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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronica y degenerativa, de
caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales. La diabetes se caracteriza por una
condicion de hiperglucemia cronica debida a una deficiencia en la produccion de
insulina en las células B-pancreaticas, o de su accion sobre sus tejidos blanco. La
hiperglucemia crénica es nociva para algunos tejidos. Por ejemplo, se sabe que
produce dafio a nivel de tejido nervioso que resulta en neuropatias las cuales son un
conjunto de alteraciones en el sistema nervioso que involucran cambios en procesos
metabdlicos, desmielinizacion y atrofia axonal. Evidencias previas sugieren que
niveles elevados de glucosa en sangre estan vinculados a cambios en la expresion
de mRNA en tejido adiposo y muscular, sin embargo, hasta el momento no se ha
realizado esta clase de analisis en SNC. El objetivo de este trabajo fue analizar los
cambios en el perfil de expresion de mMmRNA inducidos en respuesta a la
hiperglucemia en el SNC de rata (glucemia = 250 mg/dl), mediante la tecnologia de
microarreglos. Nuestros resultados arrojaron datos de cambio en la expresion de
1317 genes, de los cuales 573 aumentaron y 744 disminuyeron su expresién con
respecto al control normoglucémico, de acuerdo con nuestra investigacion
bibliografica encontramos que 3 de estos mensajeros (CDK5, GABRAS, TGF-32)
estan involucrados en desarrollo o progresion de la enfermedad de Alzheimer (EA).
Dos mas, mGlur1 y TIMP-2, se han reportado alterados en neuropatias. Nuestros
resultados indican que la hiperglucemia produjo cambios en la expresién de
mensajeros en SNC que previamente se han descrito e involucrado en el desarrollo

de la EA y neuropatias.



1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes: definicion y comorbilidades

La Diabetes Mellitus (DM), es una enfermedad sistémica, cronica, degenerativa, de
caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, que se caracteriza por una condiciéon
de hiperglucemia crénica debida a la deficiencia en la produccién de insulina en las
células B-pancreaticas o de la accion de la insulina sobre tejido blanco, lo que se
denomina resistencia a insulina; todo esto afecta el metabolismo intermedio de
hidratos de carbono, proteinas y grasas (ADA 2019,NOM-015-SSA2-2010;
Polonsky, 2012).

Hasta el 2006, en México habia 5.7 millones de personas diagnosticadas con DM,
asi mismo en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) refirié en 2012
un aumento a 6.4 millones de personas con este padecimiento, es decir, el 9.2% de
la poblacion adulta. La gran mayoria de las personas que sufren este trastorno
presentan sobrepeso debido a la ingesta de una dieta hipercalérica y sedentarismo,
los cuales son factores que junto a otros, como la hipertension, se correlacionan
directamente con el aumento en la incidencia de sindrome metabdlico. (Villalpando
et al., 2010).

La caracteristica principal de estos padecimientos es la condicion de hiperglucemia,
que de manera cronica es nociva para algunos tipos de tejidos (Taylor, 1988). Por
ejemplo, provoca anomalias en la microcirculacion y lesiones microvasculares como
aneurismas capilares retinianos (Engerman et al., 1977), produce dafo a nivel de
tejido nervioso que resulta en neuropatias (Nukada, 1992), promueve cambios
cerebrovasculares durante estados de isquemia y afecta recuperacién
hemodinamica en la reperfusién (Kawai et al., 1997), esta involucrada en el
deterioro cognitivo, de forma similar a la enfermedad de Alzheimer (Knopman,
2001), y en enfermedades cardiovasculares relacionadas también con sindrome
metabdlico (Charles, 2003).



1.2. Neuropatias: definicion y tipos

Las neuropatias diabéticas son un conjunto de sintomas heterogéneos de
alteraciones en el sistema nervioso periférico (SNP), sistema nervioso auténomo
(SNA) y sistema nervioso central (SNC) que involucran alteraciones en procesos
metabdlicos, desmielinizacion, atrofia axonal, y puede presentar distintas
manifestaciones clinicas (Thomas, 1997). Estas fisiopatologias estan asociadas
principalmente a condiciones de hiperglucemia (Boulton et al., 2005). El panel de
expertos de Toronto en neuropatias diabéticas ha provisto los criterios de diagnosis

de este tipo de afecciones (Tesfaye et al., 2010; Dyck et al., 2011).

Por ejemplo, la polineuropatia simétrica distal es la forma mas comun de neuropatia
diabética que afecta aproximadamente a la mitad de todos los pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), progresa de forma lenta e inicialmente se
experimenta pérdida sensorial en dedos y pies y resulta en disfuncion de fibras

nerviosas, consistente con alteraciones metabdlicas en el SNP (Russell, 2014).

La neuropatia de fibras pequefias se caracteriza por un dolor superficial y ardiente
en los pies causado por la participaciéon preferencial del nervio no mielinizado; estas
fibras median el dolor, la sensacion de temperatura y la funcién autébnoma. Las
fibras pequefias mielinizadas y no mielinizadas transmiten sensaciones de tacto
ligero, dolor y temperatura, mientras que las fibras grandes son responsables de la
sensacion vibratoria, las neuropatias de fibra pequefa se ven a menudo en

pacientes con alteraciones en la tolerancia a la glucosa (Zilliox et al., 2011).

Por otra parte, la neuropatia autondmica esta asociada con el incremento en el
riesgo de mortalidad, especialmente en presencia de neuropatia cardiaca
autonémica y los sintomas dependen del componente del SNA afectado, pero
pueden incluir taquicardia en reposo, intolerancia al ejercicio, anomalias motoras
gastricas y disfuncién eréctil., Los signos de esta enfermedad se presentan hasta en
20% de todos los pacientes diabéticos, el porcentaje se eleva a 75% en diabetes
mellitus tipo 1 (DMT1). (Spallone et al., 2011).
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La incidencia de neuropatias es mayor en pacientes con DMT1 que puede ser hasta
del 59%, mientras que el dolor neuropatico es unos de los resultados mas comunes

en pacientes con prediabetes y DMT2. (Smith et al., 2006)

1.2.1. Evidencias de que la hiperglucemia produce neuropatias

Existen evidencias que relacionan a la hiperglucemia sostenida con la degeneracion
neuronal a traves de la produccion de componentes que pueden acumularse en el
tejido nervioso (Nukada, 2014).

Se ha reportado que la pérdida de fibras nerviosas mielinizadas es una
caracteristica de isquemia en nervios proximales. En pacientes con polineuropatia
simétrica distal las lesiones proximales contribuyen a la pérdida difusa de fibras
distales (Dyck, 1986).

Por otro lado, Nukada, en 1992, evaluo el efecto patolégico de la isquemia en ratas
hiperglucémicas inducidas con estreptozotocina (STZ), mediante la inyeccion intra
arterial de microesferas para ocluir la microvasculatura del nervio ciatico. A las 20
semanas los nervios ciaticos y tibiales mostraron dafio como oscurecimiento,
inflamacion a nivel de axén y adelgazamiento de la mielina, ademas la evaluacion
morfométrica confirmé una mayor frecuencia de fibras mielinizadas anormales en
modelos de nervios diabéticos, sugiriendo una mayor susceptibilidad a condiciones

de isquemia.

En un modelo de neuropatia diabética periférica con cultivo de celulas de Schwann
del nervio ciatico de rata, se observd una reduccion en la expresion a nivel de
MmRNA de proteinas de mantenimiento como la proteina basica (MBP) y la
glicoproteina asociada (MAG), por otro lado, en ambos modelos resultd una
reduccion de la expresion del receptor de insulina (IR). Estos cambios en la
expresion de estas proteinas se pudieron revertir con tratamiento de insulina
(Rachana et al., 2016).
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1.2.2. Mecanismos conocidos de la degeneracion neural diabética

Se han hallado evidencias de que anomalias vasculares conducen a la pérdida por
isquemia de fibras nerviosas, esta condicibn cuando es acompanada de
hiperglucemia se vuelve un factor clave en el desarrollo de neuropatias y
retinopatias (Nukada, 2014).

La hiperglucemia modifica la regulacion metabdlica en vias como la del poliol y
pentosa fosfato, que dan paso a reacciones y productos intermedios que pueden
dafar axones y células de Schwann; Cuando los niveles de glucosa intracelular se
elevan, se inhibe la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD), la aldosa
reductasa, en la via del poliol, convierte la glucosa en sorbitol (revisado por
Cashman, 2015). En modelos animales diabéticos inducidos con aloxan se
demostré la acumulacion de sorbitol y otros polioles como el inositol en varios
tejidos, incluyendo tejido nervioso como es el nervio ciatico y la médula espinal
(Gabbay, 1966).

También se ha reportado que en cultivos de células de neuroblastoma expuestas a
30mM de D- glucosa, estas acumulan 40% menos Myo-inositol con respecto al
control (1mM), esto es debido a que el sorbitol reduce los niveles de componentes
de membrana, impidiendo el ingreso de estos a la célula. Esta alteracién en
membranas axonales puede provocar la incapacidad de propagar el potencial de
accion y esta involucrado en el desarrollo de neuropatia diabética (Yorek et al.,
1987).

Unos de los factores mas estudiados en el desarrollo de las neuropatias es la
coexistencia de patologias microvasculares, que se caracterizan por el
engrosamiento de la membrana basal, degeneracién de pericitos e hiperplasia de
células endoteliales en micro vasos endoneurales. Estos cambios vasculares se
correlacionan fuertemente con patologias nerviosas. El denominador comun entre
las anomalias metabdlicas y vasculares es la disfuncion endotelial, un paso clave en
el inicio de eventos celulares que evolucionan hacia el desarrollo de complicaciones
vasculares de la diabetes. La disminuciéon de la produccion y la funcion de los
vasodilatadores derivados del endotelio, como el 6xido nitrico, y la exagerada

produccion de vasoconstrictores, como la endotelina-1, conducen a una disfuncién
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endotelial, dando como resultado un tono vascular elevado, que culmina en dafo
macro y microvascular (revisado por Nukada, 2014). Aunque a la fecha el enfoque
predominante es que el deterioro neuronal se debe al desarrollo de complicaciones
microvasculares, estudios recientes indican que el deterioro neuronal precede al

deterioro vascular (Grey y Gardner, 2015; Muc et al, 2018).

1.3. Evidencias que relacionan la hiperglucemia o diabetes con la EA

Otra patologia de gran relevancia, por su impacto en la calida de vida del enfermo,
en la que se ha visto que la hiperglucemia puede ser muy importante, es la
patologia de la enfermedad de Alzheimer (EA). La EA es un trastorno en el cerebro,
que se caracteriza por la acumulacién de la proteina amiloide en forma de pequefias
fibrillas que se entrelazan dentro de las neuronas llamadas ovillos neurofibrilares,
que a su vez almacenan a la proteina tau (Bennet et al., 2004). Estas
acumulaciones generan cambios en el comportamiento intelectual, asi como fallas
en la memoria y orientacién. Los sintomas incluyen pérdida de la memoria,
confusion, la conducta, la personalidad, problemas para pensar y cambios en el

lenguaje.

Se ha reportado que hasta el 50% de adultos mayores presentan intolerancia a la
glucosa, ademas en ancianos no dementes y no diabéticos la hiperinsulinemia
cronica esta asociada a deterioro cognitivo (revisado por Erol, 2008) e igualmente
esta relacionada con demencia por Alzheimer (Gasparini, 2002), mientras que la
enfermedad cerebrovascular también se ha vinculado al desarrollo de la EA
(Roman, 2005).

Existen evidencias de que alteraciones metabdlicas derivadas de la diabetes se
encuentran asociadas a la disfuncién cognitiva, tales como la inducciéon de

protedlisis y lipdlisis en cerebros que presentan la EA (Revisado por Hoyer, 1998).

Hoyer y colaboradores (2002) reportan que en pacientes con Alzheimer disminuye el
uso de glucosa por parte del cerebro, aun cuando el suministro a este érgano era
normal. Las alteraciones en el metabolismo de la glucosa en el cerebro estan

involucradas también con disminucion en la sintesis de acetilcolina, glutamato,
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aspartato, acido gama aminobutirico (GABA), glicina y ATP (Blum-Degen et. al,
1995).

Por otro lado aunque clasicamente se considera que SNC es insensible a la
insulina, cada vez es mas claro que la insulina cruza la barrera hematoencefalica y
que cumple un papel importante en procesos cognitivos y tréficos neuronales
(Watson, 2006). Se ha sugerido que anomalias en la transduccion de sefales
asociadas a receptor de la insulina conducen a insuficiencia en la energia
metabdlica que es provista por la glucosa y promueven la biosintesis de productos
finales de glicacion avanzada (Advanced glycation end products, AGE por sus siglas
en inglés). Durante el envejecimiento cerebral la acumulacion de AGE's es
acompafnada de cambios a nivel celular y molecular como lo son anomalias en la
sintesis de neurotransmisores, en productos de membrana y la produccion de
radicales libres (Hoyer, 2002). En este panorama, la carencia de insulina y la
disrupcion en la sefializacidon que promueve la sintesis de AGE puede agravar la

situacion.

Al igual que con las neuropatias periféricas, en la EA se ha evidenciado
degeneracion neural. Por ejemplo, tau es una proteina neuronal del citoesqueleto,
que se une a los microtubulos promoviendo la estabilizacion de la tubulina, y
anomalias en la funcién de la insulina y poca produccién de ATP, producen la
acumulacion de proteina B-amiloide e hiperfosforilacion de tau, como un mecanismo
compensatorio de la célula neuronal para disminuir estrés oxidativo (Gasparini et al.,
2001, Moreira et al., 2006). En este sentido, es importante mencionar, que los AGE
estan involucrados en la disfuncion vascular y esto, a su vez, se relaciona con el
estrés oxidativo, lo cual promueve la formacién de depdsitos de la proteina (-
amiloide y ovillos neurofibrilares, y los receptores de productos finales de glicacién
avanzada (RAGE) también funcionan como receptores de la proteina B-amiloide y
participan en el desarrollo de EA. (Buccala y Cerami, 1992; Brownlee, 1995; Munch
et al., 1997; Deane, 2003).

En un estudio llevado a cabo en ratas Wistar hiperglucémicas (inducidas con STZ)
se evidencié que los niveles de AGE, en este caso N-Epsilon carboximetil lisina
(CML), fueron significativamente mas elevados en vasos cerebrales, comparado con

ratas normo glucémicas; ademas, niveles elevados de AGE en pacientes con
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enfermedad cerebrovascular también se ven asociados con deterioro cognitivo (Van
Deutekom, 2008; Beeri, 2011).

1.4. La hiperglucemia induce cambios a nivel de mRNA

Los avances tecnolégicos en técnicas como la PCR en tiempo real y los
microarreglos han permitido profundizar en el conocimiento de los efectos de la
hiperglucemia a nivel molecular en distintos tejidos, y mas especificamente sobre

cambios en la expresidon genética.

Empleando modelos de ratas obesas (ob) y diabéticas (B6), y las crias entre estas
cepas, Nadler y colaboradores (2000) identificaron cambios en la expresién de 200
genes involucrados con el desarrollo de obesidad y 88 genes en tejido adiposo que
se correlacionan con la transicion de obesidad normoglucémica a obesidad

acompanada de hiperglucemia.

Por otro lado Meugnier y colaboradores (2007) analizaron la expresion global de
genes con muestras de tejido humano de musculo esquelético (vastus lateralis) y
tejido adiposo subcutdaneo abdominal en condiciones de experimentales de
hiperglucemia (hyperglycemic-euinsulinemic clamp), utilizando somatostatina para
evitar la interferencia de insulina; encontraron cambios en la expresion de 316
genes en musculo esquelético y 336 genes en tejido subcutaneo, aproximadamente
el 80% de genes en ambos tejidos disminuyeron su expresion durante la prueba. Se
comprobé mediante PCR en tiempo real el aumento de la expresién de 7 genes,
algunos de ellos vinculados a la familia de las Metalotioneinas (MT1X, MT2A); esta
es conformada por proteinas ricas en cisteina que son captadoras de radicales
libres, estan involucradas en la homeostasis de metales de importancia fisiolégica y
son inducidas en respuesta a la produccion de especies reactivas de oxigeno.
También se vio un aumento importante en la expresion del mMRNA del gen FOXO1
en musculo esquelético, que brinda proteccién contra estrés oxidativo; esta
condicion e hiperglucemia son factores clave para el desarrollo de neuropatias entre

otras comorbilidades.
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Estos estudios sugieren que niveles elevados de glucosa en sangre se vinculan a
cambios en la expresion de ARNm en tejido adiposo y muscular, sin embargo, hasta

el momento no se ha realizado esta clase de analisis en SNC.

Estos resultados nos dieron pie a preguntarnos si la hiperglucemia puede intervenir
en la expresion de mensajeros involucrados con el desarrollo de EA y otras
neuropatias. Para hacer un analisis mas amplio decidimos usar la técnica de
microarreglos, lo que nos permitira analizar simultaneamente la expresion diferencial
de 11,000 genes.
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2. HIPOTESIS

La hiperglucemia sostenida es una condicion frecuente en pacientes con DM. Se ha
visto que la hiperglucemia produce cambios transcripcionales en tejido adiposo y en
musculo, por lo que se propone que durante estos periodos también ocurren
cambios a nivel transcripcional de genes en SNC, en especial de aquellos

involucrados en el desarrollo de Enfermedad de Alzheimer o alguna otra neuropatia.
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3. JUSTIFICACION

Se estima que en el mundo al menos 50 millones de personas sufren la EA o algun
tipo de demencia (Patterson, 2018); por otro lado, la incidencia de distintos tipos de
neuropatias ha ido en aumento. Ambas patologias han sido asociadas a diabetes o
alguna de sus comorbilidades, siendo la hiperglucemia el factor detonante, nos
parece importante entender los cambios en la expresién de mensajeros que pueden

verse involucrados en la progresién y/o desarrollo de la EA y neuropatias.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar los cambios en el perfil de expresion de mRNA en respuesta a la

hiperglucemia en el SNC de rata.

4.2. Objetivos particulares:

e Obtener muestras de RNA con buena calidad y pureza del cerebro de
ratas normo e hiperglucémicas para realizar el experimento de
microarreglos con ayuda de la Unidad de Microarreglos del Instituto de

Fisiologia Celular

e Analizar, seleccionar e investigar bibliograficamente los mensajeros de
genes que mostraron un cambio significativo en su nivel de expresiéon en
los experimentos de microarreglos y el papel del subgrupo de genes
seleccionados en desarrollo de enfermedades degenerativas (EA vy

neuropatias).
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5. METODOLOGIA

5.1. Induccién de hiperglucemia en ratas

El modelo animal de diabetes experimental se establecié utilizando 4 ratas (Rattus
Norvegicus) adultas, con un peso corporal de 250g - 300g, con acceso a agua y
comida ad libitum, bajo las normas establecidas por la comision de bioética de la
FES lztacala. La mitad de los animales, fueron tratados con STZ (Sigma, S0130)
administrada en dosis unica de 65 mg/ kg peso corporal, via intraperitoneal, diluida
en una solucion de citrato 0.1 M, pH 4.5 (vehiculo). EI grupo control fue inyectado

via intraperitoneal con solucion de citrato 0.1 M, pH 4.5, unicamente.

Previo al tratamiento se realizé una medicion de los niveles de glucosa con el
glucéometro Glucocard 01 sensor (Arkay / 78534). Se llevd a una segunda medicién
72 h después de la administraciéon de STZ y solo aquellas ratas que presentaron

valores = 250 mg/ dI fueron consideradas en el grupo experimental.

Las 4 ratas se sacrificaron 72 hrs después del establecimiento de la hiperglucémia
por el método de decapitacidon, previa sedacion con pentobarbital (6.3%) en dosis

unica de 70 mg/kg, administrado via intraperitoneal.
5.2. Diseccion de cerebro de rata

Una vez sacrificados los animales se realiz6 la diseccion del musculo que recubre la
region dorsal del cuello, se mantuvo el escalpelo al nivel de la parte posterior del
craneo y se perforé el hueso interparietal, se extrajo el techo del craneo hasta
exponer el cerebro, se obtuvo una muestra de 100 mg de cerebro principalmente
cortex, se lavé en tampon fosfato salino (PBS) 1x (NagHPO4 10 mmol/ L, KH, POy
1.8 mmol/ L, KCI 2.7 mmol/ L, NaCl 137 mmol/ L).

5.3. Extraccion de RNA

5.3.1. Preparacion de tejido.

Cuando se trabaja con tejidos ricos en enzimas degradativas se recomienda obtener
fragmentos de 100 mg y se agregd 1 ml de TRIzol (Invitrogen, 15596026), éste es

un reactivo desnaturalizante.
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Se vertié el TRIzol con 100mg de coértex en un homogeneizador Tissue
grinder 7725T-3, se pulverizé y la mezcla se colocd en un tubo de 1.5ml, y

se centrifugd a 14,572 RCF durante 10 min.

e La fraccion sobrenadante se recuperé y se le agregaron 200uL de
cloroformo grado molecular, se agité vigorosamente 15s, la mezcla se

incubd durante 2 min y se centrifugd a 14,572 RCF por 15 min a 4°C.

e Con ayuda de una micropipeta se extrajo la fase acuosa, sin perturbar la
fraccidén fendlica que contiene DNA y proteinas, y se agregd el mismo
volumen de isopropanol, se incub6é 10 min y se centrifugd a 14,572 RCF

durante 10 min a 4°C, posteriormente se decanto el sobrenadante.

e En este paso ya se puede apreciar una pastilla correspondiente al RNA
precipitado, se agreg6é 1 ml de etanol 70% grado molecular, se centrifugd
a 8,331 RCF durante 5 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y el resto
de etanol se evapordé en campana de flujo laminar (5-10 min), finalmente
se resuspendio la pastilla en 50 uL de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC).

5.3.2. Integridad y concentracion

La cuantificacion de concentracion y pureza se realiz6 por medio del
espectrofotometro Ultrospec 330 Pro (Amersham Bioscience), en espectro UV,
empleando una dilucién 1:100 y un volumen de 300 ul, la razéon A260/A280 es
aquella en la cual hay una correlacion entre la concentracién de proteinas y acidos

nucleicos en una muestra, y es preferente un cociente con valor mayor a (>1.7).

Para verificar de integridad y calidad del RNA se emple6 el protocolo de
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las muestras de RNA se desnaturalizaron a
95°C en buffer de carga 2X (95% formamida, 0.025% SDS, 0.025% azul de
bromofenol, 0.025% xylene cyanol FF, 0.025% bromuro de etidio, y 0.5 mM EDTA)
la muestra se separ6 durante 60 min, a 85 V empleando bromuro de etidio (BrEt),

como marcador fluorescente.

5.4. Tecnologia de microarreglos
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El principio de la tecnologia de microarreglos se basa en la hibridacion
complementaria entre acidos nucleicos, donde fragmentos de DNAc representativos
de multiples genes son adheridos a un soporte sélido, por otro lado, los blancos,

MRNA libre flotante o cDNA, son marcados con colorantes fluorescentes.

Cuando la muestra marcada se hibrida con el microarreglo, cada sonda se une a su
secuencia complementaria, los cDNA que no son complementarios para la sonda
fueron removidos mediante una serie de lavados. A mayor numero de cDNA
marcado, mayor fluorescencia. El cambio en abundancia relativa dentro de muestras
individuales proporciona informacion sobre vias complejas y procesos celulares
alterados en una enfermedad o condicion particular (Mirnics y Pevsner, 2014). Esta
técnica se llevo a cabo en colaboracion con la Unidad de Microarreglos del Instituto
de Fisiologia Celular, Para el analisis de los datos se empled el paquete GenArise
Microarray Analysis Tool, una herramienta que permite realizar el analisis de
expresion diferencial de genes de microarreglos. Antes de llevar a cabo el analisis
este software lleva a cabo una serie de transformaciones en los datos para eliminar
mediciones de baja calidad, ajustar la intensidad de medicién y asi facilitar

comparaciones (Gémez-Mayén et al., 2006).

Las muestras fueron marcadas dos marcadores fluorescentes: Cy3 para el control y
Cy5 para el tratamiento. El colorante Cy3 emite una coloracion amarillo-verdoso, es
excitado a 550 nm y emite a 570 nm, mientras que el colorante Cy5 es excitado a
650 nm y emite fluorescencia a 670 nm, estos colorantes sintéticos pertenecen a la
familia (no sistematica) de las cianinas en el grupo de la polimetina. El RNA o DNAc
se marca con el colorante que se ha sintetizado para transportar un grupo reactivo
de éster N-hidroxisuccinimidil (éster NHS). (Conley et al., 2008).

5.4.1. Correccion de fondo

La accion de correccion de fondo consiste en restar la intensidad de lectura fondo
de Cy3 de la intensidad de lectura de primer plano de Cy3 (control), y la misma de
Cy5 de la intensidad de primer plano de Cy5 (tratamiento) para cada punto en el

microarreglo.
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5.4.2. Valorde R

Después de esto, se calcula la relacion de expresion diferencial logaritmica, esta
relacion esta representada por R= 1og2(Cy5) - log2(Cy3), GenArise usa logaritmos
de base 2 para R, por lo que la relacién es unidades de cambio doble (2-fold

change).
5.4.3. Filtrado por intensidad

Con el fin de eliminar aquellos puntos donde la intensidad se acercarse a su fondo
correspondiente, cada valor de Cy3 en el punto (del inglés spot) debe ser mayor que
dos desviaciones estandar de los valores de fondo de Cy3, el mismo criterio para

Cy5. De otra forma el elemento es eliminado.
5.4.4. Seleccion de expresion diferencial de genes

El objetivo de GenArise es identificar cudles de los genes muestran buena evidencia
de ser expresados diferencialmente. Esta funcion identifica genes expresados

diferenciales calculando un Z-score dependiente de la intensidad. Se emplea un
algoritmo para obtener la media y la desviacion estandar dentro de una ventana que
rodea cada punto de datos, y definimos un Z-score donde Z mide el numero de
desviaciones estandar de un punto de datos que es la media, esto resulta en una
lista para genes que se sobre expresan (del inglés overexpression) que para fines
practicos se abrevia como UP y también una lista de genes que disminuyen su

expresion (del inglés downregulation) la cual se abrevia como DOWN.
Zi= (Ri - media(R)) / sd(R)

Donde Zi es el valor de Z-score de cada elemento, Ri es la relacién logaritmica de

cada elemento, y sd(R) es la desviacién estandar de la relacion logaritmica.

Con este criterio, los elementos que presentan un Z-score >2 desviaciones estandar
serian genes expresados diferencialmente significativamente (Gomez-Mayén et al.,
2006).
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5.5. Analisis de datos en el programa DAVID bioinformatic tool

A partir de la lista obtenida de genes expresados diferencialmente de los
experimentos de microarreglos se inicié el analisis de las que tuvieron un z-score
>|1.5| desviaciones estandar con respecto a la media, esto se llevé a cabo con la
herramienta bioinformatica DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), la cual permite una
gama de analisis que incluyen vias de sefalizacion y anotaciones funcionales de la

lista de proteinas o genes de interés.

Se realizé una conversion de las listas originales para identificar aquellos genes que
se reportan también en la base de datos del NCBI National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), este analisis se llevé a cabo empleando
el identificador REFSEQ MRNA vy la herramienta de conversién (Gen ID convertion
tool), se obtuvo una lista con el numero de identificacion y nombre de cada gen que
coincidié en la base de datos Genbank NCBI. Debido a se realizaron 2 experimentos
de microarreglo en las mismas condiciones, una vez que se tuvo el numero de
identificacion se procedi6 a comparar las listas de genes que aumentan su
expresion UP 1.5 y que bajaron su expresion DOWN 1.5 para seleccionar solo
aquellos que presentaron un patron de expresion consistente en ambos
experimentos, posteriormente se procedio a investigar en el NCBI cada gen de este

subgrupo.
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6. RESULTADOS

6.1. Validacion del modelo de hiperglucemia

Para analizar los cambios en la expresion génica en respuesta al dafo producido
por hiperglucemia se utilizé un modelo de ratas tratadas con STZ, pasadas 72h de
la induccion se pudieron observar cambios en los valores de concentracion de
glucosa en sangre con respecto al control, con valores de 381 y 559 mg/dl, lo cual
es consistente con el dano que produce este farmaco a las células - pancreaticas y
el subsecuente aumento de los niveles de glucemia y que puede ser comparado en
la Tabla 1.

Adicionalmente, antes de iniciar con los microarreglos, verificamos la calidad e
integridad del RNA purificado. Este paso es fundamental en el contexto de
expresion genética y en la tecnologia de microarreglos. La separacién por
electroforesis permite, a través del marcaje con BrEt, observar en el gel de agarosa
2 bandas que son indicador de integridad, estas corresponden a las subunidades
28S y 18S del RNAr. Una relacion 2:1 (28S:18S) de la intensidad entre estas
bandas representan buena calidad de la muestra. También obtuvimos Ia
absorbancia a 260 y 280 nm, lo que nos permite conocer tanto la concentracion del
RNA total, como la relacion entre la concentracion de proteinas y acidos nucléicos,
la cual es expresada como el cociente o ratio de absorbancias en las dos longitudes
de onda mencionadas (cociente A260/A280), estos datos pueden ser observados en

la figura 1.

6.2. Analisis de microarreglos

Los microarreglos permiten conocer cambios en la expresion de genes. Como
resultado de este ensayo se obtuvieron 4 listas correspondientes al corte estadistico
Z-score >|1.5|. Se analizaron 2 listas de genes UP y 2 listas de genes DOWN. En el
caso de las listas UP hubo un numero total de 251 y 322 genes, por otra parte las
listas DOWN agrupan 379 y 365 genes respectivamente. A partir de la comparacion
de las dos listas UP y DOWN resultaron 2 subgrupos cuyo cambio en el nivel de
expresion fue consistente en ambos experimentos. El primer subgrupo corresponde

a 18 genes UP en listados en la Tabla 2.

25



Tabla 1. Niveles de glucosa inicial y final de ratas control CN (vehiculo), asi como de

ratas tratadas (STZ) dosis Unica 65 mg/ kg IP.

CN1 STZ 1 CN 2
Glucosa inicial 83 85 83
(mg/dl)
Glucosa final 85 381 88

> 72 h (mg/dl)

CN STZ CN

STZ

Concentracion (pg/ul) 0.51 | 0.70 | 0.60

1.1

Cociente A260/A280 1.8 1.7 1.7

1.7

STZ 2

85

559

Figura 1. Geles de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de Etidio (BrEt), muestras de

RNA control (CN), Estreptozotocina (STZ), separadas por electroforesis, con estas

muestras se hibridaron los chips de microarreglos, se indica concentracién y valores

de cociente A260/A280.
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Tabla 2. Lista de subgrupo de genes UP >|1.5| que aumentaron su expresién con
respecto al control: abreviacién, nombre completo de cada gen, nimero de
identificacién en el Genbank del NCBI y el promedio del (Z-score), Férmula: Zi= (Ri -

media(R)) / sd(R).

Abreviacion  Genes UP ID NCBI z-score
promedio

Argininosuccinate synthetase M36708 1.71
Golgi vesicular membrane NM_019251 2.01
trafficking protein
Cytokine-inducible SH2- AF065161 1.93
containing protein

- Crystallin beta B1 NM_012936 1.81

- Preprocathepsin D X54467 2.24
FXYD domain containing ion NM_021909 1,68
transport regulator 5 variant 1
Dysadherin

- Augmenter of liver regeneration NM_013222 2.08

- Histone H1d M31229 1.81
Hes family bHLH transcription NM_022687 1.57
factor 3
Histone cluster 1 H4 family NM_022686 1.75
member B
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LOC25283

Lhcgr

Pde10a

Scnn1b

Human immunodeficiency virus
type | enhancer binding protein 2

Basic leucine zipper ATF-like
transcription factor 3 (Batf3)

Bartomin

Luteinizing hormone/
choriogonadotropin receptor

Phosphodiesterase 10A

MRNA for sodium channel, beta
subunit

wolframin ER transmembrane
glycoprotein(Wfs1)

NM_024137

NM_021865

NM_145722

NM_012978

NM_022236

X77932

NM_031823

AF347027

2.62

2.2

1.86

2.51

2.36

2.2

2.24

1.88
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El segundo subgrupo corresponde a 26 genes DOWN (Tabla 3), en ambos casos se
obtuvo un promedio de los valores de Z-score para cada gen, respectivo a cada

experimento.

Debido a que los genes enlistados en las tablas 2 y 3 han sido reportados en
distintas vias de sefializacién y patologias fue necesario seleccionar aquellos genes
que de acuerdo con nuestra investigacion bibliografica se ven involucrados con el
desarrollo o progresion de EA y neuropatias, dichos genes se encuentran en la
Tabla 4. En la siguiente seccion bosquejamos la funcion normal de las proteinas
codificadas por los genes enlistados en la Tabla 4, y en la secciéon de Discusién nos
enfocaremos en las evidencias que relacionan estos genes con las neuropatias y/o
la EA.

6.3 Funcién de las proteinas susceptibles de regulaciéon por la hiperglucemia

La cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5) es un miembro de la familia de cinasas de
Ser/Thr dirigidas por prolina, es activada una vez que se une a p35 u otra subunidad
llamada p39. La subunidad p35 también es conocida en la literatura como Cdk5r1,
es de expresion ubicua y estd compuesta por 307 aminoacidos, con una masa molar
de 35 Kda (Monaco, 2004). La expresiéon de los mensajeros de Cdk5 y de
p35/Cdk5r1 disminuyeron, respectivamente, -2.71 y -3.15 desviaciones estandar, en

promedio, con respecto al control en nuestros experimentos de microarreglos.

El acido gama aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio predominante
del cerebro de los vertebrados, actuando principalmente a través de receptores
GABA tipo A (GABAA), estos pertenecen a una superfamilia de canales i6nicos
dependientes de ligandos hetero-oligoméricos que también incluye los receptores de
glicina y nicotinicos de acetilcolina (Kim et al., 1997); en nuestro experimento se
observé una disminucion de -1.6 desviaciones estandar con respecto al control de la
subunidad Alpha 5 del receptor GABAA (GABRADS).

El factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) es una proteina perteneciente a la
familia de las citocinas, con un peso molecular de 25 Kda, Esta compuesta por dos
monomeros de 12.5 Kda enlazados por un enlace disulfuro, se encarga de regular el

crecimiento y la diferenciacion celular, la respuesta a dafio en tejido por inflamacién,
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Tabla 3. Lista de subgrupo de genes DOWN >|1.5| que disminuyeron su expresién con

respecto al control: abreviacién, nombre completo de cada gen, ndmero de

identificacién en el Genbank del NCBI y el promedio del Z-score, Formula: Zi= (Ri -

media(R)) / sd(R).

Abreviacion Genes DOWN

H+-ATPase

Amphiphysin

Cdk5/Cdk5r Cdc2-related protein kinase
1

Doublecortin

Deoxyribonuclease 2 beta

Fgfr2 Fibroblast growth factor receptor
2

Gabrab GABA Receptor A 5

Ggtb2 N-acetylglucosamine

galactosyltransferase

Glutamate metabotropic receptor
1 (mGlur1)

HMG-CoA lyase

ID NCBI

J05266.1

Y13380

L02121

AF155959

NM_021664.1

L19104.1

X51992.1

AF102262.1

NM_017011.1

NM_024386

Z-score
promedio

-4.1

-2.05

-2.71/-3.15

-1.96

-2.13

-1.77

-1,6

-2.67

-2.42

-1,54
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LOC246234
(Slc34a3)

Nadrin

Pld1

Psmc2

Rtp801

Sep15-
pending

Slc7a7

Smgb

Tgfb2

Thrsp

Timp2

Kallikrein 1

Lamina associated polypeptide
1C

Solute carrier family 34 member 3

Nadrin E1

Phospholipase D1

Proteasomal ATPase

DNA-damage-inducible transcript
4 (Ddit4)

Selenoprotein F

Carrier family 7 member 7
(Slc7a7)

SMGB1/SMGB2

Transforming growth factor, beta
2 (TGF-b2)

Rat hepatic product spot 14

Tissue inhibitor of
metalloproteinase type 2

NM_012593

U20286

NM_139338

AB060556

U69550

D50694

NM_080906

NM_133297

NM_031341

M83210

NM_031131

K01934

AJ409332

-2.07

-1.84

-1.97

-1.64

-2.48

-2.87

-1.78

-2.34

-1.83

-1.64

-2.37

-2.44

-2.04
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Vdup1

Vmp1

YT521

Rattus norvegicus clone N27

Vacuole membrane protein 1

RNA splicing-related protein

U30789

NM_138839

D78303

-2.41

-3.3

-1,8

32



Tabla 4. Lista de genes que estan involucrados en el desarrollo, progresién o que

brindan efectos protectores contra EA y neuropatias, se la enlista la abreviacion,

nombre completo, promedio de Z-score, patologia con la cual se relaciona.

Cdk5/Cdk5r1

GABRAS5
TGF- B2

Gen

Cdc2-related protein
kinase

GABA Receptor a5

Transforming growth
factor, subunit beta
2 (TGF-B2)

Glutamate
metabotropic
receptor 1 (mGlur1)

Tissue inhibitor of
metalloproteinase
type 2

Z-score
promedio

-2.71/-3.15

-1,6

-2.37

-2.42

-2.04

Patologias

EA

EA

EA

Neuropatia
diabética

Miocardiopatia
diabética
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y también juega un papel importante en la reparacién de tejidos después de una
lesion (Heldin y Moustakas, 2016). Se observé una disminucion de -2.71
desviaciones estandar en la expresion del mensajero en condiciones de

hiperglucemia después de obtener el promedio de valores de ambos microarreglos.

Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) se clasifican en tres
subgrupos (I, Il y Ill) basados en homologia de secuencia, sefalizacion, vias de
transduccion y farmacologia relativa. EI grupo | comprende mGlur1 y mGlurb
(Mahato et al., 2018). En nuestros resultados de microarreglos de tejido nervioso en
condiciones de hiperglucemia sostenida se observd una disminucion promedio de la

expresion de este mensajero de -2.42 desviaciones estandar.

Los inhibidores tisulares de la proteinasa conocidos como TIMP (1-4) son
inhibidores de las metaloproteinasas de matriz (MMP); TIMP se compone de dos
dominios, un N-terminal de 125 aminoacidos y un dominio C-terminal mas pequefio
de 65 residuos, cada dominio esta estabilizado por tres enlaces disulfuro (Visse,
2003). En tejido nervioso en condiciones de hiperglucemia disminuyo la expresiéon

del mensajero -2.04 desviaciones estandar en promedio.
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7. DISCUSION

7.1. Genes involucrados en la EA

CDK5

En la EA ocurren eventos de excitotoxicidad, donde la activacion de receptores para
glutamato tipo NMDA y AMPA, asi como canales de calcio activados por voltaje
pueden provocar aumento en la concentracion del calcio intracelular y pueden llevar
a la activaciéon de las calpainas (Hasanbasic et al., 2016). A su vez, las calpainas
proteolisan a p35/Cdk5r1, formando 2 subunidades mas pequenas llamadas p10 y
p25. El complejo formado por CDK5/p25 promueve la muerte celular. En contraste,
el complejo formado por Cdk5/p35 (Cdk5r1) esta involucrado en procesos neuro
protectores (Shi et al., 2016).

En nuestro experimento en condiciones de hiperglucemia se observé una
disminuciéon de la expresion de Cdk5 y p35/CdkS5r. Se ha reportado que la
disminucién de la expresion de Cdk5 revierte la hiperfosforilacion de tau en cultivos
neuronales primarios y disminuye el numero de ovillos neurofibrilares en el
hipocampo de ratones transgénicos con EA (Piedrahita et al., 2010), lo cual podria
estar relacionado con actividad neuro protectora frente a la EA. Por otro lado, p35
estd vinculado con proliferacion, diferenciacion y maduracién de células madre
neurales (Quan et al., 2014) por lo que la disminucién de la expresion de este

mensajero puede repercutir en procesos de neuroregeneracion.

Interesantemente, ratones knock out que carecen de expresidon de Cdk5,
predominantemente en neuronas de fibra tipo C, presentan hipoalgesia en
respuesta a la activacion térmica (Liu et al.,, 2015). Este dato sugiere que la
disminucién de la expresidon del mensajero para Cdk5 en condiciones de
hiperglucemia también podria contribuir al desarrollo de neuropatias y pérdida de

sensacion en condiciones de DM.

Shi y colaboradores (2016) observaron que cuando se activa Cdk5, puede regular la
eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la activacion por
fosforilacidon directa del factor de transcripcion FOXO3 en células HT22 estresadas

con glutamato, pero al mismo tiempo promueve la protedlisis que vuelve neurotoxica
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a la variacion del péptido B-amiloide (1-42), caracteristica distintiva de la EA. En
nuestros resultados se observé la disminucion en la expresion del mensajero de
Cdk5 en hiperglucemia, esto nos hace pensar que la disminucion de la expresion de
esta cinasa podria estar vinculada con el aumento de niveles de glucosa y a su vez

la disminucién con el aumento de las ROS.
GABRA5

Se ha reportado la expresion de GABRAS en varias zonas del cerebro humano, pero
su expresion varia en las diferentes regiones. Por ejemplo, es abundante en
hipocampo y es escasa en cerebelo, polo occipital, cuerpo calloso y sustancia negra
(Kim et al., 1997). Asi mismo, mediante clonacion molecular, se ha reportado la
expresion de ésta y otras subunidades en distintas especies, entre ellas rata y ratén
(Macdonald y Olsen, 1994; Tyndale et al., 1994). La presencia del mensajero y su

expresion en SNC concuerda con lo visto en nuestros resultados.

Hokama y colaboradores (2013), mediante la tecnologia de microarreglos,
obtuvieron 17 perfiles de expresion de hipocampo de donadores adultos, incluyendo
7 pacientes confirmados con EA; de ellos 16 cerebros presentaban placas neuriticas
mientras que los ovillos neurofibrilares se encontraban en etapa de Braak V y VI, lo
cual significa que tienen amplia distribucion en zonas neocorticales. Este equipo de
investigadores analizé un grupo de 1,387 transcritos, de los cuales seleccionaron
200 que presentaban > |1 .5| veces de cambio, sorprendentemente 143 de estos 200
transcritos redujeron su expresion, entre éstos se encontraba GABRAS. Por otro
lado, Li y colaboradores (2016) analizaron 10 perfiles de expresién obtenidos de la
base de datos GEO NCBI de cerebros con EA, hallando disminucion de la expresion

de GABRAJS principalmente en l6bulo frontal, temporal e hipocampo.

La expresion de este receptor influye en procesos cognitivos como el aprendizaje y
memoria (Borin et al., 2007; Papatheodoropoulos y koniaris, 2011). Curiosamente,
se ha demostrado que la delecién genética o inhibicién farmacolégica reduce
notablemente el umbral para induccién de potenciacién a largo plazo a través de la
inhibicion sinaptica independiente, con un mejor rendimiento de la memoria como

resultado (Saab et al., 2010; Martin et al., 2010). Sin embargo, como mencionamos
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en el parrafor anterior, esta subunidad se encuentra disminuida en pacientes con
EA.

En nuestro experimento, la hiperglucemia indujo una reduccion de la expresién de
este mismo receptor, lo cual sugiere que este mensajero es regulado en condiciones
de hiperglucemia y en la EA, estos datos sugieren que puede estar involucrado en

procesos neurodegenerativos.
TGF- 32

Se ha observado que TGF-3 se une al precursor péptido amiloide (APP) reduciendo

la disponibilidad del constituyente neurotoxico (Bodmer et al., 1990)

Notablemente, Chao y colaboradores (1994) reportaron un aumento en el nivel de
TGF- B2 en muestras de fluido cerebroespinal y suero obtenidas de donadores con
EA; también encontraron que estos niveles se veian elevados previo a la defuncion.
Estos investigadores, sugirien que este factor confiere actividad neuro protectora

frente a enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la esclerosis.

Por otra parte, mediante técnicas inmunohistoquimicas se ha comprobado la
expresion de TGF-B2 en ovillos neurofibrilares neuronales, placas neuriticas,
microglia, astrocitos y macrofagos en casos de EA, sugiriendo el papel de esta

citocina en el desarrollo de lesiones (Peress y Perillo, 1995).

Flanders y colaboradores en 1995 hallaron mediante técnicas inmunohistoquimicas
usando muestras de tejidos de pacientes que presentaban EA no heredada y EA
hereditaria autosémica dominante, que la expresion de TGF-2 aumentd 3.2 veces
en comparacion con el control. En nuestros experimentos en condiciones de
hiperglucemia se observd una disminucién de la expresion de este factor de
crecimiento, estos datos sugieren que hiperglucemia disminuye el efecto neuro
protector del TGF-32 en SNC, favoreciendo el desarrollo de placas amiloides y la

progresion de la EA.

37



7.2. Genes involucrados en neuropatias

mGIuR1

Tomiyama y colaboradores (2005) disectaron el segmento lumbar L4 de ratas
diabéticas inducidas con STZ y usaron sondas de oligonucleétidos para identificar
hibridacién in situ en mRNA de receptores glutamatérgicos. Encontraron que la
expresion de mGIluR1 y mGIuR5 (grupo 1) aumenté en el nucleo postero marginal,
sustancia gelatinosa de Rolando, nucleo propio y en el cuello de la asta posterior de
la asta dorsal. Se ha visto que la estimulacion continua anormal de los receptores de
glutamato en las neuronas de la asta dorsal causa hiperalgesia y alodinia por un
proceso llamado sensibilizacién central (Gerber et al., 2000) , lo que sugiere que el
aumento en la expresion de mGIluR1 se ve implicado en el desarrollo de neuropatias
diabéticas. En nuestro experimento la disminucion del mensajero del receptor de
glutamato de -2.71 desviaciones estandar sugiere que puede constituir un
mecanismo protector. Si bien el experimento que se discute es realizado en SNP
también este receptor se ha visto involucrado en condiciones de isquemia cerebral,
ademas, se ha reportado que los antagonistas de mGIluR1 son neuro protectores en
modelos de isquemia cerebral (Pellegrini-Giampietro, 2003), por lo que puede

desempenar funciones protectoras en SNC.

TIMP-2

Con respecto al inhibidor de metaloproteasas TIMP2, encontramos que Quian y
colaboradores (2007) mostraron aumento significativo en su expresion, acompafiado
de una reduccion de la actividad de metaloproteasas en tejido cardiaco de ratas
diabéticas en un modelo de hiperglucemia sostenida por 4 semanas, inducido por
una dosis unica de STZ (60 mg/kg). Estos investigadores sugieren que el
incremento en el inhibidor y la reduccion de la actividad de metaloproteasas lleva a
un desacople de la degradacion de collagena, lo que puede contribuir al desarrollo

de cardipatias diabéticas.

Por otro lado, Perez-Martinez y Jaworski (2005) reportaron que TIMP-2 induce la
detencién del ciclo celular en células PC12, mediante la regulacién de proteinas

involucradas en este proceso, lo que promueve su diferenciacion y crecimiento de
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neuritas. La delecién de este inhibidor induce una reduccién de la longitud de
filamentos intermedios. Ademas, la interaccion de TIMP-2 con la integrina a3p1
mantiene la quiescencia mitética a través de la activacidon de esta integrina, lo cual
puede influir de manera significativa en la capacidad del cerebro para generar
nuevas neuronas en respuesta a lesiones y trastornos neuroldgicos como la EA.
Todo esto de manera independiente a su actividad como inhibidor de

metaloproteasas.

En nuestro experimento en SNC en condiciones de hiperglucemia se observd una
disminucion de la expresion de TIMP-2 de -2.04 desviaciones estandar, lo cual
podria sugerir que alteraciones en niveles de glucosa modulan la expresion de este
mensajero de manera distinta dependiendo el tejido, por lo que podria comprometer
la estructura dendritica y la formacién de nuevas sinapsis, aunque talvez también se

promoveria la generacion de nuevas neuronas.
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8. CONCLUSIONES

1-. La hiperglucemia produjo cambios en la expresion de RNA mensajeros en SNC

que han sido involucrados previamente en el desarrollo de la EA y neuropatias.

2.- La disminucion de la expresion de CDKS5 inducida por la hiperglucemia puede ser
parte de un mencanismo de neuroproteccién, ya que se ha reportado que revierte la
hiperfosforilacion de tau en cultivos neuronales primarios y disminuye el numero de
ovillos neurofibrilares en el hipocampo de ratones transgénicos con EA. Por otro
lado, la disminucion de P35 seria mas relevante en embiones expuestos a altas
concentraciones de glucosa, porque podria compromenter la maduracion del SNC,
sin embargo, su papel en DM invita a una mayor exploracion de su papel en

neuronas maduras.

3.- El mensajero de GABRAS redujo su expresion y se ha reportado este mismo
patrén de expresidn en cerebros con EA, lo cual sugiere que este mensajero juega
un papel importante en el desarrollo o progresion de esta demencia. Por otro lado,
se ha reportado un aumento de la expresion de TGF-p2 en ovillos neurofibrilares y
placas neuriticas, por lo que la disminucién de la expresiéon de este ultimo

mensajero resultaria en el bloqueo de este mecanismo de neuroproteccion.

4.- El aumento de la expresion de mGlur1 ha sido vinculada al desarrollo de
neuropatias, sin embargo, la disminucion de este mensajero en este trabajo sugiere

un papel de proteccion frente a esta patologia.

5.- Finalmente, en nuestro modelo la expresién de TIMP-2 disminuyd en SNC, en
contraste con lo observado en tejido cardiaco, o que sugiere que su expresion es
modificada de manera distinta dependiendo el tejido condiciones de hiperglucemia.
La disminucion de TIMP-2 podria compromenter la formacion y mantenimiento de

dendritas y sinapsis, afectado asi la memoria y el aprendizaje.
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9. PERSPECTIVAS

Nuestro proyecto y resultados abren vias de investigacién que permitiran aportar
datos mas concluyentes al efecto de la hiperglucemia en tejido nervioso a nivel de

DNA y proteina, por ello sugerimos lo siguiente:

1.- Diseno de oligonucledtidos para amplificar por PCR en tiempo real los genes
asociados a EA y neuropatias, y confirmar su modulacion en condiciones de

hiperglucemia

2.- Verificar si los mensajeros de dicha lista sufren cambios a nivel proteinico por
Western Blot.

3.- Usar modelos de neuroblastoma para determinar los efectos de la reduccién de
MRNAs en la sobreviviencia neuronal (p.ej GABRAS) y o la formacién de
neuritas(TIMP2).
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