinaptica y en la memoria espacial (Malenka & Nicoll, 1999; Hayashi et al., 2000;
El-Husseini & Bredt, 2002) y que tal alteracion se debe a la accidén conjunta de la resistencia
a lainsulina y el exceso de palmitato en el hipocampo (Spinelli et al., 2009).

7.1.2. Desregular la palmitoilacion de los receptores AMPA puede afectar su
insercion en la membrana celular en un modelo de resistencia a la insulina

Spinelli y colaboradores (2009) demuestran que la afectacion en la memoria espacial y en la
plasticidad sinaptica de roedores tratados con una dieta hipercaldrica durante 6 semanas se
debe al exceso de palmitato en el hipocampo y a la desregulacion en las vias efectoras de la
insulina en esta misma estructura. Al evaluar la cantidad total de &cidos grasos, la sensibilidad
a la insulina y la palmitoilacion de receptores NMDA y AMPA en el hipocampo de roedores
sometidos a la dieta, estos autores sefialan la existencia de: 1) una acumulacion excesiva de
acido palmitico, 2) un estado basal de hiperfosforilacion con la consecuente pérdida de la
fosforilacion dependiente de insulina de Akt y sus principales efectores rio abajo (GSK3p y
FoxO3a) y 3) un incremento en la palmitoilacion de las subunidades GIuAl y GIuA2. Este
grupo sefiala que la hipermitoilacion de GIuAl y GIuA2 se debe al exceso de actividad de
zDHHC3 (una enzima perteneciente a las acil transferasas (PATS) con dominio aspartato-
histidina-histidina-cisteina tipo dedo de zinc (Greaves & Chamberlain, 2011), la cual regula
particularmente la palmitoilacion de estas dos subunidades y que a su vez es regulada por
FoxO3a. Estos datos muestran que la hiperinsulinemia causada por una dieta hipercaldrica
desregula las vias efectoras de la insulina en el hipocampo mediante la hiperfosforilacion de
FoxO3a, uno de los principales efectores del RI cuya hiperfosforilacion activa el factor de
transcripcion que promueve la sobrexpresion de zDHHCS3, la enzima que frente al exceso de
acido palmitico se autopalmitoila para posteriormente hiperpalmitoilar a la subunidad
GluAl, impidiendo de esta manera su insercion en la membrana sinaptica.

A pesar de no existir una diferencia significativa en la cantidad total de subunidades
constitutivas de los receptores AMPA en el homogenado total de hipocampo, es posible que
el dafio a la memoria reportado en estudios anteriores y la disminucion en la eficiencia
sinaptica descrito en este trabajo se deba a la hiperpalmitoilacion de la subunidad GIuAl. La
hiperpalmitoilacién impide la insercion de la subunidad GIuAl en la membrana sinéptica (un
mecanismo de reclutamiento necesario durante la actividad sindptica mantenida, como la
LTP o un reto cognitivo, que da paso a la activacion de los mecanismos subyacentes a la
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formacion de la memoria (Whitlock et al., 2006)) debido a que la adicién de &cido palmitico
regula negativamente su fosforilacion, una modificacion postraduccional necesaria para su
inserciébn en la membrana sinaptica (Spinelli et al., 2009). De esta manera, la
hiperinsulinemia reportada en este modelo de SM (Velasco et al., 2012; Hernandez-Ramirez,
2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019) podria ocasionar una desregulacién en las vias
efectoras de la insulina en el hipocampo afectando el reclutamiento de los receptores AMPA
en la membrana sindptica. La presencia de un menor nimero de receptores AMPA en la
membrana sinéptica durante los trenes de estimulacion, al igual que un nimero menor de
receptores disponibles para ser insertados debido a su hiperpalmitoilacion, podria explicar la
respuesta menos potenciada (un menor incremento en la eficiencia sinaptica) en la LTP de
ratas con SM. Sin embargo, para comprobar que mediante este mecanismo el SM afecta la
plasticidad sinaptica en el hipocampo y consecuentemente la memoria, resulta necesario
comprobar que el exceso de insulina periférica afecta las vias efectoras de los RI en el
hipocampo y la insercion de los receptores AMPA en la membrana.

Spinelli y colaboradores (2009) demostraron el efecto de la insulina periférica en las
vias efectoras de los RI al comprobar que cultivos neuronales expuestos a un medio
enriquecido con altos niveles de insulina periférica y &cido palmitico muestran las
alteraciones que se asemejan a las observadas en los ratones expuestos a una dieta
hipercaldrica y que dicho tratamiento también afecta la plasticidad sinaptica. Analizando la
sefalizacion de la insulina en un cultivo neuronal enriquecido con palmitato y altos niveles
de insulina (llamado IPA), estos autores confirman que la hiperpalmitoilacion de GIuAl se
debe al incremento de &cido palmitico y a la autopalmitoilacion de la palmitoiltransfersasa
zDHHC3 cuya transcripcion se ve incrementada a su vez por la hiperfosforilacion de FoxO3.
Tras evaluar en el IPA la localizacion subcelular de los receptores AMPA con suberato de
sulfosuccinimidilo (BS®, un agente que forma grupos de subunidades expresadas en la
superficie celular) se encontr6 una alta concentracion de GIuAl en el citoplasma y bajas
concentraciones en la membrana celular. Sumado a esto, una prueba de inmunohistoquimica
muestra un incremento de GIluAl en Golgi y un decremento en las neuritas. Ademas, medido
por patch-clamp, una técnica en la que se monitorea a nivel membranal la actividad especifica
de ciertos receptores, las corrientes excitatorias postsinapticas (CEPS) mediadas por los
receptores AMPA fueron significativamente menores, mientras las CEPS mediadas por los
receptores NMDA no se vieron afectadas. Para confirmar que la movilizacion de receptores
AMPA a la membrana se ve afectada por la dieta, estos mismos autores utilizaron una LTP
quimica, prueba en la cual se ha reportado con anterioridad un incremento de receptores
AMPA con subunidades GluAl en la membrana sinaptica (Ahmad et al., 2012), y observaron
la abolicion de la potenciacion sindptica, ademas de un decremento en la fosforilacion de
GluALl. Esto indica que la inhibicidn de la fosforilacion de las subunidades GluAl debido a
su hiperpalmitoilacion afecta su tasa de recambio en la membrana sinaptica, repercutiendo
en la plasticidad neuronal. Sumado a esto, las pruebas de inmunohistoquimica muestran la
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posibilidad de que la desregulacién de los receptores AMPA comience incluso desde su
movilizacion a las terminales sinapticas.

Utilizando pruebas histoquimicas, Spinelli y colaboradores (2009) demuestran que el
IPA reduce la interacciéon de GIuAl con PSD-95 y actina al no co-localizar, esto sin afectar
la cantidad total de PSD-95 o la palmitoilacién de PSD-95, sugiriendo una baja afinidad entre
la subunidad AMPA y las proteinas de andamiaje. De ser asi, la hiperpalmitoilacion de
GIuA1l no solo afectaria su insercién en la membrana sinaptica, sino también su interaccion
con proteinas de andamiaje que promueven su movilizacién y mantenimiento en la PSD. De
esta manera, la hiperinsulinemia y la acumulacién excesiva de acido palmitico en el
hipocampo pueden también afectar la interaccion de GIuAl con PSD-95, la cual resulta
necesaria para la plasticidad sinaptica.

7.1.3. La hiperpalmitoilacién en un modelo de resistencia a la insulina afecta
Unicamente a los receptores AMPA

Se ha demostrado que la dispersion de PSD-95 en la PSD ocasiona la pérdida de subunidades
AMPA vy la reduccion de su actividad en las sinapsis, ademas de que prevenir la
despalmitoilacion de PSD-95 bloquea la internalizacion de los receptores AMPA mediada
por glutamato (Milligan et al., 1995; Mumby, 1997). Esto indica que la palmitoilacion de
PSD-95 a la membrana celular es necesaria para el agrupamiento y mantenimiento de las
proteinas que interactian con esta MAGUK como la estargazina y las subunidades de los
receptores AMPA y NMDA (EI-Husseini & Bredt, 2002). Sumado a esto, se ha reportado
que la sobrexpresion de PSD-95 acelera el desarrollo de sinapsis excitatorias y potencia el
agrupamiento selectivo de los receptores AMPA en la PSD (EI-Husseini & Bredt, 2002).
Debido a esto, parece ser que la hiperinsulinemia y el exceso de acido palmitico tienen un
efecto directo Unicamente en la insercion de la subunidad GIuAl en la membrana sinéptica
y ensu interaccion con proteinas de andamiaje, sin afectar a PSD-95. La importancia de PSD-
95 radica en su interaccion con los receptores glutamatérgicos y su disrupcion en las
terminales postsinapticas del hipocampo altera la plasticidad en la LTP y la LTD no ocurre
(Migaud et al., 1998). Las anormalidades en la plasticidad sinaptica causadas por la
despalmitoilacion de PSD-95 explican por qué ratones knockout para PSD-95 presentan
problemas al aprender tareas de memoria espacial (Migaud et al., 1998), resaltando la
importancia de la interaccion de PSD-95 con los receptores tipo AMPA.

Los estudios anteriores muestran que la acumulacion excesiva de &cido palmitico y el
estado de hiperfosforilacion de FoxO3 en el hipocampo, ambos consecuencia del consumo
prolongado de una dieta hipercaldrica, provocan la sobrexpresion y autopalmitoilacion de
zDHHC3 para después hiperpalmitoilar a la subunidad GIuAl. La hiperpalmitoilacion de la
subunidad GIuAl regula negativamente su fosforilacién e imposibilita su insercion en la
membrana sindptica, ademas de que impide su interaccion con PSD-95 y su mantenimiento
en la PSD. Desde una perspectiva puramente gutamatérgica, esto podria explicar por qué en
los resultados aqui presentados se muestra una disminucién en la plasticidad sinaptica
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durante la prueba de LTP y no una disminucion en la cantidad total de las subunidades
constitutivas GIuN1 y GIuA1l. La respuesta menos potenciada en la LTP de ratas con SM se
puede deber a un nimero relativamente bajo de receptores AMPA insertados en la membrana
sinaptica y a pocos receptores disponibles para su insercién después de los trenes de
estimulacion. Extrapolado a la conducta, Spinelli y colaboradores (2009) han mostrado que
silenciar la expresion de zDHHC3 en animales tratados con una dieta hipercaldrica previene
la afectacion en la memoria espacial y que agregar durante la LTP 2-bromopalmitato, un
inhibidor de la palmitoilacion, incrementa la eficiencia sinaptica en animales tratados con
este tipo de dietas.

Para poder corroborar que la disminucion en la eficiencia sinéptica en ratas con SM
se debe a la hiperpalmitoilacion seria necesario evaluar la cantidad de receptores
glutamatérgicos fosforilados y palmitoilados en la membrana sindptica y extrasinaptica, en
la PSD y en el citoplasma. Para saber si previo a algun estimulo que desencadene la
movilizacion de receptores a la membrana sinaptica existe alguna alteracion en sus
modificaciones postraduccionales es necesario conocer su distribucion en los diferentes
dominios subcelulares en un estado basal, durante cierta prueba o tarea que promueva dicha
movilizacion (como una prueba de OLM) y cierto tiempo posterior a la prueba (alrededor de
40 minutos para memoria a corto plazo y unas horas para memoria a largo plazo). De esta
forma seria posible saber si la distribucion de los receptores en los diferentes dominios
subcelulares se ve afectada en un inicio s6lo por la dieta, si uno de los mecanismos por los
cuales el SM afecta la plasticidad radica en la movilizacién de los receptores durante la
adquisicion de la informacion vy si tal afectacion tiene una repercusion en la formacion de la
memoria, ya sea a corto o largo plazo.

7.2. Una dieta alta en sacarosa no afecta la sintesis de TH ni del receptor D1 y la
administracion de un inhibidor de la recaptura de catecolaminas recupera el
incremento en la eficiencia sinaptica en ratas con sindrome metabolico

En un principio, la dopamina habia sido descrita como un neurotransmisor clave en procesos
relacionados con el comportamiento, la motivacion y la recompensa, el suefio y la vigilia, la
actividad motora y el estado de &nimo (Benes, 2001). Sin embargo, en las ultimas décadas se
ha demostrado que la dopamina actia como modulador de la plasticidad neuronal y del
aprendizaje y la memoria en el hipocampo (Huang & Kandel, 1995; Jay, 2003; Melo et al.,
2019). Actualmente se sabe que, después de la estimulacién de alta frecuencia en la LTP, el
incremento de la fuerza sinaptica es regulado por la accion de moduladores end6genos como
la dopamina y la norepinefrina y que dicha neuromodulacién puede incrementar la
plasticidad neuronal dependiendo del nimero de proyecciones catecolaminérgicas en la via
y del tipo de receptores presentes en la sinapsis (Swanson, 1982).

Estudios anteriores han reportado una disminucién de norepinefrina y dopamina en
el hipocampo durante la fase de adquisicién en el OLM de animales con SM y una afectacién
en el aprendizaje del OLM en ratas con SM a las que se les microinyecté nomifensina (un
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inhibidor de la recaptura de catecolaminas) en el hipocampo 15 minutos antes de la
adquisicion (Hernandez-Ramirez et al., 2019). Debido a ello resultaba posible que la causa
de una menor cantidad de catecolaminas en el hipocampo de las ratas con SM fuera una
menor cantidad de TH y, como consecuencia de un mecanismo homeostético de la
transmision dopaminérgica, una mayor cantidad de receptores Di. También resultaba
probable que al microinyectar nomifensina en el hipocampo de ratas con SM 15 minutos
antes de la estimulacion en la LTP se produciria un incremento en la eficiencia sinaptica de
manera similar que en las ratas controles, supliendo la baja cantidad extracelular de
catecolaminas. Los resultados del Western-Blot en este trabajo no muestran una disminucion
significativa de TH ni una mayor cantidad de receptores D; y los resultados de la LTP
muestran que la aplicacion de nomifensina en el hipocampo de ratas con SM incrementa la
eficiencia sinaptica.

Estos resultados sugieren que la menor cantidad de norepinefrina y dopamina
observada en el hipocampo de ratas con SM durante la adquisicion en la prueba de OLM no
se debe a una menor cantidad de TH y que la recuperacion de la memoria en el OLM vy el
aumento de la eficiencia sinptica en la LTP despues de la administracion de nomifensina se
deben al efecto neuromodulador de las catecolaminas que incrementa la plasticidad sinaptica
aun sin existir diferencias en la cantidad de receptores tipo D1. De esta manera, es probable
que la menor cantidad de norepinefrina y dopamina presentes en el espacio sinaptico durante
un reto cognitivo en ratas con SM se deba a la desregulacion ya sea de la liberacion, recaptura
y/o la degradacion de catecolaminas, provocando una disminucion en la activacion de sus
receptores. Debido a ello, inhibir con nomifensina la recaptura de catecolaminas en ratas con
SM incrementa la eficiencia sinaptica durante el LTP ya que el tiempo de permanencia de
estos neurotransmisores en el espacio sindptico es mayor, prolongando el tiempo de
activacion de sus receptores y sus vias efectoras.

7.2.1. Inervacion de terminales catecolaminérgicas en el hipocampo y su
importancia en la LTP

El hipocampo recibe terminales catecolaminérgicas de diferentes estructuras como el area
tegmental ventral (VTA), el nicleo accumbens (NAC) y la substancia nigra (Swanson, 1982).
Las terminales catecolaminérgicas que se encuentran en mayor proporcion en el hipocampo
son las dopaminérgicas, y es también este neurotransmisor y sus receptores los que se
encuentras mas estrechamente relacionado con la neuromodulacion del aprendizaje y la
memoria (Frey et al., 1993; Jay et al., 1998; Spencer & Murphy, 2002; Gurden et al., 2000).
El subiculo es el area en la que se ha reportado un mayor numero de terminales
catecolaminérgicas, principalmente la parte ventral y caudal (Hortnagl et al., 1991). A nivel
ultraestructural, las terminales TH-inmunoreactivas forman sinapsis simétricas con dentritas
y somas de las céulas granulares del giro dentado (Milner & Bacon, 1989) y la caracterizacion
de poblaciones neuronales que expresan receptores tipo D1 se concentran en las mismas
células granulares de esta zona (Fremeau et al., 1991). La dopamina puede hiperpolarizar o

59



despolarizar la membrana de las células inervadas (neuronas presinaticas, postsinapticas o
interneuronas) mediante cascadas de segundos mensajeros acoplados a sus receptores, por lo
cual el efecto de la dopamina sobre las sindpsis en el hipocampo depende de la cantidad y el
tipo de receptores dopaminérgicos presentes en la presinapsis y en la postsinapsis (Yang et
al., 1999; Nicola et al., 2000; Tzschentke, 2001). Diferentes trabajos han reportado un
namero mayor de receptores tipo D1 en las dentritas de la postsinapsis del hipocampo cuyas
vias efectoras estan fuertemente reguladas por la cantidad de dopamina liberada en la
neurotransmisién (Yang et al., 1999; Nicola et al., 2000; Tzschentke, 2001).

El papel de la dopamina en la LTP es modular la plasticidad mediante la activacion
de segundos mensajeros acoplados a sus receptores, de tal forma que una menor cantidad de
dopamina liberada durante la estimulacién repercutird en el incremento de la eficiencia
sinaptica. Se ha demostrado que inhibir la liberacion de dopamina con reserpina (Otmakhova
& Lisman, 1996) o destruir selectivamente neuronas catecolaminérgicas que inervan al
hipocampo con 6-hidroxidopamina (Yang et al., 2002) impide la formaciéon de la LTP,
mientras que la activacion de los receptores tipo D1 en la postsinépsis lo restaura. Otros
trabajos en los que se emplea el uso de farmacos muestran que utilizar antagonistas de los
receptores tipo D1 durante la prueba de LTP en hipocampo impide la potenciacion a largo
plazo (Yanagihashi & Ishikawa, 1992), afectando principalmente la fase tardia de la LTP
(Frey et al., 1991; Swanson-Park et al., 1999; Otmakhova & Lisman, 1996). Los resultados
aqui presentados sugieren que el dafio en la plasticidad neuronal de ratas con SM, reflejado
en un menor incremento de la eficiencia sinaptica comparado con ratas controles, puede
deberse a una disminucion de catecolaminas en el espacio sinaptico durante los trenes de
estimulacion y que incrementar el tiempo de permanencia de estos neurotransmisores en el
espacio sindptico restaura la LTP a niveles normales. También se ha reportado que la
estimulacion con trenes de alta frecuencia en la via del patron perforante al giro dentado
incrementa la liberacion de dopamina proveniente de las proyecciones catecolaminérgicas
que inervan a las células granulares del giro dentado (Frey et al., 1990). De esta forma, los
resultados de la LTP, sumados a que no existen diferencias en TH ni en D1 en el hipocampo
de ratas con SM, indican que los bajos niveles de catecolaminas en este modelo se pueden
deber a una desregulacion en su liberacion, en su recaptura y/o en su degradacion.

7.2.2 Desregulacion en la liberacion, recaptura y degradacion de la dopamina
ocasionada por la resistencia a la insulina

Todos los trabajos que han relacionado el consumo de una dieta hipercal6rica con
alteraciones en el sistema de transmision dopaminérgica parecen ser consistentes en que el
vinculo que une a ambos padecimientos es la desregulacion en las casacadas de sefializacién
de los RI (Geiger et al., 2009; Kleinridders et al., 2015; Cai et al., 2018; Fordahl & Jones,
2017). Ademas, la resistencia local a la insulina es el punto en comdn con los trabajos
enfocados en las alteraciones del sistema glutamatérgico causada por el consumo prolongado
de una dieta hipercaldrica (EI-Husseini et al., 2000; Spinelli et al., 2009). Debido a ello, es
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posible que de todos los factores que componen al SM, la hiperinsulinemia sea la de mayor
repercusion en la memoria dependiente de hipocampo al desregular las vias efectoras de los
RI en esta estructura. De igual forma, la mayoria de estos trabajos muestran que una dieta
hipercalorica genera resistencia a la insulina en el hipocampo debido a los altos niveles de
insulina en la sangre, la cual se ha reportado que puede atravesar la BHE y unirse a los RI de
las neuronas (Fordahl & Jones, 2017). Asi, la desregulacion en las vias efectoras de los Rl en
el hipocampo causada por la resistencia a la insulina, que a su vez es causada por la
hiperinsulinemia, parece ser una de las principales causas de las alteraciones en la
neurotransmision glutamatérgica y dopaminérgica.

Lo reportado por Hernandez-Ramirez (2019) muestra que durante la adquisicion del
OLM existe una baja cantidad de catecolaminas en el hipocampo de ratas con SM y los
resultados de este trabajo muestran que no hay una disminucion en la cantidad de TH, por lo
cual la desregulacion puede radicar en su liberacion. Geiger y colaboradores (2008) reportan
una escasa liberacion basal de dopamina en el NAC de ratas tratadas con una dieta alta en
sacarosa por 15 semanas al igual que una menor cantidad de DOPAC, un producto de la
degradacion de dopamina. De igual manera, al estimular la liberacion de dopamina
eléctricamente y al administrar localmente anfetamina en rebanadas, estos autores observan
una disminucion en la liberacion solo en ratas tratadas con la dieta. En un trabajo posterior,
estos mismos autores indican que la disminucion en la liberacion de dopamina bajo una dieta
hipercaldrica se debe a una desregulacion en la exocitocis de la dopamina, especificamente
en el transporte, ya que observan una disminucion en la expresion de RNAm de VMAT2
(Geiger et al., 2009). Sin embargo, la forma en la que una dieta hipercalorica afecta la
liberacion parece ser poco clara. Geiger y colaboradores (2009) sugieren que la leptina, una
hormona producida por los adipocitos que se encuentra involucrada en la disminucion del
apetito y el aumento en el gasto energético y cuya liberacion se ve fuertemente regulada por
la insulina (Facey et al., 2017), puede ser la responsable de una menor sintesis de VMAT?2.
Esta hipotesis se basa en el trabajo de Leinninger y colaboradores (2008), quienes reportan
que los receptores de leptina (LepRB) en el hipotalamo, en NAC y en VTA modulan la
expresion de los VMAT?2. De igual manera, Geiger y colaboradores (2009) sefialan que otra
posible desregulacion en la transmision dopaminérgica puede ocurrir en la recaptura.

Figlewicz y colaboradores (1998) reportan un incremento en los niveles de RNAmM
del DAT en ratas tratadas con una dieta alta en lipidos, lo cual podria explicar por qué durante
las pruebas de electrofisiologia en rebanadas Geiger et al. (2008) observan un menor tiempo
de permanencia de la dopamina en el espacio sinaptico. De esta manera, una dieta
hipercaldrica podria afectar la liberacion y la recaptura de dopamina y los mecanismos
subyacentes podrian relacionarse con las vias de sefializacion de los RI. Fordahl y Jones
(2017) apoyan esta hipotesis pues, ademas de reportar que una dieta hipercalérica afecta la
liberacién de dopamina, observan una fuerte desregulacion en la sefializacion de los RI que
repercute en la expresion e insercion de los DAT en la membrana sinaptica. Debido a esto,
es posible que multiples mecanimos se vean afectados en la transmisién dopaminérgica
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debido al consumo de una dieta hipercaldrica, incluyendo la desregulacion de la recaptura de
dopamina (Kleinridders et al., 2015; Cai et al., 2018; Fordahl & Jones, 2017).

Debido a que gran nimero de trabajos han descrito a la hiperinsulinemia como un
padecimiento asociado al consumo prolongado de una dieta hipercalérica en ratas (e.g. El-
Husseini & Bredt, 2002; Spinelli et al., 2003; Velasco et al., 2012; Hernandez-Ramirez,
2017) y a que muchos otros han comprobado que ocasiona resistencia a la insulina en el SNC
(El-Husseini & Bredt, 2002; Spinelli et al., 2003; Fordahl & Jones, 2017), estudios recientes
han optado por utilizar modelos de resistencia a la insulina en neuronas. Kleinridders et al.
(2015) mostraron que la deficiencia de RI en el SNC ocasiona una disfuncién mitocondrial
y disminuye la transmision dopaminérgica debido a que la falta de sefializacion de insulina
genera un incremento en los niveles de MAO A y B en neuronas y células gliales. Estos
autores utilizaron como modelo ratones knock-out para los RI (NIRKO), los cuales
desarrollan SM, cuyos padecimientos son hiperfagia, obesidad, esterilidad y una respuesta
disminuida a la hipoglucemia; ademas de que muestran una disminucion significativa de los
RI en el hipocampo, corteza prefrontal media, estriado, nucleo accumbens, hipotalamo y
VTA.

Kleinridders y colaboradores (2015) reportan que la reduccion en la tasa de consumo
de oxigeno y el area mitocondrial reducida de neuronas de VTA de ratones NIRKO de 24
meses de edad se debe a una disfuncion en las enzimas MAO A 'y B. Debido a que en dicho
trabajo no se describen cambios en los niveles de RNAm de TH en ratones NIRKO, estos
autores evocaron la liberacion de dopamina mediante estimulacion eléctrica esperando no
observar ningun cambio en su liberacion, a diferencia de lo que reportan Geiger et al. (2009).
Efectivamente, estos autores no observan una menor liberacion de catecolaminas en ratones
NIRKO, pero si un decremento en las sefiales evocadas por la dopamina en las neuronas
postsinapticas en estriado y NAC. Debido a que se observa una mayor cantidad de RNAmM
MAO Ay B y un incremento proteico de estas enzimas medido por Western-Blot, en este
trabajo se argumenta que una menor sefializacion dopaminérgica en ratones NIRKO se debe
a una desregulacion en MAO. Para saber de que forma la escasa sefializacion de insulina
reduce los niveles de MAO Ay B, en un trabajo posterior este mismo grupo de investigacion
estimuld las vias de sefializacion de la insulina, observando una disminucion significativa en
los niveles de MAO Ay B en neuronas y s6lo MAO A en glia (Cai et al., 2018). Debido a
ello, es posible que la sefializacion interna de la insulina suprima la expresion genética de
MAO A y B, constituyendo uno de los posibles mecanismos desregulados durante el
consumo de una dieta hipercalorica.

7. Laescasa liberacion de dopamina en el hipocampo repercute en los mecanismos
plasticos subyacentes a la LTP

Los neuromoduladores, particularmente la dopamina, pueden regular la induccion y
mantenimiento de la LTP en el hipocampo a través de tres posibles mecanismos: 1) un mayor
tiempo de apertura de canales de Na* y K* 2) la modulacion de corrientes de Ca?* en canales
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dependientes de voltaje (donde el Ca?* actdia por si mismo como un segundo mensajero) y 3)
la activacion de PKA vy sus vias de sefializacion. De esta manera, la accion conjunta de la
dopamina y el glutamato integran la induccion y el mantenimiento de los mecanismos
plasticos que subyacen a la LTP. Los resultados de este trabajo sugieren una deficiencia de
dopamina en hipocampo de ratas con SM tal y como se ha reportado anteriormente
(Hernandez-Ramirez et al., 2019) debido a que el incremento de la eficiencia sinéptica en la
LTP de ratas con SM es pobre comparado con ratas controles y la sola administracién de un
inhibidor de la recaptura de catecolaminas restaura la plasticidad a niveles normales. La
menor cantidad de catecolaminas en el hipocampo de ratas con SM tiene una repercusion
importante en la plasticidad neuronal disminuyendo la accion de los receptores D1. A pesar
de ello, la disminucién de dopamina en este modelo de SM no disminuye a niveles que
afecten la induccion de la LTP, pero si reduce el efecto de sus receptores y merma el
incremento de la eficiencia sinaptica.

Diferentes trabajos enfocados en encontrar el tipo de corrientes que la dopamina
modifica en la membrana han mostrado que la actividad de sus receptores modula las
corrientes de Ca?* a través de canales dependientes de voltaje y producen una lenta
inactivacion de las corrientes de Na* y K* en la postsinapsis (Jay, 2003). De esta manera,
durante la estimulacion tetanica, la dopamina puede facilitar la despolarizacion de las
neuronas postsinapticas o prolongar el tiempo de su despolarizacion, modulando la
excitabilidad de las dendritas y la induccién de la LTP. Al regular la excitabilidad de los
canales de K* y Na*, la dopamina puede inducir la activacién de los canales NMDA
dependientes de voltaje, favoreciendo la formacion de la LTP. Por otro lado, la activacion de
los canales de Ca?* y NMDA dependientes de voltaje permite la entrada de Ca?* extracelular,
el cual actia como segundo mensajero dentro de la postsinapsis. También se ha reportado
que los receptores D1 promueven la liberacion de Ca?* de pozas intracelulares (Lezcano &
Bergson, 2002), y que calcyon, una proteina que interactta con receptores D1, potencia la
liberacion de Ca?* intracelular mediante la accion conjunta de receptores acoplados a Gs y
Gq (Lezcano et al., 2000). A través de los receptores D1, la dopamina incrementa los niveles
de Ca?* intracelular (Cepeda et al., 1998), cuyo papel de segundo mensajero es clave para la
plasticidad neuronal (Frey et al., 1993; Jay et al., 1998; Spencer & Murphy, 2002; Gurden et
al., 2000).

La modulacion que ejerce la dopamina, que tiene lugar a nivel postsinaptico, ocurre
mediante mecanismos dependientes de PKA y Ca®** (Wang & O’Donnell, 2001). La
activacion de estos mecanismos es fundamental para la LTP, lo cual indica la existencia de
un sinergismo entre la accion del glutamato sobre los receptores AMPA y NMDA vy de la
dopamina sobre los receptores D1 (yanagashi & Ishikawa, 1992; Otmakhova & Lisman,
1996; Jay, 2003). De existir una hiperpalmitoilacién en las subunidades GIuAl de ratas con
SM, y por ende un menor numero de receptores AMPA insertados en la membrana (Spinelli
et al., 2009), la activacion mantenida de los receptores D1 por la administracion de
nomifensina supliria el papel de los receptores AMPA no insertados en la membrana al inicio
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de la LTP. De esta manera, la dopamina podria activar consecuentemente a los receptores
NMDA a la par de promover la activacion de enzimas como PKA. La administracion de
nomifensina incrementa la eficiencia sindptica a niveles normales en ratas con SM debido a
que la dopamina permanece mas tiempo en el espacio sindptico y la activacion de los
receptores D1 es constante y mantenida.

La accion de los receptores D1 puede inducir la acumulacion de AMPc vy la
consecuente activacion de PKA, una de las numerosas proteinas cinasas implicadas en la
induccidn de la LTP. Se ha reportado que la fosforilacion de la subunidad GIluAl y GIuN1
se ve fuertemente influenciada por la cantidad de dopamina y de receptores D1 presentes en
la sinapsis (Abe et al., 2002), por lo cual se ha estipulado que la dopamina modula el
funcionamiento de las subunidades GIuAl (Jay, 2003) y GIuN1 (Synder et al., 1998)
mediante su fosforilacion. A pesar de que la fosforilacién de GIuAl por PKA ocurre en el
residuo de serina 843, el cual es el mismo residuo que palmitoila z-DHHC3 (Spinelli et al.,
2009); existe otro mecanismo mediante el cual la dopamina puede regular la fosforilacion e
insercion de GIuAl en la membrana sinaptica y que implica la fosforilacion del residuo de
serina 831 en GluAl por PKC y CaMKII (Lee et al., 2000). CaMKII es regulada por PKA 'y
la cantidad de Ca?* intratracelular, dependiendo esta ltima de la activacion de los canales de
Ca?" y NMDA dependientes de voltaje, de los canales AMPA permeables a Ca?* (Surmeier
et al., 1995) y de la liberacion de Ca?* de las pozas intracelulares. De esta manera, los
recptores D1 podrian modular la insercion y activacion de los receptores AMPA en la
membrana y la activacion de los receptores NMDA dependientes de voltaje al: 1) fosforilar
a las subunidades GIuN1 y GluA mediante la activacion de PKA y 2) incrementar la cantidad
de Ca?* intracelular. Sumado a esto, la activacion de PKA puede contribuir al mantenimiento
de la LTP promoviendo la expresion de genes, lo cual es fundamental para la formacion de
la memoria a largo plazo.

Al ser estimulado con dopamina, el receptor tipo D1 acoplado a la adenilato ciclasa
(AC) incrementa la actividad de la AC permitiendo la formacién de AMPc a partir de ATP.
El AMPc activa a PKA por la unién de sus subunidades reguladoras y la liberacion de su
subunidad catalitica permite la fosforilacion de proteinas especificas localizadas en diferentes
compartimentos celulares (citosol, membrana, nucleo). PKA activada fosforila a los
receptores AMPA y NMDA vy a la fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc DARPP-
32. Una vez fosforilado, DARPP32 actia como un inhibidor de la fosforilacién de la proteina
fosfatasa 1 (PP1) (Hemmings et al., 1984), lo cual promueve la fosforilacion de CaMKII. A
la par, la cantidad de Ca?* incrementa dentro de la célula (debido a la liberacién de Ca?* de
pozas intracelulares y la entrada de Ca?* mediante los canales de Ca?* y NMDA dependientes
de voltaje y los canales AMPA permeables a Ca?") y activa a través del complejo
Ca?*/calmodulina a las CaM cinasas (11 y IV) y a la proteina fosfatasa PP2B calcineurina.
Calcineurina desfosforila a DARPP32, la cual una vez desfosforilada desinhibe a PP1
mediante su desfosforilacion. Ademas, PKA fosforila a CREB, activandolo como factor de
transcripcién, mientras que PP1 lo desfosforila. El control de PP1 a través de DARPP32, un
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regulador clave en la transmision de DA y en la actividad de receptores NMDA, regula la
formacion y el mantenimiento de la LTP (Jay, 2003).

La dopamina resulta fundamental para el mantenimiento de la LTP y para la memoria
a largo plazo debido a que los receptores D1 median el incremento de Ca?* intracelular y la
activacion de PKA (Cepeda et al., 1998; Frey et al., 1993; Gurden et al., 2000). Si bien las
catecolaminas son importantes para la formacion de la LTP, parece ser que los niveles de
dopamina en el hipocampo de ratas con SM no son lo suficientemente bajos como para alterar
el umbral de induccién, pero si para atenuar los mecanismos plasticos que subyacen al
incremento de la eficiencia sindptica. Ademas, se ha reportado que la inhibicion
farmacoldgica de PKA en el hipocampo tiene una fuerte repercusion en la memoria a largo
plazo, principalmente en la fase tardia en la consolidacion, la cual se ve regulada por la via
AMPC/PKA (Bernabeu et al., 1997; Vianna et al., 2000). Sumado a esto, diferentes estudios
han comprobado el papel neuromodulador de la dopamina en la formacion de la memoria a
largo plazo al observar un incremento en la actividad de los receptores tipo D1 entre 3y 6
horas después de una prueba de memoria espacial. Por otro lado, inhibir genéticamente la
expresion de PKA solo afecta la formacion de la memoria a largo plazo en el hipocampo y
no la memoria a corto plazo (Abel et al., 1997; Bourtchouladze et al., 1998). De esta manera,
los datos aqui presentados muestran la importancia de la dopamina en el aprendizaje y la
memoria al modular los mecanismos que subyacen a su formacion, ademas de mejorar la
plasticidad sindptica en la LTP.

Una vision integrativa de las desregulaciones descritas en este modelo de SM permite
sugerir que la menor cantidad de dopamina el hipocampo durante la adquisicion se puede
deber al exceso de glutamato. La regulacion de la liberacion de dopamina durante la
estimulacion en la LTP, ademas de depender de canales de Ca?* dependientes de voltaje y de
sinapsis eléctricas, se debe en gran medida a los receptores NMDA y AMPA heterosinapticos
existentes en las neuronas presinapticas catecolaminérgicas en el giro dentado que sefializan
la movilizacion y liberacidon de catecolaminas (Jay, 2003). De esta manera, las neuronas
catecolaminérgicas en el hipocampo son estimuladas a la par que las neuronas postsinapticas
durante la liberacion de glutamato en la LTP. Como consecuencia de una mayor cantidad de
glutamato en el hipocampo, es posible que la cantidad de receptores AMPA y NMDA en las
neuronas catecolaminérgicas se vea disminuida, reduciendo su estimulacién y la consecuente
liberacién de dopamina. La disminucion de receptores NMDA y AMPA insertados en la
membrana de neuronas catecolaminérgicas seria un mecanismo homeostéatico para evitar la
excitotoxicidad. Para poder evaluar esto, seria necesario medir la cantidad de receptores
NMDA y AMPA en las terminales de neuronas catecolaminérgicas que inervan el
hipocampo, ya que la prueba de Western-Blot no permite tal diferenciacion.

De los datos aqui discutidos, la desregulacion en las vias efectoras de los RI
ocasionada por la resistencia a la insulina, que a su vez es causada por la hiperinsulinemia,
parece ser consistente como causa principal de las afectaciones asociadas a una desregulacion
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metabolica. De esta forma, tanto la insercion de los receptores AMPA en la membrana
sinaptica (Spinelli et al., 2009), asi como la permanencia de la dopamina en el espacio
sinéptico (Geiger et al., 2009; Kleinridders et al., 2015; Cai et al., 2018; Fordahl & Jones,
2017) se verian afectadas por multiples mecanismos que dependen de la correcta sefializacion
de la insulina en el hipocampo. Debido a que en éste y otros trabajos dichas afectaciones
parecen ser sutiles (e. g. un menor incremento en la eficiencia sinaptica, mas no el
impedimento en la induccién, un aprendizaje mas lento en el MWM, etc.) (Hernandez-
Ramirez, 2017; Ayala-Guerrero, 2017; Hernandez-Ramirez et al., 2019), el dafio causado por
el SM podria radicar en la resistencia local a la insulina, pero dicha afectacién parece ser
poco robusta. Por ende, la afectacion causada por el SM se ve reflejada Gnicamente como un
dafio leve en la memoria y no una afectacién cognitiva fuerte, pudiendo los animales
desempefiarse de manera relativamente normal en las diferentes pruebas.

Como limitaciones del trabajo se reconocen: 1) la poca especificidad del Western-
Blot para discriminar la distribucion subcelular de los receptores analizados, 2) la descripcion
parcial de la totalidad de elementos que componen a los sistemas de neurotransmision
glutamatérgico y dopaminérgico en este modelo de sindrome metabdlico y 3) la evaluacion
de receptores sin reto cognitivo o estimulacion alguna. Debido a que no se conoce con
exactitud la forma en la que el sindrome metabolico afecta la liberacion de catecolaminas, se
propone a la resistencia local a la insulina, provocada por la hiperinsulinemia, como principal
causa de la desregulacion en los sistemas de neurotransmision glutamatérgico y/o
catecolaminérgico.

8. Conclusiones

En el presente trabajo se confirma el efecto perjudicial del sindrome metabolico sobre la LTP
en la via del patron perforante al giro dentado del hipocampo Yy el efecto restaurador de la
nomifensina sobre la plasticidad neuronal. Se comprueba que el consumo prolongado de una
dieta alta en sacarosa no tiene efecto sobre la cantidad total de la enzima TH ni sobre la
cantidad total de las subunidades GIuN1 y GIluAl de los receptores NMDA y AMPA, ni
sobre la cantidad total de los receptores D;.

9. Perspectivas

En futuros trabajos, se propone analizar: 1) si la hiperinsulinemia genera o no una resistencia
a la insulina en el hipocampo de ratas con sindrome metabdlico, 2) la cantidad de vesiculas
de liberacion, receptores (glutamatérgicos: AMPA y NMDA; dopaminérgicos: D1 y D2),
transportadores y enzimas de degradacion para ambos sistemas de neurotransmisién, 3) la
localizacion subcelular de los receptores glutamatérgicos antes, durante y después de un reto
cognitivo, 4) la fosforilacion/palmitoilacion de la subunidad GIuAl antes, durante y después
de unreto cognitivo, y 5) si restaurar las vias del receptor de insulina en el hipocampo revierte
los efectos observados en este modelo de sindrome metabdlico.
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