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RESUMEN

Introduccion: La diabetes tipo 3 se refiere a una resistencia a la insulina confinada al
cerebro, y se postula como una de las causas de la enfermedad de Alzheimer (EA). El
modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadico por la administracion de
estreptozotocina (STZ) intracerebroventricular (icv) permite estudiar la resistencia a la
insulina en la EA. Sin embargo, es un modelo poco caracterizado y los resultados no son
concluyentes acerca de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la EA.

Objetivo: Evaluar conductualmente e histologicamente la fase temprana del modelo de
neurodegeneracion tipo EA esporadico por la administracion icv de STZ.

Metodologia: Se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de 10 semanas de edad que
fueron evaluados en grupos independientes a los 15 y a los 30 dias posteriores ala STZ
icv. Se midieron los niveles de glucosa en sangre, se evalué la memoria de tipo espacial
por medio del laberinto acuatico de Morris (LAM) y, en el hipocampo dorsal de los
mismos, se evaluo el nivel del receptor de insulina (RI) y del sustrato del receptor de
insulina fosforilado (pSRI) en el residuo de serina 307. Por ultimo, se valoré la presencia

del péptido beta amiloide 1-42 en el hipocampo.

Resultados: No se registraron cambios en los niveles de glucosa sanguinea entre los
grupos experimentales, pero si hubo deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial
en el grupo evaluado 15 dias después de STZ icv; no asi en el grupo evaluado 30 dias
después de STZ, donde solo se observo una menor retencion en la memoria espacial. A
los 15 dias post-STZ se encontré una disminucion del Rl en la regiéon CA1 hipocampal,
tanto en el stratum oriens, como en la capa piramidal. Cualitativamente no se observaron
diferencias en el péptido beta amiloide (BA) al comparar los grupos de 15y 30 dias post-
STZ icv.

Conclusiones: El modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadica inducido por STZ icv
presenta deterioro transitorio de la memoria espacial. Nuestros datos sugieren que el fallo
en la memoria espacial observado a los 15 dias es independiente de los niveles

sistémicos de glucosa, pero dependiente del RI.



ABSTRACT

Introduction: Type 3 diabetes refers to insulin resistance confined to the brain and is
postulated as one of the causes of Alzheimer's disease (AD). The sporadic AD type
neurodegeneration model with intracerebroventricular (icv) injection of streptozotocin
(STZ) allows the study of the insulin resistance-AD relationship, however, it is a poorly
characterized model with inconclusive results of the mechanisms involved in the

development of the pathology.

Aim: Evaluate at early times the sporadic AD type neurodegeneration model caused by
icv administration of STZ.

Methodology: 10 weeks old CD1 male mice were used and evaluated in independent
groups at 15 and 30 days after icv STZ. Blood glucose level was measured, spatial
memory was evaluated by means of the Morris water maze and, by immunofluorescence,
insulin receptor (IR) and phosphorylated insulin receptor substrate (pIRS) were evaluated
in dorsal hippocampus. Finally, the presence of beta amyloid 1-42 peptide in hippocampus

was assessed.

Results: There were no changes in blood glucose levels between groups, but there was
an impairment in spatial learning and memory in the STZ group at 15-days; this was not
the case for the 30 day group which showed spatial learning but not retention. Also, in the
icv STZ 15-day group, reduced leves of IR were found in the CA1 hippocampus, in both
the stratum oriens and the pyramidal layer. The beta amyloid peptide was detected at 15

and 30 days after icv administration of STZ.

Conclusions: The sporadic AD type neurodegeneration model caused by icv-STZ shows
a transitory impairment of spatial memory. Our data suggested that the memory
impairment observed at the earliest time evaluated (15 days) is glucose-independent, but

IR-dependent.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun a nivel mundial (Prince et
al., 2015), de origen multifactorial y caracterizada por la progresion espacial y temporal
de depdsitos de placas del péptido beta amiloide (BA), asi como de maranas
neurofibrilares causadas por la agegaciéon de la proteina tau (Selkoe y Hardy, 2016).
Macroscopicamente en la EA se muestra una atrofia cerebral progresiva, bilateral y difusa
gue comienza en la regién temporal (Scahill et al., 2002). Ademas, en pacientes con la
EA se presenta un hipometabolismo cerebral de la glucosa (Mosconi et al., 2005; Mosconi
et al., 2008). Esto se ha correlacionado con un estado cerebral de resistencia a la insulina
(ECRI, Baker et al., 2011; Willette et al., 2015). Se ha demostrado el ECRI en cerebros
post-mortem de pacientes con la EA (Stanley et al., 2016) que no presentaron diabetes
tipo 2 ni hiperglucemia sistémica (Blazquez et al., 2014). El ECRI se caracteriza por una
disminucién en la sefalizacion del receptor de insulina (RI) cerebral en respuesta a su
activacion por la insulina. En los ultimos afios, la investigacion referente a la resistencia
alainsulina en la EA ha cobrado importancia debido a que a la insulina a nivel hipocampal
se le atribuyen funciones relacionadas con la memoria, plasticidad sinaptica y
potenciacion a largo plazo, aparte de las metabdlicas (Ferrario y Reagan, 2018; Grillo
et al., 2015). Por lo que se sugiere a la ECRI como probable factor involucrado en la
patogénesis de la EA; a esto se le ha denominado diabetes tipo 3 (Cheny Zhong, 2013;
De Felice et al., 2014; De La Monte y Wands, 2008), la cual puede estar presente incluso
30 afios antes de la aparicion de la sintomatologia en pacientes con factores de riesgo
parala EAy progresar con el tiempo (Alexander et al., 2002; Braskie y Thompson, 2013).
Se utilizan modelos animales que desarrollan la EA tipo esporadico dada la problematica
gue resulta estudiar el inicio preciso de estas alteracionesy el estudio de los mecanismos
celulares implicados en cohortes longitudinales con seres humanos. Los modelos
murinos permiten estudiar la relacion resistencia a la insulina con la EA, porque se regula
a la baja la via de sefializacion de la insulina (Osmanovic Barilar et al., 2014), por ejemplo,
mediante la inyeccion intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina (STZ, Grieb,
2016). Acorde a (Knezovic et al., 2015) la administracion icv de STZ promueve el depdsito

de placas BA y marafias neurofibrilares, ademas de generar deterioro en el aprendizaje



y la memoria espacial. Sin embargo, existen controversias respecto a los datos
encontrados en este modelo porque la mayoria de los hallazgos son realizados en ratas
con resultados no coincidentes entre autores referente al inicio del deterioro en la
memoria espacial, la presencia del péptido BA y la regulacion a la baja de la cascada de
insulina en diferentes periodos de tiempo (15 y 30 dias los periodos mas estudiados).
Asimismo, son pocos los estudios que involucran ratones y, la informacion encontrada en
este modelo sobre los mecanismos involucrados a nivel hipocampal que provocan el
detrimento de la memoria no es concluyente. Por lo que para poder ser utilizado en la
busqueda de tratamientos contra la EA es importante abundar en su caracterizacion. El
objetivo de este estudio es contribuir a la caracterizacion conductual e histologica del
modelo de neurodegeneracion tipo EA originado por la administracion icv de STZ en en
una fase temprana (15 y 30 dias) en ratones macho CD1 de 10 semanas de edad.
Teniendo en cuenta lo anterior, planteamos la hipdtesis de que la administracion icv de
STZ inducira deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial a los 15 y 30 dias
posteriores, asi como un decremento en el nivel del receptor de insulina (RI) y un aumento
del nivel del sustrato del receptor de insulina tipo 1 fosforilado en el residuo de serina 307
(pSRI Ser307) en las regiones CAl1 y CA3 del hipocampo dorsal y, al ser la STZ
administrada via icv no habra alteraciones en la glucosa sistémica. Ademas, planteamos

gue se generara agregacion del péptido BA 1-42 a nivel hipocampal.
2. ANTECEDENTES
2.1Antecedentes historicos

A principios del siglo XX, se utilizaba de manera general la palabra “demencia” para
designar a cualquier trastorno psiquiatrico. Fue hasta el afio 1906 que Alois Alzheimer
realizo la primera descripcion de una demencia durante la 37° reunion de Psiquiatras del
Sudoeste de Alemania en Tubingen (Hippius y Neundorfer, 2003), en la cual describio el
caso clinico y anatomo-patoldgico de Auguste Deter, paciente del Hospital de Frankfurt
desde el afio 1901. Fue en esta reunidén donde por primera vez se detallaron los sintomas
cognitivos y no cognitivos de lo que en un futuro se denominaria la EA (L6pez-alvarez et
al., 2015), asi como las placas del péptido BA y las marafias neurofibrilares caracteristicas
de esta patologia. Pasaron afios para que esta patologia recibiera la importancia que
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tiene hoy dentro de nuestra sociedad, al punto de considerarse actualmente como

problema de salud publica y pandemia para el afio 2050 (Executive Board, 2017).
2.2Definiciones clinicas

El concepto de demencia y EA ha cambiado a lo largo del tiempo. De las definiciones
mas aceptadas es la propuesta por la Clasificacion Estadistica Internacional de
Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (Organizacién Panamericana de
la Salud, 1995) y el Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (American
Psychiatric Association, 2013), quienes abordan a esta demencia desde un punto de vista
clinico. Definen la EA como una “enfermedad cerebral de naturaleza cronica, con déficits
de multiples funciones superiores (memoria, pensamiento, orientacién, comprension,
calculo, capacidad de aprendizaje, lenguaje y juicio, entre otras) y conciencia clara”. En
estas clasificaciones, el déficit se acompafa de deterioro del control emocional, del
comportamiento social o de la motivacion, produciendo deterioro intelectual apreciable
gue repercute en las actividades cotidianas (asearse, vestirse, comer o funciones
excretoras) (LOpez-alvarez et al., 2015). Sin embargo, el progreso en las neurociencias
ha hecho viable la creacion de nuevos criterios diagnésticos que abarquen datos clinicos
y analiticos, con el fin de discernir entre la EA probable de otro tipo de demencia, ejemplo
de ellos son los criterios del International Working Group (Dubois et al., 2014) y del
National Institute of Aging-Alzheimer’s Association (Jack et al., 2018). Estos abordan la
EA como “una afectacion gradual y progresiva de la memoria episédica, aislada o
asociada con otras alteraciones cognitivas, pero siempre demostrada por pruebas
neuropsicolégicas. A estos hallazgos clinicos han de sumarse la presencia de
biomarcadores como: la atrofia en el I6bulo temporal medial evidenciada por resonancia
magnética; la alteracion de biomarcadores en liquido cefalorraquideo, como la elevacién
de la proteina tau fosforilada y la disminucion del péptido BA 1-42; el hipometabolismo
cerebral evidenciado por tomografia de emision por positrones con fluorodesoxiglucosa

(PET-FDG) o, una mutacion autosémica dominante” (Lopez-alvarez et al., 2015).



2.3Epidemiologia

La EA es la demencia mas comun y esta asociada a una alta tasa de morbilidad y
mortalidad. Su prevalencia aumenta de manera proporcional con el aumento de la
esperanza de vida. Globalmente, se considera que existen 47 millones de personas con
esta patologia, proyectando méas de 130 millones de afectados para el afio 2050 (Prince
etal., 2015). Anualmente, el nUmero de casos se incrementa 7.7 millones, esto se traduce
en un caso nuevo cada 4 segundos (Gutierrez et al., 2014). El mayor factor de riesgo
para la EA es la edad (Prince et al., 2013). Acorde a Gaugler et al., (2016), a partir de los
65 afios existe una mayor proporcion de mujeres que desarrollan la EA comparado con
los hombres, este aumento en la proporciobn de casos podria explicarse por las
variaciones biologicas o genéticas, por la experiencia de vida (tareas ocupacionales y
nivel educativo) o incluso se postula una asociacion entre la APOE4 con los estrégenos,
sin embargo la evidencia aun no es definitiva. Cabe destacar que los individuos no
fallecen de la EA per se, sino que esta enfermedad en estadios avanzados incrementa la
vulnerabilidad para otras enfermedades, siendo las infecciones la causa mas comun, lo
cual ocasiona la muerte (Tinetti et al., 2012). En México se estima que en 2014 existian
860,000 personas con este padecimiento. La proyeccion del nimero de mexicanos
afectados por una demencia para el afio 2050 alcanzara la alarmante cifra de mas de 3.5
millones, por lo que el impacto de esta enfermedad en los sistemas econdmico, social y

de salud seréa severo (Gutierrez y Garcia, 2017).
2.4Clasificacion de la EA

Un bajo porcentaje de los casos de la EA (1%) son debidos a mutaciones genéticas para
tres genes en especifico. Estas mutaciones involucran al gen de la proteina precursora
amiloidea (PPA, cromosoma 21), presenilina 1 (PSEN1, cromosoma 14) y, presenilina 2
(PSEN2, cromosoma 1). Los pacientes que presentan las primeras dos mutaciones
tienen el 100% de probabilidad de desarrollar la enfermedad en el transcurso de su vida,
mientras que los heredan la mutacién de PSENZ2, tienen 95% de probabilidades para
desarrollar la EA. Los individuos con cualquiera de estas tres mutaciones tienden a

desarrollar la patologia antes de los 65 afios, por lo que se denomina EA de inicio



temprano o variante familiar por ser una mutacién que se presenta en varios miembros

de una misma familia (Gaugler et al., 2016).

Con la excepcion de los casos causados por mutaciones genéticas, para el resto
de los casos de la EA se acepta que la enfermedad se desarrolla como resultado de
multiples causas, siendo en este caso denominada EA de inicio tardio (>65 afios) o
variante esporadica (99% de los casos) (Gaugler et al., 2016; Prince et al., 2013). En la
variante esporadica de la EA, los principales factores de riesgo son: la edad, porque
mientras la edad aumenta también lo hace la probabilidad detener EA; una historia
familiar de la EA en un familiar de primer grado, por la genética compartida o por un
ambiente y estilo de vida similar o por una combinacién de ambos; por ultimo, es un factor
de riesgo poseer la variante alélica 4 (¢4) del gen de la apolipoproteina E (APOE). El gen
de la APOE codifica para una proteina involucrada en el transporte del colesterol (Gaugler
et al., 2016). Existen 3 variantes para su alelo, la APOEe2, la APOEe3 y la APOEe4. La
APOEe3 es la mas prevalente y la APOEe2 es la menos prevalente en la poblacion
americana. Poseer un alelo ¢4 aumenta tres veces mas el riesgo de desarrollar la EA 'y
tener los dos alelos €4 incrementa de ocho a doce veces mas el riesgo de desarrollar la
EA comparado con el alelo €3. A diferencia de las mutaciones en la EA en su forma
familiar, el tener la mutacion APOEe4 no garantiza que un individuo desarrollara la EA
(Keene et al., 2018).

La hipertension, el tabaquismo, la obesidad, la dislipidemia y la diabetes se
reconocen como factores de riesgo para la EA porgque estas patologias cursan con
alteraciones en los vasos sanguineos que interfieren con el suministro sanguineo
fisiologico que se provee al cerebro propiciando hipometabolismo celular (Gaugler et al.,
2016; Gottesman RF, 2017). Sin embargo, son susceptibles de modificacién con el fin de

reducir el riesgo de demencia (Prince et al., 2015).

Asimismo, existen factores que se consideran protectores para el evitar el desarrollo
de la EA u otras demencias, como son: la actividad fisica, una dieta baja en grasas
saturadas, un mayor nivel educativo y el permanecer social y mentalmente activo
(Gaugler et al., 2016; Hamer M, 2009).



2.5El hipocampo

Es una de las estructuras mas estudiadas del cerebro, desde el reporte de caso del
paciente H.M (Henry Molaison) en el afio de 1957. El paciente H.M perdi6 la habilidad de
formar nuevas memorias declarativas después de la remocién quirdrgica de una region
temporal que involucré al hipocampo para tratar su epilepsia refractaria a tratamiento
médico (Squire, 2009). El caso H.M fue un antecedente al descubrimiento de la
potenciacion a largo plazo en el hipocampo y su relacion con la memoria de largo plazo,

asi como su relaciéon con la EA.

En roedores, el hipocampo es una estructura longitudinal en forma de “C” o cuerno
gue se encuentra debajo de la neocorteza elevandose desde el piso de cada ventriculo
lateral en la region cerebral temporal. Debido a su forma, el hipocampo debe su nombre

al vocablo griego irrékauTrog (iTrrog "caballo” + kauTTog "monstruo marino”).

La formacion hipocampal se compone de tres estructuras: El hipocampo
propiamente dicho, el giro dentado y el subiculum. A su vez, el hipocampo ha sido
denominado “Cuerno de Amén” (CA) por el neuroanatomista Lorente de NO, quien
subdividié esta estructura en 4 areas o campos: CAl, CA2, CA3 y CA4 (Figura 1). El
hipocampo se caracteriza por su morfologia trilaminar, donde una capa principal (células
piramidales) se encuentra entre las otras dos capas con celularidad escasa. En la
profundidad de la capa de células piramidales (CP) se encuentra el stratum oriens vy,
superficial a la CP se encuentra el stratum radiatum y el stratum lacunosum-moleculare.
La region CA3 tiene una capa adicional, el stratum lucidum, el cual se encuentra
superficial a la CP. A su vez, el giro dentado es una estructura trilaminar en forma de “V”
gue se subdivide en 3 capas: la capa granular, la capa polimorfica y la capa molecular
(Burwell y Agster, 2008).

Las principales poblaciones neuronales que se encuentran en la formacion
hipocampal son: las células piramidales (hipocampo), las células granulares (giro
dentado), las células musgosas (hilus) y diversas interneuronas GABAergicas, axo-

axonicas, en canasta, horizontales, trilaminar radiales, entre otras (Bello-Medina, 2011).



Un corte a lo largo del eje longitudinal hipocampal refleja el clasico “circuito
trisinaptico”, el cual establece que la corteza entorrinal provee la mayor aferencia al
hipocampo a través de sus proyecciones axonales denominadas la via perforante, la cual
desemboca en la region del giro dentado, entonces el giro dentado proyecta a la region
CA3 mediante las fibras musgosas, luego la regién CA3 envia sus fibras a la region CA1
a través de las fibras colaterales de Schaffer y finalmente, la region CAl proyecta de
regreso a la corteza entorrinal completando el circuito (Figura 1). La creencia de
unidireccionalidad de este circuito trisinaptico postulaba al hipocampo como una
estructura lamelar, organizada e independiente con diferentes médulos de procesamiento
de informacién a lo largo de su eje longitudinal. Sin embargo, la anatomia moderna
demuestra una amplia y compleja gama de conectividad a lo largo del eje longitudinal (o
septo temporal), mostrando por cortes transversales que el hipocampo no es
funcionalmente independiente, ya que tiene multiples circuitos de procesamiento y

retroalimentacion (Knierim, 2015).

Figura 1. Dibujo con camara lucida de un corte sagital del hipocampo dorsal con técnica de Golgi-Cox que
esquematiza el clasico circuito trisinaptico excitatorio hipocampal. Flecha roja: Via perforante, flecha verde:
fibras musgosas, flecha azul: colaterales de Schaffer, flecha amarilla: proyecciones de CAl a la CE. CA:
Cuerno de Amon, CE: Corteza entorrinal, GD: Giro dentado, Sub: Subiculum. Modificado de Larriva-Shad,
2014.



2.6Fisiopatologia de la EA

Si bien esta es una patologia que en la mayoria de los casos es considerada heterogénea
y de indole multifactorial, coincide a nivel histopatolégico con la progresion espacial y
temporal de depdésitos de placas del péptido BA, asi como de marafas neurofibrilares
causadas por la agregacion de la proteina tau (Figura 2). Esta enfermedad también se
asocia con una disfuncion sindptica, gliosis y muerte neuronal en regiones corticales, en
el hipocampo, en el estriado ventral y en el cerebro anterior basal (Selkoe y Hardy, 2016).
Macroscépicamente se observa una atrofia cerebral progresiva, bilateral y difusa (Figura
3) que comienza en la region temporal mesial para afectar después a las cortezas

temporal, parietal y frontal (Scahill et al.,2002).

A partir de estudios genéticos, bioquimicos y en modelos animales, se ha sugerido
gue el péptido BA es el agente causal de la EA y que el resto de los cambios presentados
son consecuencia de su aparicion, a esto se le ha denominado la “hipétesis de la cascada
amiloide” (Hardy y Higgins, 1992; Selkoe y Hardy, 2016). Se hipotetiza que la causa es
la escisidon incorrecta de este péptido a partir de la B y y secretasas que cortan en
fragmentos de 37-42 aminoacidos la PPA, por medio de la cual da inicio esta cascada
amiloidogénica, siendo la isoforma 40 la de mayor concentracion en las placas. Sin
embargo, se le atribuye mayor toxicidad a la isoforma 42. No obstante, se ha mencionado
un mayor dafio por parte de los oligémeros del péptido BA, aunque se presenten en menor
cantidad (Cline et al., 2018).

En las primeras descripciones histologicas realizadas por Braak y Braak en 1996,
se reportd la progresion del depoésito del péptido BA en 2,661 cerebros post-mortem.
Comunicaron 3 estadios de desarrollo gradual del depdsito cerebral del péptido de BA en
pacientes con la EA. En estos estadios se observan depdsitos de manera inicial en forma
de parches en la neocorteza y en areas poco mielinizadas como la regién entorrinal y
perirrinal (estadio A), cuando aumentan en nimero y se extienden en areas neocorticales
aledafas y en la formacién hipocampal se reconoce como el estadio By, si se distribuyen
en todas las cortezas y en areas mielinizadas se describe como el estadio C. Los estadios

B y C aumentan en proporcién directa conforme aumenta la edad.



De manera similar, Thal y cols, 2002 evidenciaron por histologia la expansion
progresiva del depdsito del péptido BA en cerebros de pacientes con la EA comparados
con pacientes sin demencia. Ellos describen 5 fases de depdsito y progresion de la EA:
en la fase 1 existen depositos de BA en la neocorteza; en la fase 2, sumado a la fase 1
se muestran depdsitos alocorticales; en la fase 3, sumado a la fase 2 hay depoésitos en
los nucleos diencefalicos y el ndcleo estriado; en la fase 4, sumado a la fase 3 los
depdsitos se encuentran en distintos nucleos del tallo cerebral (sustancia nigra y zona
reticular) y finalmente, en la fase 5, sumado a la fase 4 el péptido BA se encuentra en el
cerebelo y tallo cerebral (ndcleo pontino, locus coeruleus, nacleo central del rafe, nlcleo
reticulo-tegmental, nucleo parabraquial). Posteriormente, correlacionaron estos datos
con la aparicion de signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad. Concluyen que
la EA es una patologia en la cual los estadios 1-3 se manifiestan antes de presentar datos

clinicos de deterioro cognitivo.

Cabe anadir que la cantidad de las placas no se correlaciona con el desarrollo de
la enfermedad. Se ha descrito la presencia del depdsito del péptido BA afios antes de la
aparicion del deterioro cognitivo y, se tiene una mejor correlacion entre los agregados de
la proteina tau fosforilada con el grado de severidad de la enfermedad. Esta informacion
es congruente con el nuevo concepto de la EA preclinica (Dubois y Hampel, 2016;
Mosconi et al.,, 2006). Sin embargo, a este péptido en condiciones fisiologicas se le
atribuyen funciones reguladoras de la funcion sinaptica, de transporte neuronal
anterogrado y de exportador de hierro (Chen et al., 2017). Incluso se han encontrado
depdsitos de este péptido en forma de placas en cerebros de sujetos cognitivamente

sanos (Sepulcre et al, 2018).

También, en la EA se presenta hipometabolismo cerebral de la glucosa que se
observa por medio de PET-FDG en el hipocampo (Mosconi et al., 2005; Mosconi et al.,
2008), en el giro del cingulo, en el precineo (zona media de la corteza parietal superior),
en las cortezas frontal, occipital y en la temporoparietal (Langbaum et al., 2009), incluso
se ha relacionado el hipometabolismo cerebral con el grado de severidad de la

enfermedad (Alexander et al., 2002).
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Figura 2. Fotomicrografia de cerebro humano con enfermedad de Alzheimer después de una tincion de
Bielschowsky. En la region superior derecha se observa una placa extracelular (flecha negra) y en la region
inferior izquierda, marafias neurofibrilares intracelulares (flecha azul). Tomada de Keene et al., (2018).

Price et al., (2001), estudiaron en los cerebros de 29 pacientes post-mortem {4 sin
demencia, 4 con la EA asintoméatica (con datos anatomopatoldgicos de la EA pero sin
deterioro cognitivo clinico), 8 pacientes con EA leve y, 4 pacientes con EA severa}.
Evaluaron la perdida neuronal en la corteza entorrinal y en el CA1 del hipocampo.
Reportaron en los pacientes con la EA leve una disminucion de la capa dos de la corteza
entorrinal y del CA1 del hipocampo. Esta pérdida fue mayor en sujetos con la EA severa.
Concluyen que las manifestaciones clinicas de la EA solo aparecen cuando existe una

perdida neuronal significativa en la densidad neuronal en estas regiones.

Normal

Enfermedad de
Alzheimer

Figura 3. Imagenes macroscopicas de la atrofia cerebral observada en una persona sana y una persona
con la enfermedad de Alzheimer. Persona con cognicién integra (linea superior) A) Vista superior, B) Corte
coronal. Persona con enfermedad de Alzheimer (linea inferior) C) Vista superior, D) Corte coronal. Tomado
de Kandel y Schwartz, (2012).

10



Aunado a lo ya descrito, en afios recientes se ha hecho énfasis en nuevos
mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la EA. Ejemplo de ello son las
alteraciones encontradas a nivel mitocondrial, de estrés oxidativo, de neuroinflamacion y

de resistencia a la insulina.
2.6.1 Laresistencia alainsulinacomo causa probable de la EA

La insulina es una hormona polipeptidica producida en los islotes de las células beta
pancredticas, la cual se secreta al torrente sanguineo ante un aumento en los niveles
plasmaticos de glucosa (Olivares Reyes et al., 2008). Por muchos afios se asumio que la
insulina solo presentaba funciones metabdlicas periféricas y, se considerd al cerebro
como un 6rgano insensible a la insulina. El postulado inicial donde se comprobo la
importancia de la insulina a nivel cerebral fue a través de la regulacion ejercida en el
hipotalamo, descrita por Schwartz et al., 2000. Sin embargo, con el descubrimiento de la
presencia de la insulina y su receptor en diversas regiones cerebrales como en la corteza
y en el hipocampo, ha sido mas claro y aceptado el papel de las diversas funciones de la
insulina en el sistema nervioso central y su relacion con la cognicidon, motivacion,

alimentacion y metabolismo (Ferrario y Reagan, 2018).

A nivel cognitivo la insulina ejerce acciones en el hipocampo propiciando la
plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria a largo plazo (Grillo et al., 2015). El
efecto de la insulina sobre el aprendizaje y la memoria ha sido demostrado en pacientes
con diabetes tipo dos (DT2), quienes exhiben deficiencias en las funciones mentales
superiores como la memoria y la atenciéon comparados con sujetos sin la enfermedad
(Cerezo Huerta, et al., 2013).

Ante la presencia de diversas alteraciones metabdlicas sistémicas que pudieran
tener influencia en el deterioro de la memoria en los modelos animales de DT2, y ante la
falta de especificidad de estos modelos animales para modificar la via de sefializacion de
la insulina en una sola region cerebral, Grillo y colaboradores expusieron por medio de la
inyeccion de lentivirus anti Rl en el hipocampo de ratas Sprague Dawley de dos meses
de edad una escasez de los RI a nivel hipocampal y que la ausencia de este receptor en

el hipocampo produce deterioro en la memoria de largo plazo, no asi en el aprendizaje ni
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en la memoria a corto plazo. Los autores postulan que la activacion de la cascada de la
insulina facilita la plasticidad sinaptica al promover el trafico y la expresion a nivel
membranal de receptores de glutamato tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) y tipo AMPA
(acido-alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato), los cuales facilitan la entrada

de calcio a nivel celular y la potenciacién a largo plazo.

Por otra parte, evidencia reciente apoya el concepto del ECRI y del
hipometabolismo cerebral como probables factores involucrados en la patogénesis de la
EA (Chen y Zhong, 2013; De Felice y Lourenco, 2014; De la Monte y Wands, 2008)
(Figura 4) porque ha sido diagnosticado en cerebros post-mortem de pacientes con la EA
(Stanley et al., 2016). El ECRI se caracteriza por una disminucién en la respuesta de la
sefalizacion de la insulina cerebral a partir del RI. EI ECRI lleva a la neurodegeneracion
y deterioro cognitivo en los modelos animales de neurodegeneracion tipo EA esporadica
(Lester-coll et al., 2006).

Mientras que el ECRI puede ser detectado solo post-mortem, lo cual no aporta
evidencia para conocer el inicio de esta alteracion, los estudios de imagen por medio de
PET-FDG han permitido la visualizacién in vivo a lo largo del tiempo de la disfuncion del
metabolismo cerebral de glucosa en pacientes con factores de riesgo para la EA o con la
EA diagnosticada (Alexander et al., 2002; Braskie y Thompson, 2013). Willette et al.,
2015, demostraron por medio de PET-FDG, en adultos mayores sanos con factores de
riesgo para la EA, que existe una correlacion inversa entre la resistencia a la insulina
medida por el indice HOMA-IR y el metabolismo de glucosa cerebral a nivel del I16bulo
temporal medial izquierdo. También, el grupo de Baker et al., 2011, ha demostrado por
medio de PET-FDG, en pacientes prediabéticos o con DT2 sin la EA establecida, que la
resistencia la insulina puede ser un marcador de riesgo para la EA y que se encuentra
asociada con una disminucion del consumo de glucosa cerebral en regiones frontales,
temporales, parietales y cinguladas. Esta disfuncién en la glucosa cerebral también ha
sido encontrada en las cortezas (temporo-parietal, frontal, entorrinal) y en el hipocampo
(Mosconi et al., 2005).

El ECRI representa una desregulacién metabdlica confinada al cerebro, asociado
con estrés oxidativo y neuroinflamacion, el cual puede o no estar acompafiado de
12



alteraciones en la homeostasis metabdlica sistémica, ya que la DT2 es considerada un
factor de riesgo para el desarrollo de la EA (Ott et al., 1999). Sin embargo, la DT2 y los
cambios metabdlicos sistémicos que esta genera no son causa necesaria para el
desarrollo de la EA, ya que no todos los pacientes con DT2 desarrollaran la EA, ni todos
los pacientes con la EA presentan DT2. Ademas, la EA no se ha asociado con
hiperglucemia sistémica (Bldzquez y Velazquez, 2014), por lo cual un modelo sistémico
de DT2, aunque sea capaz de imitar las caracteristicas de deterioro del aprendizaje y la
memoria, todavia no es viable para ser usado como modelo de estudio de la EA. Si bien
esta documentada la asociacion epidemiolégica entre la DT2 y la EA, los mecanismos
gue las relacionan aun no estan del todo esclarecidos porque estudios que incluyen
necropsias de pacientes con DT2 y deterioro cognitivo diagnostican como causante del
deterioro cognitivo a la patologia vascular cerebral (microinfartos e infartos lacunares)
mas que a los cambios clasicos de la EA (depdsito del pepetido BA y maraias
neurofibrilares) (Abner etal.,, 2016; Arvanitakis etal., 2006). No obstante, el
procesamiento de la insulina y el metabolismo de la glucosa cerebral esta alterado desde
estadios preclinicos de la EA por lo cual puede haber un traslape entre los mecanismos
celulares de la DT2 y la EA (Chornenkyy et al., 2019).

Por estos antecedentes se le ha denominado “diabetes tipo 3” a la EA porque la
cantidad total de insulina cerebral no es suficiente para producir una respuesta normal en
el cerebro y/o el RI no es capaz de responder ante la insulina (Figura 4). Ademas, en la
EA las concentraciones del receptor de insulina se encuentran disminuidas (Liao et al.,
2015).

3. VIA DE SENALIZACION DE LA INSULINA

De manera normal los RIs y los componentes de su via de sefializacion estan presentes
de forma activa en varias areas del cerebro incluyendo el hipocampo, en esta region su
funcién principal radica en favorecer la plasticidad sinaptica (Liao et al., 2015), sin dejar
de lado sus funciones metabdlicas. De forma general, la insulina se une a su receptor de
superficie celular, el RI, el cual es un heterotetramero compuesto por dos subunidades a
y dos subunidades B unidas por puentes disulfuro que presenta actividad intrinseca de
tirosina cinasa. La unién de la insulina con las subunidades a del Rl desencadena su
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autofosforilaciéon en las subunidades B, lo cual lleva a una serie de eventos de
fosforilacién/desfosforilacion de diversas cinasas tipo serina/treonina y tirosina las cuales
son encargadas de transmitir las cascadas de sefializacion para la regulacion de eventos
intracelulares (Olivares y Arellano, 2008). Dos vias principales de transduccion son
activadas por accién de la insulina: la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP
cinasas) la cual se relaciona con la expresion de genes, proliferacién, diferenciacion y
crecimiento celular y, la via del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) la cual se relaciona con
la regulacion de diversos procesos metabdlicos incluyendo el transporte de glucosa,
glucogénesis, adipogénesis y sintesis de proteinas (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017, Figura
4).

Para la via de las MAP cinasas, su cascada inicia posterior a la fosforilacion de
residuos de tirosina del RI, luego se promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual
une al complejo Grb2/ SOS; SOS es un factor capaz de activar a Ras. La activacion de
Ras (GTP-Ras) inicia el encendido de la cascada de las MAP cinasas. GTP-Ras se une
y activa a Raf-1 que subsecuentemente lleva a la fosforilacidon y activacion de la via, que
involucra el reclutamiento y activacion de MEK (cinasa de MAP cinasa) y de las ERK1

(cinasa regulada extracelularmente 1) y ERK2 (Olivares y Arellano, 2008, Figura 4).

Para la via del PI3K, su sefalizacion inicia una vez que el RI esta activo y
autofosforilado, el cual interacciona con el sustrato del receptor de insulina (SRI, 1 a 4
isoformas, Cheng et al., 2010) y los fosforila, estos se convierten en sitios de unién y
activacion de proteinas, muchas de las cuales funcionan como proteinas adaptadoras,
como es el caso de PI3K. La interaccion entre ambas proteinas provoca cambios
alostéricos dando por resultado la activacion de la subunidad catalitica de PISK (Cheng
et al., 2010). A consecuencia de ello, PI3K se localiza cerca de la membrana plasmatica
en donde tiene acceso a sus sustratos Pl4-P (fosfatidilinositol 4-fosfato) y Pl4,5-P2
(fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), los cuales son fosforilados generando los productos PIP2
(P13,4-bisfosfato) y PIP3 (P13,4,5- trisfosfato). EI PIP3 sirve como sitio de union para
cinasas como PDK1 (cinasa dependiente de fosfoinositidos-1), y Akt o proteina cinasa B
(PKB). En el caso de la cinasa Akt, después de su reclutamiento a la membrana

plasmatica es fosforilada para que se active completamente. La enzima Akt regula varios
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de los efectos metabdlicos de la insulina a través de la fosforilacion de diversos sustratos
que propagan la respuesta de la insulina, incluyendo a la glucégeno sintasa cinasa 3
(GSK3), a la proteina de union al elemento de respuesta al AMP ciclico (factor de
transcripcion CREB) y a la molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR), entre
otras (Olivares y Arellano, 2008, Figura 4).

Aunque la fosforilacion de tirosina del SRI-1 genera la sefial de insulina, SRI-1 es
fosforilado en sus residuos de serina y treonina antes, durante y después de la
estimulacion a insulina (Copps y White, 2012). Hay estudios que se han centrado en los
residuos de serina/treonina como un mecanismo general que modula la sefializacion de
insulina (Copps y White, 2012). Estas investigaciones dan evidencia de un proceso
altamente regulado que puede modular la sensibilidad a insulina o contribuir a su
resistencia (Copps y White, 2012; Samuel y Shulman, 2012). Sin embargo, el
conocimiento sobre los mecanismos de regulacion de estos residuos continua incompleto
por el gran numero de residuos de serina/treonina del SRI-1 encontrados. Se han
identificado mas de 50 residuos del SRI-1 pSerina/pTreonina de los cuales solo algunos
han sido estudiados y se ha sugerido que el pSer307 es un blanco principal de la cinasa
c-Jun N terminal (JNK), la cual parece impedir la interaccion entre el Rl activado y el SRI-
1 (relacion RI/SRI-1) (Hanc y Qiu, 2014). Asi, el pSer307 ha sido investigado de manera
amplia ya que ha sido asociado con la resistencia a la insulina bajo condiciones
patolégicas incluyendo la obesidad, la desregulaciéon neuronal y la EA (Hancger et al.,
2014; Hirosumi et al., 2002).

También se ha demostrado que los oligdmeros de BA promueven la activacion
aberrante del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-alfa)/JNK e inhibicion del SRI-1 en
cultivos neuronales hipocampales (Ma et al., 2009), asi como la elevacion del SRI-1
pSer307 y la activacion de JNK en pacientes post-mortem de la EA expuestos a los

oligdbmeros de BA (Bomfim y Ferreira, 2012, Figura 4).
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Abreviaturas: Akt: Proteina cinasa B, CREB: Proteina de unién al
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extracelularmente, GSK3[: Glucogeno sintasa cinasa 3 beta, JNK:
Cinasa c-Jun N-terminal, MEK: Cinasa de MAP cinasa, mTOR:
Molécula blanco de la rapamicina en mamiferos, PDK1: Cinasa
dependiente de fosfoinositidos-1, PI3K: Cinasa 3 de fosfoinositol,

Figura 4. Via de sefializacion de la
insulina. En situaciones
fisiologicas, el RI se encuentra en
la membrana celular, permitiendo
el ingreso de la insulina (triangulos
azules) a la célula. Posteriormente,
el Rl promueve la asociacion de
Shc, la cual une el complejo de
Grb2/SOS, SOS a su vez activa a
Ras (Ras-GTP) y asi inicia el
encendido de la cascada de las
MAP cinasas. Por otro lado, el RI
también fosforila el SRI, lo cual
activa la via de PI3K y como
consecuencia fosforila a sus
sustratos, resultando PIP2 y PIP3.
PIP3 sirve de union para cinasas
como PDK y Akt, esta Ultima regula
varios de los efectos metabolicos
de la insulina a través de la
fosforilacién de diversos sustratos
que propagan la respuesta de la
insulina. Por otra parte, la enzima
degradadora de insulina (EDI)
(figura naranja) degrada la insulina
en el espacio extracelular, asi
como a los oligbmeros de BA
(circulos amarillos). En la diabetes
tipo 3 el SRI sufre
fosforilaciones/desfosforilaciones
de forma andémala en sus residuos
de Ser/Tre, ademas existe una
desensibilizacion del RI ante la
insulina, produciendo una
hiperinsulinemia, por lo que la EDI
al tener mayor afinidad por la
insulina, la degrada y permite la
acumulacion de los oligbmeros de
BA. La acumulacion del péptido BA
desencadena la produccion de
TNF-a y JNK, lo cual fosforila
anormalmente al SRI, alterando la
sefializacion de la insulina,
permitiendo la activaciéon de
GSK3p, este ultimo activa la pTau,
la cual es el responsable de las
marafias neurofibrilares. Esto lleva
al establecimiento de la EA.
Modificado de Olivares y Arellano,
(2008) y De Felice, (2014).

Figura 4. Via de sefializacion de la

PIP2 (PI3,4-bisfosfato), PIP3 (PI3,4,5- trisfosfato), pSer/Tre: Residuos fosforilados de Serina/Treonina,
pTau: Proteina Tau fosforilada, RI: Receptor de insulina, SRI: Sustrato del receptor de insulina, TNF- a:

Factor de necrosis tumoral alfa, BA: Beta amiloide.
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Entonces, los defectos de la cascada de la insulina a nivel cerebral pueden dar
origen a una disfuncién sinéptica y deterioro de la memoria como los caracteristicos en
la EA (Liao et al., 2015). Sin embargo, el cémo los oligobmeros y el péptido BA pueden
causar resistencia a la insulina a nivel cerebral y eventualmente desencadenar la EA ha
permanecido como una pregunta fundamental que continua sin tener respuesta. Sin
embargo, a partir de los resultados de diversos estudios, Liao y Xu, 2015 proponen dos
hipotesis acerca de esto:

1.- Oligbmeros extracelulares: De Felice et al., (2009) demostraron que al administrar
oligbmeros de BA en cultivos de células hipocampales, estos se unen a los sitios de
sinapsis en las dendritas de neuronas hipocampales, causando la remocion e
internalizacion de los receptores de insulina de las dendritas neuronales a las 3 horas y,
a las 24 horas, la pérdida de las espinas dendriticas. La administracion de insulina
exdgena previno estos efectos. También, ellos reportaron por el mismo método que la
activacion de la cascada de la insulina promueve cambios aun no descritos sobre la
membrana celular que impiden la union de los oligobmeros de BA sobre las dendritas
neuronales. Por lo cual, los oligdbmeros de BA regulan a la baja el RI, inhiben la
sefalizacion de la insulina y por ende impiden tambien la potenciacion a largo plazo y la
consolidacion de la memoria al evitar la expresion de receptores glutamatérgicos en la

membrana celular (Townsend, et al., 2007).

2.- Proteina BA intracelular: La via Akt modela las respuestas celulares de sefalizacion
metabdlica y regula funciones homeostaticas (Broughton y Partridge, 2009). Se ha
demostrado que la fosforilacion y activacion de la Akt se ve reducida en tejidos cerebrales
con la EA comparado con controles. El mecanismo de accion propuesto para esto es que
el péptido BA intracelular inhibe la senalizacion del RI al interferir en la asociacion entre
PDK y Akt, evitando los efectos neuroprotectores de la insulina (De Felice y Lourenco,
2014; Hoyer, 2003).

Ambas teorias podrian ser probables con la realidad biolégica, ya que ambos
objetivos son relevantes para la EA y tanto el péptido BA como los oligdbmeros de BA
podrian actuar tanto intracelular como extracelularmente para promover una disfuncién
de la cascada de la insulina (De Felice y Lourenco, 2014).
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Todavia no es claro cual es el evento inicial en estas teorias, el péptido BA o los
oligomeros de BA. Ademas, el procesamiento de la PPA y el metabolismo del péptido BA
también se encuentra regulado por la enzima degradadora de insulina (EDI), la cual es
una proteasa que degrada al péptido BA y la insulina en el cerebro (Kochkina y Plesneva,
2015).

Entonces, aunque no esté bien descrita ni comprendida, la disfuncién cerebral de
glucosa parece ser mas la causa que la consecuencia de la neurodegeneracion

encontrada en la EA esporéadica.

La naturaleza especifica de la EA y su amplia fase presintomatica no permiten el
estudio del inicio preciso del ECRI ni del hipometabolismo cerebral durante el tiempo de
vida de los pacientes con EA, por lo que los modelos animales con la enfermedad tipo

Alzheimer esporadico son usados para vislumbrar este problema.
4. MODELOS ANIMALES DE LA EA

Ningun modelo animal reproduce en su totalidad los cambios cognitivos, bioquimicos e
histopatoldgicos especificos de los pacientes con la EA sin embargo, la investigacion en
los modelos permitira estudiar aspectos especificos de la EA. Los modelos animales de

la EA se dividen en tres categorias:

1.- Naturales: Animales como los chimpanceés, perros y delfines que desarrollan rasgos
fisiopatoldgicos de la EA de manera natural por el envejecimiento sin embargo, es dificil
un estudio a largo plazo por la longevidad de estos organismos (Li, 2013; Palacios y
Braidy, 2012).

2.- Transgénicos: Existen alrededor de 160 modelos para el estudio de la EA los cuales
expresan mutaciones genéticas (Research Models, s/f.), desde roedores, pez cebra,
Drosophila melanogaster y levaduras, entre otros (Li, 2013). Dentro de este grupo el
modelo murino 3xTg es de los ratones transgénicos que cuentan con una mejor
descripcion y caracterizacion de los diversos acontecimientos estructurales y
conductuales de la EA y sobre el cual se han sentado la mayoria de las bases para los

estudios de investigacion de nuevos tratamientos farmacoldgicos para la EA (Oddo et al.,
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2003; Sterniczuk et al., 2010a; Sterniczuk et al., 2010b). Este grupo de modelos ha sido

propuesto para estudiar la EA en su variante genética.

3.- Inducidos: Con el avance de la ciencia, se ha comprobado que existen diversos
agentes que provocan efectos deletéreos que repercuten en la cognicion, en la estructura
cerebral, en los sistemas colinérgicos, en la neuroinflamacion y en el estrés oxidativo que
imitan de forma similar las alteraciones encontradas en la EA, ejemplo de ello son los
modelos inyectados como, el péptido BA (Kimy Lee, 2016), los iones metalicos o la STZ
(Li, 2013), asi como otros modelos inducidos como, la bulbectomia olfatoria o los modelos
de senescencia acelerada. Estos grupos de modelos han sido propuestos para estudiar

la EA en su variante esporadica.

Dada la alta prevalencia de la EA en su variante esporadica (99%) comparada con
la variante genética (1%), son prioritarios los estudios que cumplan los requisitos
necesarios para estudiar los cambios encontrados en la variante esporadica de la EA. El
estudio de estos modelos esporadicos es una prioridad para el desarrollo de
conocimiento fundamental sobre el proceso de neurodegeneracion de la EA esporadica.
Ademas esto cobra relevancia porque crea las bases para la elaboracion y utilizacion de
modelos de la EA para futuros estudios preclinicos con agentes farmacolégicos para el

tratamiento de la EA esporéadica (Gulyaeva et al., 2017).
5. ESTREPTOZOTOCINA

La STZ es un farmaco creado a finales de los afios 50 a partir de Streptomyces
achromogenes (Szkudelski, 2001).Su primer uso fue como antibiético, después como
anticancerigeno y en los Ultimos afios Unicamente es utilizado en modelos de
investigacion para el desarrollo de diabetes tipo 1 (DT1), siendo de uso mas reciente para

el desarrollo de neurodegeneracion tipo Alzheimer de manera esporadica (Grieb, 2016).

La primera descripcion de la STZ como modelo para la EA fue dada por el profesor
Siegfried Hoyer en el afio de 1995, al notar que a los animales a los que se les
administraba STZ para inducir diabetes también presentaban deterioro cognitivo que no

aparecia con otros farmacos causantes de diabetes. Por esto, el profesor Hoyer decidio
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administrar la STZ de manera icv en una dosis sub diabetogénica (3 mg/kg) y describir

sus efectos (Muller et al., 1995).

La estructura de la STZ consiste en una molécula de glucosa unida a un grupo
nitrosurea. Por su alta toxicidad solo se indica en seres humanos como tratamiento de
segunda o tercera linea ante tumores neuroendocrinos pancreaticos. Por via sistémica,
tiene una vida media < 1 hora, se distribuye en células beta pancreéticas, rifion e higado,
presenta un metabolismo hepatico y una excrecion renal. Ante su administracién via
intraperitoneal, al cerebro no se ve afectado por efecto directo de la STZ porque no cruza
la barrera hematoencefalica por falta de transportadores de glucosa tipo 2 (GLUT-2) a
este nivel sin embargo, no se descarta una afectacion cerebral causada de manera
indirecta por los dafos sistémicos ocasionados por este farmaco (Grieb, 2016). La STZ
se une a los GLUT-2, los cuales a nivel sisttmico se encuentran en pancreas, rifion,
higado y médula 6sea, de ahi radica la diversidad de los efectos adversos. A nivel del
sistema nervioso central, se ha descrito la presencia de GLUT-2 en las neuronas de la
capa granular del giro dentado, del nucleo endopiriforme dorsal, del globo palido interno,
del nucleo hipotalamico arcuato y paraventricular, de la medula oblongada dorsomedial,
del estriado ventral, del nucleo amigdalino medial y dorsal, del nucleo del tracto solitario,
de la formacion reticular ventral, del nucleo del lecho de la estria terminal, del nucleo
supraquiasmatico, del area retroquiasmatica del hipotalamo, del nucleo talamico
paraventricular y nucleo habenular, del complejo olivar inferior, de los nucleos del rafé,
de las cortezas temporales, perirrinales y en el hipocampo; mientras que en los astrocitos
el GLUT-2 se encuentra en la neocorteza y en el hipocampo dorsal (Arluison et al., 2004;
Leloup et al., 1994). La STZ al internalizarse en la célula produce la metilacién del ADN,

promoviendo la apoptosis celular (Knezovic et al., 2017)

A partir del 2012 la popularidad del farmaco crecié dentro del campo de la
investigacion basica para ser un modelo de neurodegeneracion tipo EA en su variante
esporadica. Por presentar deterioro en la memoria y aspectos patolégicos similares a los
presentes en la EA se le ha dado preferencia para estudiar nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento de la EA (Knezovic et al., 2013). También, destaca la

utilizacién del modelo para el estudio de la diabetes tipo 3.
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Por otra parte, Knezovic y colaboradores en 2015, caracterizaron la administracion
icv de STZ en ratas Wistar macho de 3 meses de edad con diferentes dosis (0.3 mg/kg,
1 mg/kg, 3 mg/kg) durante un periodo de 9 meses. Encontraron deterioro de la memoria
espacial en el LAM a partir del primer mes posterior a la inyeccion con STZ. Este déficit
fue dependiente de la dosis y del tiempo porque existié una recuperaciéon desde el primer
al tercer mesy, es a partir de este Ultimo mes que los cambios se hacen cronicos, excepto
con la dosis de 0.3 mg/kg donde este déficit fue reversible. Ademas, demostraron la
fosforilacién de la proteina tau y el depdsito de placas de péptido BA a partir del primery

del tercer mes, respectivamente, en la neocorteza y en el hipocampo.

En los estudios de Osmanovic Barilar et al., (2014) emplearon ratas Wistar macho
de 3-4 meses de edad tratadas con STZ icv (3 mg/kg) y midieron por RT-PCR y Western
blot a los 0.5, 1, 3, 6 y 9 meses después de la administracion de STZ la expresion del
MRNA y de proteinas involucradas en la sefalizacion de la insulina, como: el RI, la EDI
y la insulina en el hipocampo. Demostraron en los animales lo siguiente: aumento en la
expresion del mMRNA del Rl después de 15 dias con un consiguiente decremento al mes,
gue se mantuvo hasta los nueve meses; mientras que la proteina del Rl se encontré
disminuida en el primer, tercer y sexto mes, sin cambios significativos en el noveno mes.
El mRNA de la insulina permanecio sin cambios durante dos semanas, pero de los 3 a
los 9 meses posteriores a la administracion de STZ existio un decremento permanente,
cabe aclarar que no se evalud la proteina de la insulina, pero los autores sugieren un
comportamiento similar al de su mMRNA. El mRNA de la EDI presenté un incremento
durante las primeras dos semanas y, empezé a disminuir durante 3, 6 y 9 meses
comparado con el grupo control; mientras que la proteina total de la EDI se encontré
disminuida a partir del primer mes comparado con el grupo control y permanecio
disminuida durante el resto del experimento. Los autores concluyen que la expresion del
MRNA del RI se afecta antes que la proteina del RI como resultado de una respuesta
aguda ante la administracién de STZ icv. En cuanto a los resultados de la EDI, concluyen
gue puede ser causados por una disminucién de la estabilidad o aumento en la
degradacion de esta enzima, dado que los niveles de proteina no se asociaron con los
del mRNA.

21



Aunque se ha argumentado el dafio directo en el RI por la STZ, esta Ultima entra
a la célula como un sustrato para el GLUT-2, el cual se encuentra en altas cantidades a
nivel pancreatico, pero en menor cantidad en cerebro. EIl GLUT-2 a nivel cerebral se ve
implicado en el transporte e internalizaciéon de la glucosa. Loncar et al.,, (2017)
determinaron los cambios en la relacion RI/GLUT-2 una hora después de una inyeccion
de STZ (1.5 mg/kg) icv, en sus resultados encontraron un incremento de la expresion del
GLUT-2 y decremento de la expresion del Rl en areas cercanas a la inyeccion
(hipocampo) y en estructuras paralelas a la direccion del flujo del liquido cefalorraquideo.
La respuesta del aumento de GLUT-2 ante la administracion de STZ, contrario a lo
descrito en el pancreas, se la atribuyen a la respuesta y al ajuste metabdlico que una
célula puede realizar en una etapa tan aguda (< 1 h) ante un estimulo nocivo como lo es
la STZ, sin embargo, puede que esta respuesta se pierda en el tiempo. Concluyen que
estos hallazgos apoyan la teoria que el Rl y la alteracidon en su cascada puede ser
afectada por la STZ desde un mecanismo intracelular y no uno extracelular, por lo cual
los cambios en el Rl y su cascada son consecuencia de la union entre la STZ con su
blanco farmacologico (el GLUT-2) en la misma célula, relacidbn que necesita ser

explorada.

Por ultimo, Zappa Villar et al., 2018, reportaron en ratas Sprague Dawley de 3
meses con STZ icv, a una dosis de 3 mg/kg, una disminucién en el CA3 del arbol
dendritico de los astrocitos y en CA1, una reduccion en el volumen del stratum radiatum
y menor densidad neuronal comparado con los controles. A la fecha este es el Unico

reporte con STZ icv que describe resultados por regiones y estratos hipocampales.

Mientras que los argumentos postulados arriba tratan sobre la pura caracterizacion
de la STZ icv y sus efectos de neurodegeneracion tipo EA esporadica, la mayoria de la
caracterizacion publicada sobre este modelo se ha dado al introducir un farmaco o
compuesto con el efecto contrario de por medio, esta es una de las razones por las cuales
el modelo solo ha sido caracterizado de forma descriptiva, sin involucrase en los
mecanismos del porque se modifica la memoria, el estrés oxidativo, la neuroinflamacion
o la cascada de insulina, todos factores implicados en la EA. Ademas, la mayoria de estas

investigaciones son realizadas en ratas con resultados no coincidentes entre autores
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referente a los hallazgos en la memoria espacial, presencia del péptido BA y alteraciones
de la cascada de insulina en periodos de tiempo determinados (15 y 30 dias los periodos
mas estudiados). Asimismo, son pocos los estudios que involucran ratones. Por otra
parte, aunque ya existen reportes con metodologia diferente donde explican la relacion
de la cascada de la insulina con la plasticidad sindptica, al ser este un modelo de
neurodegeneracion tipo EA esporadica donde su mayor ventaja recae en el estudio de la
resistencia a la insulina, realmente no existe informacion que interprete en este modelo
la relacion entre las modificaciones en la cascada de la insulina con el deterioro en la
memoria. Finalmente, la mayor parte de la caracterizacion de este modelo ha sido
mediante la técnica de Western blot en el hipocampo, aunque es util para explicar los
cambios encontrados en la totalidad del hipocampo, son escasos los estudios que vayan
mas alla a desglosar los hallazgos por medio del estudio de las regiones hipocampales o

incluso por estratos. Por estas razones es que se propone este proyecto.
6. JUSTIFICACION

Dado que se ha demostrado una asociacion entre la resistencia a la insulina y la EA,
estudiar los mecanismos celulares involucrados en esta relacion en los seres humanos
durante etapas tempranas de la patologia es un reto para la investigacion. Por lo que son
necesarias aproximaciones experimentales con el uso de modelos animales que puedan
simular estas alteraciones. Caracterizar de forma temprana (15 y 30 dias) el modelo de
administracion icv de STZ para generar neurodegeneracion tipo EA, permitira saber si
presenta depdsito del péptido BA; de la misma forma permitird conocer si existen
modificaciones en los elementos de la via de sefializacion de la insulina como el Rl y el
pSRI-1 (Ser307) en el CA1 y el CA3 del hipocampo dorsal, asi como su conducta en
pruebas de memoria espacial. Solo caracterizando este modelo es que podra utilizarse

en estudios posteriores para probar tratamientos contra la EA.
7. PREGUNTA DE INVESTIGACION

En el modelo de STZ icv para generar neurodegeneracion tipo EA, ¢Cual es el impacto
a los 15 y 30 dias sobre 1) la glucosa en sangre 2) la memoria espacial, 3) el depdésito

del péptido de BAy 4) los receptores de insulina en el CA1 y CA3 del hipocampo dorsal?
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8. HIPOTESIS

» Se mantendran euglucémicos los ratones a los cuales se les administre STZ.

= Existir4 deterioro en el aprendizaje espacial a los 15 dias en los ratones a los
cuales se les administre STZ.

= Existir4 deterioro en la memoria espacial a los 15 dias en los ratones a los cuales
se les administre STZ.

= Existir4 deterioro en el aprendizaje espacial a los 30 dias en los ratones a los
cuales se les administre STZ.

= Existir4 deterioro en la memoria espacial a los 30 dias en los ratones a los cuales
se les administre STZ.

= Habra una disminucién en el receptor a insulina a los 15 dias en el CAl del
hipocampo dorsal de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra una disminucién en el receptor a insulina a los 30 dias en el CAl del
hipocampo dorsal de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra una disminucién en el receptor a insulina a los 15 dias en el CA3 del
hipocampo dorsal de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra una disminucion en el receptor a insulina a los 30 dias en el CA3 del
hipocampo dorsal de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra un aumento del pSRI-1 Ser307 a los 15 dias en el CA1 del hipocampo dorsal
de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra un aumento del pSRI-1 Ser307 a los 30 dias en el CA1 del hipocampo dorsal
de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra un aumento del pSRI-1 Ser307 a los 15 dias en el CA3 del hipocampo dorsal
de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Habra un aumento del pSRI-1 Ser307 a los 30 dias en el CA3 del hipocampo dorsal
de ratones a los cuales se les administre STZ.

= Estara presente el péptido BA a los 15 dias en el CA3 del hipocampo dorsal de
ratones a los cuales se les administre STZ.

= Estara presente el péptido BA a los 30 dias en el CA3 del hipocampo dorsal de

ratones a los cuales se les administre STZ.
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9. OBJETIVO GENERAL

Establecer si existe deterioro en el aprendizaje y en la memoria espacial por medio de la
tarea del LAM, asi como valorar la presencia del péptido de BA en el hipocampo dorsal y
la expresion del Rl y del pSRI-1 (Ser307) en el CA1 y CA3 del hipocampo dorsal de
ratones a los 15 y 30 dias posteriores a la inyeccidn de estreptozotocina.

10.OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Valorar si existe deterioro en el aprendizaje y en la memoria espacial en la tarea
del laberinto acuético de Morris a los 15 y 30 dias post-STZ icv.

= Determinar si existen alteraciones en la glucemia de los animales a los 15y 30
dias post-STZ icv.

= Evaluar en el CA1l y CA3 del hipocampo dorsal de los ratones, a los 15 y 30 dias
post-STZ icv, la presencia del péptido BA y la existencia de alteraciones en la
expresion del Rl y del pSRI-1 (Ser307).

11.SUJETOS, MATERIAL Y METODO

11.1 Sujetos

Se utilizaron ratones de la cepa CD1 machos de 10 semanas de edad, los cuales se
dividieron de manera aleatoria de acuerdo a grupo y camada en cajas de 5 animales, se
alojaron en un cuarto con ciclo de luz invertida (12-12, iniciando a las 8:00h), con
temperatura de 21+ 2 °C, alimentados con dieta de Labdiet Formula 5008 y agua
purificada ad libitum, acorde a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-
Z00-1999. Los animales permanecieron 7 dias en ese cuarto antes de iniciar la fase
experimental.

Tabla 1.Se muestra la distribucién conductual e histolégica de los animales por grupo y por condiciéon

experimental. RI: Receptor de insulina, pSRI-1 (Ser307): Sustrato del receptor de insulina 1 fosforilado en
el residuo de serina 307, LCRa: Liquido cefalorraquideo artificial, STZ: Estreptozotocina.

Distribucion Conductual Histoldgica (RI) H|stozgge|r%%7(§))SRl—l
Grupo Vehiculo Experimental Vehiculo Experimental Vehiculo Experimental
15 dias LCRa (n= 10) STZ (n=7) LCRa (n=4) STZ (n=4) LCRa (n=4) STZ (n=5)
30 dias LCRa (n=8) STZ (n=8) LCRa (n=4) STZ (n=4) LCRa (n=5) STZ (n=5)
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11.2 Cirugia estereotaxica

Para producir el modelo de STZ icv para generar neurodegeneracion tipo EA, en cada
animal se realizaron dos cirugias estereotéxicas en los ventriculos laterales diferidas por
48 horas (DeVos y Miller, 2013). Las coordenadas estereotaxicas para las cirugias fueron
(AP: +0.3 mm, ML: £ 1.0 mm, DV: +3.0 mm) (DeVos y Miller, 2013).

Primero, los ratones fueron anestesiados con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (20
mg/kg) via intraperitoneal (Pefia et al., 2010). Después, en el cerebro se llevo a cabo la
primera cirugia en el ventriculo lateral derecho y 48 h después en el ventriculo
contralateral. En cada cirugia los animales se fijaron en un aparato estereotaxico y se les
realizd una incision sagital en el dorso de la cabeza, desde la region prefrontal hasta
lambda, luego realizando antisepsia de la region se ubicé bregma, y con una jeringa
Hamilton de 10 pl de calibre 26 y diametro externo de 0.47 mm, se administro icv el liquido
cefalorraquideo artificial (LCR artificial, NaCl 119 mM, Glu 30 mM, NaHCO3 25 mM, KCI
3 mM, MgCl; 2.5 mM, CaCl; 1.5 mM, gaseado con carbégeno (95% O3, 5% CO) pH 7.4)
(Ordaz et al., 2010) para el grupo vehiculo (VEH) o bien, LCR artificial mas
estreptozotocina a una dosis de 3 mg/kg para el grupo estreptozotocina (STZ, Mehla et
al., 2013). El volumen del LCR artificial inyectado fue con base en el peso corporal del
animal, con un volumen de 5 pl (administrado en 3 min) de LCR artificial por cada 40 gr
de peso corporal (Biasibetti et al., 2017). Posteriormente se realizé antisepsia de la zona
y se suturd con hilo seda 3-0. Finalmente, los animales se vigilaron y colocaron cerca de

un calefactor hasta su recuperacion.
11.3 Laberinto Acuatico de Morris (LAM)

Se evaluo el aprendizaje y la memoria espacial de los ratones a los 15y 30 dias después
de la segunda administracion de LCR artificial o STZ (ver distribucion de los grupos en la
Tabla 1) en el LAM (Puzzo et al., 2014). La tarea se realizé en un tanque circular de 100
centimetros de diametro con fondo negro, con el agua tefiida con anilina negra y con una
plataforma de acrilico negra (8x8x15 cm) localizada en el centro de un cuadrante

designado y sumergida 0.5 cm bajo el agua. El tanque se encontrdé en un cuarto de luz
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blanca a 15 luxes, a 21°C y con 8 pistas espaciales colcoadas en las paredes las cuales

se mantuvieron en el mismo lugar durante todos los ensayos.

Se realizaron 3 sesiones de manipulacion previas al entrenamiento con duracion
de 3 minutos cada una. Cada sesion inicié realizando un acercamiento suave hacia el
animal y tomandolo de la base de la cola se coloc6 sobre la mano ahuecada del
experimentador permitiendo al animal caminar libremente. Posteriormente, con la mano
contralateral se cubri6 la mano donde se encontraba el animal formando una esfera con
las dos manos donde el ratén se encontraba dentro. Luego, se acaricio al animal en forma
circular sin ejercer presion. Este mismo procedimiento se repitié con unatoalla seca hasta

completar los 3 minutos.

Veinticuatro horas después se realiz0 la sesion de entrenamiento que consistio en
4 ensayos diarios durante 4 dias consecutivos. Cada ensayo consistio en introducir al
animal en el tanque desde uno de los 4 diferentes puntos de liberacion alrededor del
tanque (norte, sur, este y oeste), los cuales fueron constantes para todos los animales en
cada ensayo (Gomez-Padilla y Bello-Medina, 2019) (Figura 5). En el primer dia de
entrenamiento y antes de iniciar los ensayos, cada animal fue colocado una sola vez
sobre la plataforma durante 20 segundos con el fin de que la conociera. Posteriormente,
en cada ensayo al animal le fue permitido nadar por un maximo de 60 segundos y le fue
permitido permanecer en la plataforma por 20 segundos, después de cumplido el tiempo,
el animal fue puesto sobre una toalla y en la caja de espera hasta su siguiente ensayo.
Si el animal no encontrd la plataforma en el tiempo estipulado, solamente en el primer
ensayo de la primera sesion de entrenamiento se le guié manualmente hacia ella
(Escobar et al., 1999). Durante cada ensayo la latencia de escape de cada animal fue

medida manualmente (Gulinello y Gertner, 2009).

Veinticuatro horas después de la ultima sesién de entrenamiento, se realiz6 la
sesidn de prueba que consistid en el retiro de la plataforma y solamente una vez se
introdujo al animal en el tanque desde el punto este, se le permitié nadar libremente
durante 60 s después de los cuales, se retird al animal para ser puesto nuevamente en

Su caja.
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Definciones

Latencia de escape: Tiempo (s) que tarda el animal en nadar desde su punto de liberacién
hasta que sube a la plataforma.

Numero de entradas: Numero de veces que el animal entra en cada cuadrante del tanque.
Velocidad: Relacion entre la distancia que recorre el animal y el tiempo que invierte en
ello (m/s).

Tiempo de permanencia: Periodo de tiempo (s) que permanece el animal dentro de cada
cuadrante del tanque.

Distancia recorrida: Distancia total (cm) recorrida dentro del tanque.

Distancia al objetivo: Distancia recorrida (cm) desde el punto de liberacion hasta el lugar

de la plataforma.

Tabla 2. Se muestra el orden cronolégico en el cual los animales fueron liberados en el tanque
acuatico durante la fase de entrenamiento del LAM

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
Sesion 1 Este Sur Oeste Norte
Sesion 2 Sur Este Norte Oeste
Sesion 3 Norte Oeste Este Sur
Sesion 4 Oeste Norte Sur Este
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Figura 5. Plano del tanque para el LAM donde se representan los 4 cuadrantes de diferente color.
También, se visualizan las claves espaciales que rodean al tanque para la localizacion espacial de la
plataforma, la cual est4 sumergida en el centro de un cuadrante previamente escogido. N (norte), S (sur),
E (este), O (oeste) como los puntos cardinales de los cuales se liberaron los animales.

11.4 Eutanasia y obtencion de muestras

Cuarenta y ocho horas después de la sesion de retencion se realizo la eutanasia de los
animales por dislocacion cervical. Luego, se obtuvo una gota de sangre a partir del corte
de la cabeza para valorar que la STZ no causara efectos sistémicos. La sangre se analizo
por medio de una tira reactiva en el glucoémetro Ultra Touch Ultra 2 de Johnson y Johnson.
Dado que esta evaluacion se realizd como punto de control de la inyeccion icv de STZ,
los animales se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento y se mantuvo control
sobre las variables: horario de toma de muestra, sitio de obtencion de la muestra,

experimentador y equipo de medicion.

A continuacion, el cerebro fue extraido rapidamente (<3 min) con equipo de micro
disecciéon y por medio de la técnica de congelacion en fresco fue sumergido en 2-metil
butano rodeado de hielo seco y etanol al 90% durante dos minutos. Las muestras

extraidas se mantuvieron a -80 °C para su analisis posterior.
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115 Manejo de los tejidos

Se realiz6 acorde a lo estipulado por Carasatorre et al. (2015) y Gonzalez-Franco et al.
(2017). Primero, en una matriz de acero inoxidable (Electron Microscopy Sciences) a -
20°C se colocé el cerebro en posicion longitudinal y con cuchillas para criostato se
realizaron cortes coronales para obtener la seccion del hipocampo, separando primero el
cerebelo y posteriormente se realizé un corte de 4 mm que contuvo todo el hipocampo
dorsal. En un criomolde de plastico rectangular se colocaron 8 cortes que contenian al
hipocampo dorsal, después se realizé un bloque cubriendo la totalidad de los cortes
dentro del criomolde con Tissue Tek O.C.T (Sakura Finetek), posteriormente el criomolde
se depositd en hielo seco cuidando no entrar en contacto directo con el tejido, el bloque
se mantuvo a -20°C en todo momento. Cada bloque contuvo cerebros de cada condicion
experimental (ver distribucion de los grupos en la Tabla 1) y estos se colocaron en
posiciones diferentes por cada bloque. Por medio de un criostato (Leica) a -20°C, el
hipocampo dorsal fue cortado en cortes coronales de 30 um y fueron colocados en
portaobjetos gelatinizados. Las laminillas permanecieron a temperatura ambiente por 24
h'y posteriormente a -20°C durante 5 dias antes de ser utilizadas. Se obtuvieron 4 bloques
en total, dos bloques para el periodo de 15 dias y dos bloques para el periodo de 30 dias,

con una n = 4-5 para cada grupo (4 grupos en total).
11.6 Inmunofluorescencia

Para cada anticuerpo evaluado, se seleccionaron cinco laminillas de cada bloque que
contuvieran al hipocampo dorsal {Bregma -1.70 a -2.18, (Paxinos y Franklin, 2004)}
acorde al método morfométrico sistematico estipulado por Rosen y Harry, 1990. Las
laminillas se fijaron con paraformaldehido al 2% con pH de 7.4 por 10 min, lavadas con
Tris-Buffer Salino (TBS) y TBS-T (TBS-tween) por 5 minutos, el bloqueo se realiz6 con 1
pl de tritén y con el buffer de bloqueo incluido en el kit de amplificacion de sefial de
tiramida (TSA, PerkinElmer Life Sciences). Los cortes montados en las laminillas fueron
incubados con el anticuerpo policlonal anti-rabbit phospho-IRS1 (Ser307, ThermoFisher
#PA1-1054) o con el anticuerpo monoclonal anti-rabbit para el RI B (4B8, Cell Signaling
#3025) o con el anticuerpo policlonal anti-rabbit BA (1-42, ThermoFisher #44-344) en
concentracion de 1:400. Después, el phospho-IRS1 se incubd durante dos horas a
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temperatura ambiente, cumplido este tiempo y para el resto de los anticuerpos se dejaron
a 4°C toda la noche. Luego de la incubacion fueron lavados con TBS y TBS-T por 5 min.
Para el Rl B y el péptido BA antes de aplicar el TSA se realiz6 el bloqueo de peroxidasas
con H202 al 2% durante 20 minutos y para el phospho-IRS1 se realizé al siguiente dia
de aplicar el anticuerpo. La incubacién con el anticuerpo policlonal secundario acoplado
a fluoréforo {1:400, Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488), ThermoFisher, # A-
21206} se realizd por 3 horas a temperatura ambiente tanto para el Rl B como para el
péptido BA con lavados posteriores con TBS-T y TBS, mientras que para el phosho-IRS1
fue por dos horas a temperatura ambiente y después a 4°C toda la noche. El tejido fue
contrateflido con la tincién de Nissl fluorescente (1:100, NeuroTrace Fluorescente Nissl
Stains #N-21481, ThermoFisher). Finalmente, los tejidos fueron cubiertos con el medio
de montaje VectaShield (Vector Laboratories) y un dia después sellados con esmalte de
uias, las muestras fueron almacenadas en la oscuridad a 4°C hasta su uso. Para la
estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia del péptido BA 1-42, se utilizo el
cerebro de una ratona 3x-Tg de 10 meses de edad como control positivo.

11.7 Adquisiciéon y anédlisis de imagenes

Se obtuvieron imagenes simples en mosaico por medio del microscopio para
fluorescencia Axiolmager vertical (Apotome Zeiss) utilizando un lente objetivo
apocromatico de 10x/0.45. Se uso el filtro de GFP (emisién 488 nm) para la deteccion del
phospho-IRS1, del RI B y del péptido BA; el filtro de rodamina (emision 565 nm) para la
deteccion del Nissl fluorescente. Por medio del modulo MosaiX se obtuvieron imagenes
gue cubrieron toda el area del hipocampo. Los parametros para la adquisicion de
imagenes fueron establecidos en el animal vehiculo de cada laminilla, una vez
establecidos, estos fueron constantes para el resto de los tejidos en esa laminilla. Para
el phospho-IRS1 y el RI B se obtuvieron hasta 10 imagenes del hipocampo por animal (5

imagenes por hemisferio, 5 laminillas con secciones del cerebro del mismo animal).

Para establecer la presencia del péptido BA se realizé un rastreo de la totalidad
del tejido presente en la laminilla y se tom6 una fotografia de la region con mayor
intensidad de sefial presente en el control positivo, en el resto de los grupos se tomo la
fotografia en esa misma region.
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Para el phospho-IRS1 y el RI B, el analisis se realizé por medio del programa FIJI
(Fiji is just ImageJ). La persona que realizo el andlisis fue ciega ante todas las condiciones
experimentales de las imagenes analizadas. Todas las imagenes fueron pre-procesadas
con un filtro para reduccién de ruido antes del analisis a partir de un animal vehiculo de
cada laminilla, ese filtro fue mantenido para el resto de los tejidos de esa laminilla. Luego,
cada imagen fue dividida en 8 regiones de interés para segmentar diversas porciones del
CAl y CAS3. El CA1 se subdividié en: la capa piramidal, el stratum oriens y el stratum
radiatum. La regién de CA3 se subdividié en: la capa piramidal, el stratum oriens y el
stratum lucidum. Por dltimo, también se delimito el area del giro dentado (GD) y el stratum

lacunosum molecular (GD-LM) (Figura 6).

Se utilizo la sefal de Nissl fluorescente en el canal de color gris como guia para
delimitar las regiones de interés. Los tejidos que se encontraron incompletos o rotos
fueron descartados. Posteriormente, basados en el método de Gonzalez-Franco et al.,
2017, un umbral de deteccion en el canal de color gris fue establecido en cada laminilla

a partir del tejido de un animal vehiculo de esa laminilla y se marcé el umbral para la

_______CA1-ORIENS

__GA3-LUCIDUM
A CA3CP :
CA3-ORIENS

Figura 6. Imagen representativa que muestra las regiones de interés delimitadas dentro de los diversos
segmentos del hipocampo dorsal con la sefial de la tincion de Nissl fluorescente en el canal de color gris.
El CA1 se subdividié en: la capa piramidal (CA1-CP), el stratum oriens (CA1-Oriens) y el stratum radiatum
(CAl-Radiatum). La regién de CA3 se subdividié en: la capa piramidal (CA3-CP), el stratum oriens (CA3-
Oriens) y el stratum lucidum (CA3-Lucidum). Por ultimo, se delimit6 el &rea del giro dentado y el stratum
lacunosum molecular (GD-LM). La barra representa 500 um.
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deteccion de sefal en cada laminilla y en cada anticuerpo evaluado, el Rl B y el phospho-
IRS1. Después, con estos umbrales establecidos se evalué la densidad Optica relativa
(DOR) que es el producto del area y el valor gris promedio (suma de todos los pixeles
grises entre el total de pixeles para la regidn de interés), el resultado de las mediciones
fue expresado en pixeles (Bankhead, 2016).

Posteriormente, tanto para el RI B como para el phospho-IRS1, se desenmascaré
al analizador el codigo de grupo de cada tejido estudiado, y en cada animal los resultados
fueron promediados para terminar obteniendo la DOR de cada region de interés de

ambos hemisferios para cada animal estudiado.
11.8 Analisis estadistico

Para el analisis de la glucosa en sangre y la velocidad promedio, las diferencias entre
grupos fueron analizadas por medio de una t-student no pareada o ANOVA de una via.
Dependiendo el caso, se realizo ANOVA de dos vias de medidas repetidas o solo ANOVA
de dos vias para el analisis estadistico de la conducta seguido de un post hoc de
Bonferroni-Dunn cuando fue apropiado. Para el analisis estadistico de la histologia, las
diferencias entre grupos fueron analizadas por medio de t-student no pareada. El analisis
estadistico de la ANOVA se realizé por medio del programa StatView version 5.0.1y las
graficas y el analisis estadistico de la t-student se realizé en GraphPad Prism version
8.3.0.

12.RESULTADOS
12.1 La glucosa sanguinea no se altera por inyecciones icv de STZ

La prueba t-student indicé que no existen diferencias significativas en la concentracion
de glucosa en sangre entre el grupo VEH y STZ a los 15 dias (t (15y= 0.35; p = 0.72, Figura
7A) ni a los 30 dias (t a4)= 1.4; p = 0.16, Figura 7B) posteriores a la inyeccion.
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Figura 7. Se muestra la media, el error estandar y la distribucién individual de los valores de glucosa en
sangre de los grupos VEH y STZ de 15 (A) y 30 dias (B). Estadisticamente no existen diferencias entre los
grupos (p>0.05). n = 7-10 por grupo.

12.2 Efecto de la STZ sobre el aprendizaje espacial
12.2.1La STZ imposibilita la curva de aprendizaje a los 15 dias

Para evaluar el aprendizaje espacial en el grupo de 15 dias se analizaron las latencias
de escape durante el entrenamiento en la tarea de LAM de los grupos VEH y STZ. Se
aplic6 un ANOVA de dos vias de medidas repetidas y se encontraron diferencias en el
factor tiempo (F (3,42 = 4.63, p = 0.006), pero ninguna entre el factor grupo (F (1,42)=1.12;
p = 0.30) y, tampoco se observo una interaccion entre los factores tiempo y grupo (F @,
42y=0.21; p = 0.88). La prueba post hoc de Bonferroni/Dunn muestra que para el grupo
VEH las diferencias se encuentran entre las sesiones 1 vs 2 (p =0.004)y 1vs 4 (p =
0.001); y para el grupo STZ no hubo diferencias entre sesiones, lo cual indica la existencia

de una curva de aprendizaje para el grupo VEH (Figura 8A).

También, se evaluo la velocidad promedio durante la sesion de entrenamiento de
los grupos VEH y STZ. Se aplicé una t-student no pareada y no se encontraron
diferencias significativas (t (15)= 1.60; p = 0.12), esto nos indica que no existen problemas

de motricidad entre los grupos estudiados (Figura 8C).
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12.2.2 La STZ no modifica el aprendizaje espacial a los 30 dias

Para evaluar el aprendizaje espacial en el grupo de 30 dias se evaluaron las latencias de
escape durante el entrenamiento en la tarea de LAM de los grupos VEH y STZ. Se aplicé
un ANOVA de dos vias de medidas repetidas y se encontraron diferencias en el factor
tiempo (F 3, 42) = 23.22; p < 0.001), aunque no se encontraron diferencias significativas
entre el factor grupo (F 1,42 = 0.36; p = 0.55) y, tampoco se observd una interaccion entre
los factores tiempo y grupo (F @3 42 = 2.7; p = 0.057). La prueba post hoc de
Bonferroni/Dunn demuestra que para el grupo VEH las diferencias se encuentran entre
las sesiones 1vs 2 (p =0.004), 1 vs 3 (p =0.001), 1 vs 4 (p <0.001); y para el grupo STZ
entre las sesiones 1 vs 2 (p <0.001),1vs 3 (p<0.001)y 1 vs 4 (p <0.001), lo cual indica
la existencia de una curva de aprendizaje para los dos grupos (Figura 8B).

También, se evaluo la velocidad promedio durante la sesion de entrenamiento de
los grupos VEH y STZ. Se efectudé una t-student no pareada y no se encontraron
diferencias significativas (t (14)= 0.08; p = 0.93), esto nos indica que no existen problemas

de motricidad entre los grupos estudiados (Figura 8D).
12.3 Efecto de la STZ sobre la memoria espacial
12.3.1La STZ produce deterioro de la memoria espacial a los 15 dias

Con el fin de valorar la memoria espacial en el grupo de 15 dias se evalu6 en la tarea de
LAM, las latencias de escape del promedio del ultimo ensayo vs la sesién de prueba de
los grupos VEH y STZ. Se aplic6 un ANOVA de dos vias y se encontraron diferencias
significativas entre el factor grupo (F (1,30)= 6.16; p = 0.01), no se observaron diferencias
entre sesiones (F (1,30 = 2.90; p = 0.09) y, estadisticamente existe una interaccion entre
los factores sesion y grupo (F (1, 30)= 10.25, p = 0.003), mostrando en la prueba post hoc
de Bonferroni/Dunn que las diferencias son entre los grupos VEH vs STZ (p =0.01) y, en
el grupo STZ existen diferencias significativas entre sesiones (p = 0.004), esto nos indica

deterioro en la memoria espacial para el grupo STZ (Figura 9A).
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Figura 8. Se muestran la media con los errores estdndar de las latencias de escape de la fase de
entrenamiento del LAM la cual fue evaluada a los 15 (A) y 30 (B) dias. Se observa una curva de aprendizaje
estadisticamente significativa a los 15 dias en el grupo VEH y, a los 30 dias en los grupos VEH y STZ
(p<0.05). Se muestran las velocidades promedio (m/s) con los errores estandar obtenidos durante la fase
de entrenamiento del LAM a los 15 (C) y 30 (D) dias en los grupos VEH y STZ, no existen diferencias
significativas (p>0.05). *p<0.05 del ensayo 1 para el grupo VEH, #p<0.05 del ensayo 1 para el grupo STZ.
n= 7-10 por grupo.

Ademas, se evalu6é el numero de entradas entre el cuadrante objetivo vs el
cuadrante opuesto en la sesion de retencion de los grupos VEH y STZ. Se aplicé un
ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias significativas entre el factor grupo (F
@, 30) = 2.68; p = 0.11), aunque si se observaron diferencias entre cuadrantes (F (1, 30) =
4.37; p = 0.04) pero no existié una interaccion entre los factores cuadrante y grupo (F (,
300 = 0.49; p = 0.48), mostrando en la prueba post hoc de Bonferroni/Dunn que las
diferencias son para el grupo VEH entre el cuadrante objetivo vs el cuadrante opuesto (p
= 0.03), al no haber diferencias para el grupo STZ (p = 0.41) esto nos indica deterioro en

la memoria espacial para el grupo STZ (Figura 9B).
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También, se evalué la velocidad promedio durante la sesién de retencion de los
grupos VEH y STZ. Se aplico un ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias
significativas entre el factor grupo (F (1,30)= 2.02; p = 0.16), no se observaron diferencias
entre cuadrantes (F (1,30)= 0.029; p = 0.86) y, tampoco una interaccion entre los factores
cuadrante y grupo (F (1,300 = 0.002; p = 0.96), esto nos indica que no existen diferencias

en la velocidad promedio entre los grupos estudiados (Figura 9C).

Aparte, se evalud el tiempo de permanencia entre el cuadrante objetivo vs el
cuadrante opuesto en la sesién de retencion de los grupos VEH y STZ. Se aplico un
ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias significativas entre el factor grupo (F
@, 30)= 0.20; p = 0.65), no se observaron diferencias entre cuadrantes (F (1,30=0.11; p =
0.73) y, tampoco una interaccion entre los factores cuadrante y grupo (F (1,30 = 0.30; p =
0.58) (Figura 9D).

Asimismo, se evaluo la distancia total recorrida durante la sesion de retencion de
los grupos VEH y STZ, se aplico una t-student no pareada y no se encontraron diferencias
significativas entre grupos (t 5= 1.42, p = 0.17. Figura 9E) sin embargo, al evaluar con
una t-student no pareada la distancia recorrida hasta el lugar de la plataforma durante la
sesion de retencion de los grupos VEH y STZ, se encontraron diferencias significativas
entre grupos (t s = 2.17, p = 0.045), indicando que el grupo VEH recorrio una menor
distancia para llegar al lugar de la plataforma comparado con el grupo STZ (Figura 9F) vy,
al no encontrar la plataforma continuaron explorando el tanque, por eso no hay

diferencias entre grupos al evaluar la distancia total recorrida.
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Figura 9. Se muestra la media y el error estandar de las diversas evaluaciones realizadas en la prueba de
retencion del LAM a los 15 dias postquirdrgicos en los grupos VEH y STZ. A) Latencia de escape (s), B)
Numero de entradas al cuadrante, C) Velocidad promedio (m/s), D) Tiempo de permanencia en el cuadrante
(s), E) Distancia total recorrida (cm), F) Distancia al objetivo (cm). *p<0.05. n= 7-10 por grupo.
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12.3.2La STZ produce deterioro de la memoria espacial a los 30 dias

Con el fin de valorar la memoria espacial en el grupo de 30 dias se evalué en la tarea de
LAM, las latencias de escape del promedio del Ultimo ensayo vs la sesion de prueba de
los grupos VEH y STZ. Se aplicé un ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias
significativas entre el factor grupo (F @, 28y = 0.03; p = 0.86), pero si se observaron
diferencias entre sesiones (F (1,28)= 10.69; p = 0.002) y, tampoco se encontrd interaccion
entre los factores sesion y grupo (F ¢, 28y = 0.90, p = 0.34), mostrando en la prueba post
hoc de Bonferroni/Dunn que las diferencias son para el grupo STZ entre la sesién de
entrenamiento vs prueba (p = 0.01), esto nos indica deterioro en la memoria espacial para
el grupo STZ (Figura 10A).

Ademas, se evaluo el nimero de entradas entre el cuadrante objetivo vs el
cuadrante opuesto en la sesion de retencion de los grupos VEH y STZ. Se aplicé un
ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias significativas entre el factor grupo (F
@, 28)= 1.60; p = 0.21), pero se observaron diferencias entre cuadrantes (F (1, 28y = 4.84; p
= 0.03) y no existié una interaccion entre los factores cuadrante y grupo (F (1,28y= 0.21; p
= 0.64), mostrando en la prueba post hoc de Bonferroni/Dunn que las diferencias son
para el grupo VEH entre el cuadrante objetivo vs el cuadrante opuesto (p = 0.01), al no
haber diferencias para el grupo STZ (p = 0.33) esto nos indica deterioro en la memoria

espacial para el grupo STZ (Figura 10B).

También, se evalud la velocidad promedio durante la sesion de retencidon de los
grupos VEH y STZ. Se aplic6 un ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias
significativas entre el factor grupo (F (1, 28)= 0.21; p = 0.65), no se observaron diferencias
entre cuadrantes (F (1, 28)= 1.67; p = 0.20) y, tampoco una interaccion entre los factores
cuadrante y grupo (F (1,28)= 0.34; p = 0.56), esto nos indica que no existen diferencias en

la velocidad promedio entre los grupos estudiados (Figura 10C).

Aparte, se evalu6 el tiempo de permanencia entre el cuadrante objetivo vs el
cuadrante opuesto en la sesion de retencion de los grupos VEH y STZ. Se aplicé un
ANOVA de dos vias y no se encontraron diferencias significativas entre el factor grupo (F
@, 28 = 1.92; p=0.17), no se observaron diferencias entre cuadrantes (F (1,28)= 0.06; p =
0.80) y, tampoco una interaccion entre los factores cuadrante y grupo (F (1,29)= 0.40; p =
0.53) (Figura 10D).
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Asimismo, se evaluo la distancia total recorrida durante la sesion de retencion de
los grupos VEH y STZ, se aplico una t-student no pareada y no se encontraron diferencias
significativas entre grupos (t (14)= 0.56, p = 0.58. Figura 10E). Al evaluar con una t-student
no pareada la distancia recorrida hasta el lugar de la plataforma durante la sesién de
retencion de los grupos VEH y STZ, no se encontraron diferencias significativas entre
grupos (t 14y= 1.90, p = 0.07, Figura 10F).

801 20+
™ * _— Objetivo
% [] Uttimo ensayq x [ on
_ 4 Opuesto
g 60 "" [ Prueba ,° . = [ or
2 8 g | 3
© 40 'T' 10 2 T -
k=] c [ L=
s =z 1 [e] 3 =
g .lg = ‘l’ ** o ] mm
5 20 I L - 54 : u []
S
— o0 o Iﬁ H
(] a T T 0 T T
VEH STZ VEH STZ
Grupo Grupo
409 25+
— u
[7%) -
@ 304 . \(_5/ 20 o mm -
1= ] EgE — [ n
= ®g0 8 154 L : 1
g .. (X)) (] m Ll g [ ] Il-
o 20 E I-l
o -
2 @ 1o hd =
Q o
> 10+ 2 o
57
0 T T 0 T T
VEH STz VEH STZ
Grupo Grupo
'E 2000 1800+
s £ [
p ° S 1500
2 1500 ® -i-fl- Q
= —a— > 1200+ [ ]
2 3 - g
o T 9001 e®o
= 1000 © -
[ w® 3
S © 600 -
S 500+ S 4004 =
[
g B 200 ]
k7 a
[a] 0 T T 0 T T
VEH STZ VEH STZ
Grupo Grupo

Figura 10. Se muestra la media y el error estdndar de las evaluaciones realizadas en la prueba de
retencion del LAM a los 30 dias postquirdrgicos en los grupos VEH y STZ. A) Latencia de escape (S),
B) Numero de entradas al cuadrante, C) Velocidad promedio (m/s), E) Tiempo de permanencia en el
cuadrante (s), D) Distancia total recorrida (cm), E) Distancia al objetivo (cm). *p<0.05. n= 8-10 por grupo.
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12.4 Efecto de la STZ sobre el péptido BA
12.4.1 El péptido BA esta presente a los 15y 30 dias en el grupo STZ

Se observaron las imagenes obtenidas del péptido BA 1-42 por medio de microscopia de
fluorescencia. El péptido BA 1-42 no estuvo presente en el grupo VEH (Figura 11A). Se
observo la presencia del péptido BA 1-42 en el grupo STZ, tanto a los 15 (Figura 11B)
como a los 30 dias (Figura 11C). Se utilizé una ratona 3xTg de 10 meses de edad como
control positivo, en la cual se tomé una fotografia de la regién con mayor intensidad de
sefal presente (CA3-CP, Figura 11D).

Empalme

Vehiculo

STZ 15 dias

Empalme

STZ 30 dias

Empalme

3xTg

Figura 11. Imégenes representativas de la region de CA3 de la capa piramidal (CA3-CP) tomadas por
microscopia de fluorescencia para el péptido BA 1-42 en el grupo vehiculo (A), el grupo STZ 15 dias (B),
el grupo STZ 30 dias (C) y un 3xTg (D) utilizado como control positivo. En rojo es la sefal del péptido BA
1-42 y en verde la sefial con el Nissl fluorescente. La barra representa 50 um.
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12.5 Efecto de la STZ sobre el RI
12.5.1La STZ disminuye los niveles del Rl alos 15 dias

Para el grupo de 15 dias, el andlisis de la DOR evalué el promedio de la intensidad de la
expresion del receptor de insulina en funcion del area de cada region de interés dentro
del hipocampo y mostré diferencias significativas entre los grupos VEH y STZ solo en dos
regiones del hipocampo: la region del CA1-Oriens (t ) = 2.47, p = 0.048, Figura 12A) y
el CA1-CP (t ¢ = 2.51, p = 0.045, Figura 12B). No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos VEH y STZ para las siguientes regiones: CAl-Radiatum (t ) = 1.84, p =
0.11, Figura 12C), CA3-Oriens (t 5y = 0.71, p = 0.50, Figura 12D), CA3-CP (t ¢y =0.19, p
= 0.85, Figura 12E), CA3-Lucidum (t = 0.08, p = 0.93, Figura 12F), GD (t ) = 1.16,p =
0.28, Figura 12G) y GD-LM (t ) = 1.23, p = 0.26, Figura 12H).

En la figura 13 se pueden observar las imagenes representativas de los resultados
descritos de las inmunofluorescencias del receptor de insulina realizadas tanto para el
grupo VEH como para el grupo STZ para el periodo de los 15 dias, utilizando Nissl

fluorescente como contratincion.
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Figura 12. Se muestra el promedio y el error estandar de la densidad Optica relativa del receptor de insulina
en las regiones de interés dentro del hipocampo en los grupos VEH y STZ a los 15 dias postquirargicos.
Subdivisiones de CAL: A) el stratum oriens (CA1-Oriens), B) la capa piramidal (CA1-CP) y C) el stratum
radiatum (CA1-Radiatum). Subdivisiones de CA3: D) el stratum oriens (CA3-Oriens), E) la capa piramidal
(CA3-CP) y F) el stratum lucidum (CA3-Lucidum). El G) giro dentado (GD) se subdividié en H) el stratum
lacunosum molecular (GD-LM). *p<0.05. n = 4-5 por grupo.
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VEH STZ

Nissl RI

Empalme

Figura 13. Imagenes representativas de la region del hipocampo dorsal tomadas por microscopia de
fluorescencia para el receptor de insulina (RI) en el grupo VEH y en el grupo STZ a los 15 dias
posteriores a la cirugia estereotaxica. La barra representa 500 pm. VEH: Vehiculo, STZ:
Estreptozotocina.

12.5.2La STZ no modifica los niveles del Rl a los 30 dias

Para el grupo de 30 dias, el andlisis de la DOR que evalué el promedio de la intensidad
de la expresion del receptor de insulina en funcion del area de cada region de interés
dentro del hipocampo no mostré diferencias significativas entre los grupos VEHy STZ en
las siguientes regiones del hipocampo: CA1-Oriens (t ¢) = 0.37, p = 0.72, Figura 14A),
CA1-CP (t 5 = 0.005, p = 0.99, Figura 14B), CAl-Radiatum (t ¢) = 0.31, p = 0.76, Figura
14C), CA3-Oriens (t ) = 0.60, p = 0.56, Figura 14D), CA3-CP (t ) = 1.41, p =0.20, Figura
14E), CA3-Lucidum (t )= 1.39, p = 0.21, Figura 14F), GD (t ¢ = 0.49, p = 0.63, Figura
14G) y GD-LM (t ) = 041, p = 0.69, Figura 14H).
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En la figura 15 se pueden observar las imagenes representativas de los resultados
descritos de las inmunofluorescencias del receptor de insulina realizadas tanto para el
grupo VEH como para el grupo STZ para el periodo de los 30 dias, utilizando Nissl

fluorescente como contratincion.
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Figura 14. Se muestra la media y el error estdndar de la densidad 6ptica relativa del receptor de insulina
en las regiones de interés dentro del hipocampo en los grupos VEH y STZ a los 30 dias postquirdrgicos.
Subdivisiones de CAL: A) el stratum oriens (CA1-Oriens), B) la capa piramidal (CA1-CP) y C) el stratum
radiatum (CAl-Radiatum). Subdivisiones de CA3: D) el stratum oriens (CA3-Oriens), E) la capa piramidal
(CA3-CP) y F) el stratum lucidum (CA3-Lucidum). El G) giro dentado (GD) se subdividié en H) el stratum
lacunosum molecular (GD-LM). n = 4-5 por grupo

45



VEH STZ

RI

Nissl

Empalme

Figura 15. Imagenes representativas de la regién del hipocampo dorsal tomadas por microscopia de
fluorescencia para el receptor de insulina (RI) en el grupo VEH y en el grupo STZ a los 30 dias
posteriores a la cirugia estereotdxica. La barra representa 500 um. VEH: Vehiculo, STZ:
Estreptozotocina.

12.6 Efecto de la STZ sobre el pSRI-1 (Ser307)
12.6.1La STZ no modifica los niveles del pSRI-1 (Ser307) a los 15 dias

Para el grupo de 15 dias, el analisis de la DOR que evalué el promedio de la intensidad
de la expresion del pSRI-1 (Ser307) en funcién del area de cada region de interés dentro
del hipocampo no mostré diferencias significativas entre los grupos VEH y STZ en las
siguientes regiones del hipocampo: CA1-Oriens (t (7) = 0.49, p = 0.63, Figura 16A), CAl-
CP (t 7 = 1.07, p = 0.31, Figura 16B), CAl-Radiatum (t 7y = 0.49, p = 0.63, Figura 16C),
CA3-Oriens (t (77 =0.41, p =0.69, Figura 16D), CA3-CP (t 7y = 0.48, p = 0.64, Figura 16E),
CA3-Lucidum (t (77= 0.09, p = 0.92, Figura 16F), GD (t (7) = 1.35, p = 0.21, Figura 16G) y
GD-LM (t 7y = 0.70, p = 0.50, Figura 16H).
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En la figura 17 se observan las imagenes representativas de los resultados
descritos de las inmunofluorescencias del pSRI-1 (Ser307) realizadas tanto para el grupo
VEH como para el grupo STZ para el periodo de los 15 dias, utilizando Nissl fluorescente

como contratincion.
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Figura 66. Se muestra la media y el error estdndar de la densidad éptica relativa del pSRI-1 (Ser307) en
las regiones de interés dentro del hipocampo en los grupos VEH y STZ a los 15 dias postquirargicos.
Subdivisiones de CAl: A) el stratum oriens (CA1-Oriens), B) la capa piramidal (CA1-CP) y C) el stratum
radiatum (CA1-Radiatum). Subdivisiones de CA3: D) el stratum oriens (CA3-Oriens), E) la capa piramidal
(CA3-CP) y F) el stratum lucidum (CA3-Lucidum). El G) giro dentado (GD) se subdividié en H) el stratum
lacunosum molecular (GD-LM). n = 4-5 por grupo
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Figura 17. Imégenes representativas de la regién del hipocampo dorsal tomadas por microscopia de
fluorescencia para el pSRI-1 (Ser307) en el grupo VEH y en el grupo STZ a los 15 dias posteriores a la
cirugia estereotaxica. La barra representa 500 yum. VEH: Vehiculo, STZ: Estreptozotocina

12.6.2 La STZ no modifica los niveles del pSRI-1 (Ser307) a los 30 dias

Para el grupo de 30 dias, el analisis de la DOR evalu6 el promedio de la intensidad de la
expresion del pSRI-1 (Ser307) en funcién del area de cada region de interés dentro del
hipocampo y no mostré diferencias significativas entre los grupos VEH y STZ en las
siguientes regiones del hipocampo: CA1-Oriens (t ) = 0.36, p = 0.72, Figura 18A), CAl-
CP (t ¢ = 0.28, p = 0.78, Figura 18B), CAl-Radiatum (t @ = 0.07, p = 0.94, Figura 18C),
CA3-Oriens (t (g = 0.02, p = 0.98, Figura 18D), CA3-CP (t ¢ = 0.07, p =0.94, Figura 18E),
CA3-Lucidum (t = 0.24, p = 0.81, Figura 18F), GD (t g = 1.05, p = 0.32, Figura 18G) y
GD-LM (t g = 0.03, p = 0.97, Figura 18H).
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En la figura 19 se observan las imagenes representativas de los resultados
descritos de las inmunofluorescencias del pSRI-1 (Ser307) realizadas tanto para el grupo
VEH como para el grupo STZ para el periodo de los 30 dias, utilizando Nissl fluorescente

como contratincion.
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Figura 18. Se muestra la media y el error estdndar de la densidad éptica relativa del pSRI-1 (Ser307) en
las regiones de interés dentro del hipocampo en los grupos VEH y STZ a los 30 dias postquirargicos.
Subdivisiones de CAl: A) el stratum oriens (CA1-Oriens), B) la capa piramidal (CA1-CP) y C) el stratum
radiatum (CA1-Radiatum). Subdivisiones de CA3: D) el stratum oriens (CA3-Oriens), E) la capa piramidal
(CA3-CP) y F) el stratum lucidum (CA3-Lucidum). El G) giro dentado (GD) se subdividié en H) el stratum
lacunosum molecular (GD-LM). n = 4-5 por grupo
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Figura 197. Imégenes representativas de la region del hipocampo dorsal tomadas por microscopia de
fluorescencia para el pSRI-1 (Ser307) en el grupo VEH y en el grupo STZ a los 30 dias posteriores a la
cirugia estereotéxica. La barra representa 500 um. VEH: Vehiculo, STZ: Estreptozotocina.

En la tabla 3 se muestra a modo de resumen los hallazgos conductuales e

histol6gicos de ambos periodos de tiempo junto con sus respectivas hipotesis.

Sin cambios Glucosa en sangre Sin cambios
Deterioro Aprendizaje espacial Presente
Deterioro Memoria espacial Deterioro
Presente Péptido BA Presente

Disminuido Receptor de insulina Sin cambios

Sin cambios pSRI (Ser307) Sin cambios

Tabla 3. Resumen de las variables conductuales e histologicas evaluadas a los 15 y 30 dias. Las celdas
color azul muestran las variables evaluadas, las celdas color verde muestran los resultados que cumplen
las hipotesis alternas y las celdas color rojo los resultados que no cumplen las hipétesis propuestas.
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13.DISCUSION

En el presente trabajo demostramos cambios a nivel conductual e histologico en el
modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadica producido por la administracion icv de
STZ en dos periodos de tiempo posteriores a su administraciéon, 15y 30 dias. De manera
general y en orden cronolégico encontramos que: 1) Los niveles de glucosa en sangre
no son modificados por la STZ icv, 2) Esta afectada la curva de aprendizaje espacial a
los 15 dias después de la administracion icv de STZ; no asi en los animales con STZ icv
evaluados a los 30 dias, 3) Existe deterioro en la memoria espacial en los animales con
STZ icv tanto a los 15 como a los 30 dias posteriores a su administracion, 4) A nivel
histolégico, a los 15 dias después de haber aplicado la STZ icv hubo una disminucién del
receptor de insulina en las regiones hipocampales del CA1-Oriens y del CA1-CP,
mientras que a los 30 dias después de aplicar la STZ icv este efecto ya no se observo,
5) En el modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadica producido por la
administracion icv de STZ en ratones macho CD1 no existieron cambios significativos en
la fosforilacion del SRI-1 (Ser307) ni a los 15 ni a los 30 dias posteriores a la induccion

del modelo.

Primero, se debe hacer mencién a la complejidad del manejo de la STZ porque es
un farmaco utilizado tanto para desarrollar el modelo de DT1, asi como para servir de
modelo para la EA. Los estudios disefiados con este farmaco presentan un rango de
variabilidad en cuanto a los resultados encontrados ya que no existe un protocolo
estandar para su preparacion, dosificacion ni administracion. En nuestro caso, se propicio
un modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadica que presentd caracteristicas
similares a las descritas en la patologia con STZ icv con una dosis de 3 mg/kg en ratones
macho CD1 de 10 semanas de edad y la mortalidad fue del 7% contrario a los resultados
reportados por Chen et al., (2014) y Nakhate et al., (2018), en donde fue del 10 al 30%.
Estas diferencias podrian ser explicadas porque la mortalidad encontrada en la literatura
corresponde a ratones de diversas cepas (albino Swiss y 3xTg) y no existe reporte de

este dato en el ratén CD1 con STZ icv.
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13.1 De la toxicidad de la STZ

Es importante mencionar el concepto de toxicidad de la STZ y su dependencia con la
edad asi como el de recuperacion natural del organismo ante la STZ, ya que se ha
mencionado que el modelo de neurodegeneracion tipo EA por STZ icv presenta la ventaja
de poder replicarse de la misma manera independientemente de la edad de aplicacion
de la STZ pero la evidencia demuestra lo contrario cuando se utiliza como modelo de
DT1, donde existe una correlacion directamente proporcional entre la mortalidad y la edad
(Wang-Fischer y Garyantes, 2018). Una posible respuesta, podria ser la distinta via de
administracién de la STZ (intraperitoneal vs icv) y que la dosis utilizada es menor (30-100
mg/kg vs 3 mg/kg), lo cual podria conferir las ventajas ya mencionadas del modelo de
neurodegenracion tipo EA sin embargo, por los resultados encontrados y que se discuten

mas adelante, también podriamos tener efectos por toxicidad y de recuperacion.

Es importante tener en cuenta el alcance toxico de la STZ. Este farmaco pertenece
al grupo de las nitrosaminas como, la N-nitrosodimetilamina y la N-nitrosodietilamina,
compuestos encontrados en el tabaco para mascar, embutidos, cerveza, pescado,
guesos, champu, aire interior de los automoviles, entre otros (National center for
biotechnology information, 2021b, 2021a). Se sabe que la exposicion prolongada o dosis
altas de la nitrosodietilamina causa mutagénesis y muerte celular, mientras que dosis
bajas y limitadas se consideran sub-mutagénicas y promueven la resistencia a la insulina,
desencadenando con el tiempo enfermedades cronico-degenerativas como la EA, la DT2
o la esteatosis hepatica (De la Monte y Tong, 2014). Por otro lado, se reconoce que la
unién de la STZ con el GLUT2 promueve la apoptosis celular (A. Knezovic et al., 2017),
pero poco se sabe de la cadena de eventos intracelulares por la cual este farmaco ejerce
su efecto. Si trasladamos el funcionamiento de otras nitrosaminas a la STZ, nos
encontramos ante la posibilidad de la alquilacion del DNA, de la produccion de especies
reactivas de oxigeno, de la peroxidacion de lipidos y de la activacidon de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a (De la Monte y Tong, 2014), lo cual influiria en la fosforilaciéon
anormal del SRI-1 y sus cinasas dependientes, desencadenando la resistencia a la
insulina y eventualmente la diabetes tipo 3. Aunque esta es una hipétesis para tener en

cuenta, en este proyecto la STZ icv se administré en dosis limitada y baja (3 mg/kg), lo
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cual imita la hipotesis de la nitrosodietilamina sobre la resistencia a la insulina, no de la

muerte celular.
13.2 De la glucosa sanguinea

En este trabajo se demostré que tanto a los 15 y 30 dias posteriores a la administracion
de STZ icv no existié un cambio significativo en los niveles de glucosa en sangre. Estos
resultados son acordes a la hipotesis propuesta, sustentada por otros autores como
Correia et al., (2013) y Zhang et al., (2018), los cuales sefialan tanto en ratones de 8 y 12
semanas de edad como en ratas Wistar de 3 meses de edad, que la administracién icv
de STZ a dosis sub-diabetégenas (3 mg/kg) no produce alteraciones en la glucosa
sistémica, ya que la STZ no cruza la barrera hematoencefalica. Para la medicion de los
niveles de glucosa en sangre los animales no se mantuvieron en ayuno ya que el
proposito de esta evaluacion se realizd con el fin de ser un punto de control para
indicarnos que efectivamente la STZ permanecié solo icv y no llegd a la circulacion
sistétmica, mas que darnos un estatus sobre el metabolismo de la glucosa o

indirectamente de la insulina sistémica (Ayala et al., 2010).

Aunque bien se argumenta que un ayuno de 5-6 horas puede tomarse como
fisiologico en el ratén y condiciona a tener niveles basales de glucosa, lo cual haria la
medicidn menos variable, también es cierto que la medicién de la glucosa llega a tener
mayor variabilidad dependiendo de la hora del dia en que se tome la muestra por los
cambios en el ciclo circadiano, del lugar de la toma de la muestra, de las diferencias inter
experimentador e incluso de la utilizacion de diferentes aparatos de medicion (Ayala
et al., 2010; Sun et al., 2016). Ademas, fisioldgicamente los ratones a diferencia de los
humanos tienen un patron de alimentacion diferente, ya que consumen 2/3 de su alimento
durante su fase de actividad y el resto en su fase de descanso, por lo cual el ponerlos en
ayuno podria estresarlos, propiciar la liberacion de corticosterona y modificar los niveles
de glucosa (Jensen et al., 2013). Por estas razones en este proyecto tuvo mayor
relevancia la constancia sobre la variable de la hora de la toma de la muestra, el sitio de
toma de la muestra, la toma de la muestra por el mismo usuario y el manejo del mismo

dispositivo de medicion en todos los animales evaluados.
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13.3 Del aprendizaje espacial

La STZ tiene un efecto sobre el aprendizaje espacial de los animales. Se demostré que
en la tarea del LAM la STZ impidio la curva de aprendizaje a los 15 dias, no ocurriendo
este efecto a los 30 dias posteriores a la administracién de STZ icv. La primera parte de
la oracion anterior concuerda con las hipétesis establecidas de autores como Ravelli et
al., (2016), quienes han demostrado deterioro cognitivo a partir de los 14 dias posteriores
ala administracion icv de STZ, asi como Cui et al., (2018) y Sasaki-Hamada et al., (2019),
quienes también han encontrado deterioro en la tarea del LAM a partir de los 15 dias.
Estas observaciones indican la facilidad con la cual la STZ icv puede ocasionar
alteraciones hipocampales que se reflejan de forma conductual en un periodo tan corto
de tiempo como lo son 15 dias, no siendo posible en otros modelos para la EA, por
ejemplo los modelos transgénicos como el 3xTg o el 5XFAD que necesitan 4 y 6 meses
respectivamente para demostrar cambios conductuales (“Research Models”, s/f),
confiriéendole una ventaja al modelo con STZ icv. Sin embargo, no se satisfizo la hipotesis
propuesta para el periodo de 30 dias en los ratones CD1 ya que se demostré una curva
de aprendizaje, este hallazgo aunando a la carencia de una cuva de aprendizaje a los 15
dias podria estar explicado por una regresion de las alteraciones de los mecanismos de
plasticidad que aun no han llegado a su estado basal, porque como lo estipula la teoria
Hebbiana para que la informacién adquirida del ambiente pueda ser procesada necesita
de la actividad eléctrica coordinada de los ensambles neuronales y que eventualmente
estos ensambles se agrupen en circuitos recurrentes que permitan la reverberacion de la
actividad, lo cual permite el establecimiento de cambios en la eficiencia sinaptica y en el
establecimiento de patrones a corto y largo plazo para asi formar una memoria
(Carasatorre y Ramirez-Amaya, 2012). Es por esto que la posible existencia de una
interferencia en el proceso de adquisicion y consolidacién en el modelo de STZ icv debido
a los cambios acaecidos a nivel de la cascada de insulina y que se discuten mas adelante
podrian ser causa suficiente para que el modelo de STZ icv presente a los 15 dias un
impedimento tanto para la adquisicion como para la consolidacién, no ocurriendo esto en
el grupo STZ icv a los 30 dias puesto que se podria estar dando una recuperacion.
Aunque este punto de argumentacion trata sobre la regresion del modelo a un estado

basal, por otro lado y desde otra perspectiva consideremos que en la administracién de
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la STZ intraperitoneal con la que se induce el modelo de DT1 puede existir un estado de
regresion de la hiperglucemia, de los niveles de insulina, asi como una estabilizacién en
el dafio tisular pancreatico comparado con niveles similares en animales controles
(Wang-Fischer y Garyantes, 2018) esto no significa que el efecto de la STZ o de la DT1
sufrieron una regresion, ya que continua desarrollandose el dafio neuropético y la
aparicion de cataratas, sino que la enfermedad ha sido modificada. De la misma manera
en el modelo de STZ icv en ratas macho Wistar Knezovic et al., (2015), encontraron un
periodo de recuperacion en la tarea de LAM, el cual fue de 30 a 60 dias posteriores a la
administracién del farmaco sin embargo, el aumento del depésito del péptido BA 'y de la
fosforilacion de tau continué en el tiempo. Recordemos que tratamos con modelos
animales y pueden no semejar en su totalidad la enfermedad encontrada en el ser
humano, por lo que el hallazgo de la presencia de una curva de aprendizaje en los
animales a los 30 dias después de la STZ icv puede no ser sinbnimo de desaparicion de
la enfermedad de la EA, sino de una modificacion de esta. En este punto también
podemos discutir los hallazgos de la velocidad promedio evaluada durante la tarea del
LAM, en el cual no hubo diferencias entre el grupo VEH y el STZ ni a los 15 ni a los 30
dias y esto concuerda con las hipotesis propuestas, sustentadas en la literatura de
autores como Chen et al., (2013) y Rostami et al., (2017), que explican por medio de la
prueba del rotarod que no existen deficiencias motoras en los animales. Por lo cual, el
deterioro en la memoria de nuestro modelo constatado por: el aumento en la latencia de
escape, la disminucion en el numero de cruces al cuadrante objetivo y mayor distancia
recorrida encontrado en los animales con STZ en el LAM no es debido a problemas

motores.
13.4 De la memoria espacial

La tarea del laberinto acuatico de Morris es un paradigma conductual que evallta la
memoria espacial (Vorhees y Williams, 2006), en este proyecto encontramos que tanto a
los 15 como a los 30 dias hubo deterioro en la memoria espacial en los animales con STZ
icv, lo cual concuerda con las hipétesis postuladas ya que diversos autores como Chen
etal., (2013;), Cui etal., (2018) y Sasaki-Hamada et al., (2019), han evidenciado el

detrimento en la memoria espacial en estos dos periodos de tiempo.
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El deterioro cognitivo progresivo es un criterio fundamental que debe de estar
presente para considerar una demencia (McKhann GM, 2011), por lo que el deterioro en
la memoria encontrado con la STZ icv sostiene fundamentalmente al modelo como una
neurodegeneracion tipo EA. En el ser humano este deterioro se describe como una
alteracion de la memoria declarativa en la cual el hipocampo se ve involucrado (Holtzman
et al., 2011). Trasladando este hallazgo al modelo murino se tiene una alteracion de la
memoria espacial en la cual se ve involucrada la regién del hipocampo dorsal (Vorhees
y Williams, 2014). Integrando la totalidad de los datos encontrados por el LAM tenemos
gue en el grupo de STZ icv a los 15 dias posteriores a su inyeccién, existioé una disfuncion
en el proceso de adquisicidn y consolidacién, pero en el grupo de STZ icv a los 30 dias

posteriores a su inyeccion solo existio deterioro en la consolidacion, no en la adquisicion.

Ademas, se reconoce que las memorias contindan siendo dinamicas después de
la consolidacion, lo que implica que en la evocacion se abren ventanas en las cuales las
memorias son susceptibles de modificacion y que puede resultar en su degradacion,
estabilizacion o reforzamiento (Herszage y Censor, 2018). En este aspecto existen dos
conceptos que llaman la atencion: interferencia y generalizacion, el primero definido como
una competencia por la sintesis de proteinas entre dos memorias con diferentes
ensambles neuronales que son activados a la par, o dentro de un corto espacio de tiempo
resultando en la disminucién del desempefio de una tarea; mientras que el segundo se
define como, la transferencia de una memoria hacia otra memoria que se activo al mismo
tiempo, resultando en el aumento de la eficacia por el fortalecimiento de los ensambles
neuronales (Herszage y Censor, 2018). Aunado a esto, se reconoce en la EA una
disfuncion sinaptica que se traduce conductualmente como una interferencia o una
disfuncion en la generalizacion, ya que los pacientes presentan una menor habilidad para
generalizar memorias (Bodi et al., 2009). Entonces, trasladando estos conceptos a los
hallazgos de este proyecto, existe la posibilidad que en el grupo STZ durante la sesion
de prueba a) existiera otra memoria que interfiera con lo ya aprendido y se reflejé como
un deterioro en la memoria 0, b) los animales tienen caracteristicas similares a la EA, por
lo cual no pudieron generalizar la tarea de esa sesion (nadar 60s en el tanque intentando
encontrar la plataforma en el cuadrante designado) dado que ellos ya tenian una curva

de aprendizaje y les tomaba menor tiempo nadar hacia la plataforma. Con esta
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informacién se deduce que el deterioro en la memoria encontrado en los animales con
STZ podria deberse a una interferencia en la evocacion o al deterioro en la generalizacion

impidiendo un adecuado desempefio al evocar la tarea.
13.5 Del RI

La insulinay el RI han sido implicados en el proceso del aprendizaje y la memoria a nivel
hipocampal y se postulan como un mecanismo por el cual se promueve la plasticidad
sindptica al estimular la expresion de receptores glutamatérgicos en la membrana celular
(Soto et al., 2019).

Con respecto a los resultados encontrados para el Rl en las regiones de CAl-
oriens y CA1-CP, se satisface la hipotesis de una disminucion del Rl a nivel del CAl para
el grupo STZ 15 dias. Sin embargo, al no haber encontrado cambios en la region del CA3
del grupo STZ 15 dias ni en el grupo STZ 30 dias tanto en la region del CA1 como del
CA3, se acepta la hipodtesis nula para estos casos. Autores como Stanley et al., (2016),
sefalan en seres humanos la implicacion de diversas regiones hipocampales como, el
CAl, el CA3y el GD con la regulacion a la baja de los RI en la demencia de Alzheimer.
En el modelo de STZ icv se ha demostrado la disminucién de los RI en regiones como el
CAly el CA3 (Zappa Villar et al., 2018) sin embargo, no se ha dilucidado por estratos.
En este trabajo demostramos que existe una disminucion de Rl en la region del CA1-CP
y CAl-oriens en el grupo STZ 15 dias. Previamente Gupta et al., (2018) y Zappa Villar
et al.,, (2018), demostraron una disminucion neuronal de la capa piramidal del CAl,
aunado a una disminucion del arbol dendritico en este modelo. Autores como Zhao et al.,
(1999) reportaron en ratones wild-type que después del entrenamiento en el LAM se
aprecia en la region del CA1 una redistribucion y aumento del mRNA y de la proteina del
RI a nivel de las dendritas y del nacleo, pero De Felice et al., (2009) demostro por cultivos
neuronales expuestos a la STZ una disminucion de los RI a nivel de las dendritas
neuronales hipocampales. Entonces, bajo este contexto podria ser qgue nos encontremos
ante dos posibilidades: existe una perdida neuronal a nivel del CA1-CP que
consecuentemente condicionaria la perdida de los Rl o, la STZ ocasiona una regulacion

a la baja de los RI que en este caso se reflejo tanto en el CA1-CP como en CAl-oriens.
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Se sabe que el hipocampo dorsal es una regidbn con predisposicion a la
vulnerabilidad neuronal porque en experimentos con modelos murinos de hipoxia-
isquemia que culminan con hipometabolismo celular, laregién CAl es la primera en verse
afectada con la muerte neuronal de la CP (Schmidt-Kastner, 2015). Ademas, se sabe que
la EA presenta un hipometabolismo celular que inicia en el hipocampo y que con el paso
del tiempo se generaliza a la corteza temporal (L. Mosconi et al., 2005; L Mosconi et al.,
2008). Entonces existe la posibilidad que en el modelo STZ icv la afectacién de la CP y
del stratum oriens a los 15 dias este dado por ser un modelo de neurodegeneracion tipo
Alzheimer que imite los cambios de hipometabolismo celular y, por la vulnerabilidad
neuronal intrinseca del CA1 que permitié dilucidar cambios neuronales tempranos con la
STZ icv.

Respecto al grupo de STZ 30 dias, el no haber encontrado cambios en el RI se
podria deber, como se comentd previamente, a una recuperacion de los mecanismos de

plasticidad sinaptica en este periodo de tiempo.

Retomando el disefio publicado acerca de inyectar intrahipocampalmente
lentivirus anti-RIl y donde se redujo la expresion de los RI hasta en un 70% a los 21 dias
(Grillo etal., 2015), se podria especular que en nuestro modelo la disminucion de la
expresion de los Rl en el grupo STZ 15 dias fue del 70% o mas, lo suficiente para producir
deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial pero en el grupo STZ 30 dias al no
haber cambios en el Rl comparado con el grupo VEH, pudo haber una recuperacion de
los mecanismos de plasticidad sinaptica y por ende, la expresion de los Rl seria mayor
del 30%, lo cual se reflejo6 de manera conductual por una curva de aprendizaje
significativa pero un pobre desempefio durante la sesion de prueba del LAM, hallazgos
gue concuerdan con lo descrito por Grillo et al., (2015) al haber evaluado a sus animales

4 semanas después de la inyeccion de los lentivirus.
13.6 Del péptido BA

En cuanto a los resultados del péptido BA 1-42, de manera cualitativa lo encontramos

presente en la regién del CA3, tanto a los 15 como a los 30 dias en el grupo STZ, este
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resultado concuerda con las hipotesis propuestas de algunos autores como Ravelli et al.,

(2016), quien ha descrito cuantitativamente su presencia.

El péptido BA se reconoce como el factor principal de la hipétesis de la cascada
BA 'y se describe a su fraccién 1-42 como una de las involucradas en la EA (Cline et al.,
2018) por lo cual, efectivamente este es un modelo que puede simular la EA por la
aparicion del péptido BA, el cual es un factor necesario para poder valorar la presencia o

ausencia de la enfermedad.

Por otra parte, se han descrito diversos mecanismos por los cuales el péptido BA
influye sobre la cascada de insulina y se asocia con la teoria de la diabetes tipo 3, por
ejemplo: 1) el argumento acerca de que el péptido BA puede ser eliminado gracias a la
EDI, que como su nombre lo indica degrada a la insulina, al presentar mayor afinidad
hacia la insulina, aunque ante un estado de resistencia a la insulina la EDI promueve en
mayor medida la degradacion de la insulina mientras permea la acumulacion del péptido
BA (Kochkina et al., 2015). Adicionalmente, la EDI se encuentra disminuida en la
resistencia a la insulina probablemente por una menor estabilidad de la enzima o un
aumento en su degradacion (Osmanovic Barilar et al., 2014). 2) Se plantea la teoria intra
y extracelular ya propuesta Liao y Xu, (2015), en la cual se relaciona la presencia de
péptido BA intracelular y/o de los oligdmeros extracelulares como factores que pueden
impedir el adecuado funcionamiento del receptor de insulina y su cascada rio abajo, la
teoria extracelular lo propone por medio de la unién de los oligdmeros del péptido BA a
las dendritas en cultivos neuronales, mientras que la teoria intracelular propone al péptido
BA intracelular como interruptor de la asociacion entre PDK y Akt, evitando su activacion.
3) Se conoce que ante la presencia del péptido BA se produce interferencia sinaptica y
endocitosis de las subunidades de los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA, la
internalizacion de estos receptores da como resultado un impedimento para la
potenciacion a largo plazo y la memoria. Aunque los mecanismos subyacentes de esta
relacion aun no son vislumbrados, algunos autores (Grillo et al., 2015) proponen que la
insulina y su cascada facilitan la plasticidad sindptica al promover la expresion de los
receptores NMDA y AMPA, por eso los modelos animales con resistencia a la insulina

hipocampal presentan alteraciones en la memoria.
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Con respecto a la region hipocampal CA3, esta es conocida por formar parte del
circuito trisindptico y por su arquitectura anatémica que permite la modificacion sinptica
asociativa a nivel local y la activacion recurrente y esporadica, por consiguiente, se
propone como un area en la que la informacion multimodal puede ser procesada,
almacenada y eventualmente evocada a partir de entradas parciales (Daumas, 2005).
Por lo mencionado previamente, la presencia del péptido BA a este nivel interfiriria con la

fisiologia sinptica de esta region.

Entonces, integrando los hallazgos histolégicos del grupo STZ de 15 dias
(disminucién de los Rl en CAl y presencia del péptido BA en CA3), se infiere que el
péptido BA y la disminucién de los RI podrian tener cabida como factores que
contribuyeron a la falta de una curva de aprendizaje y al deterioro en la memoria espacial
para este periodo de tiempo, ya que posiblemente y de acuerdo con reportes previos
(Grillo etal., 2015) los Rl y el péptido BA disminuyen la cantidad de receptores
glutamatérgicos a nivel membranal y por ende la potenciacion a largo plazo y la
plasticidad sinaptica; mientras que en el grupo STZ de 30 dias al estar presente el péptido
BA pero sin haber cambios en el RI, podria haber una recuperacién de los mecanismos
de plasticidad sinaptica, por eso los animales solo presentaron deterioro en la memoria y

no en la curva de aprendizaje.

No se debe pasar por alto el hecho que solo se analiz6 cualitativamente una region
hipocampal, la que se aprecié con mayor intensidad de sefial en el animal utilizado como
control positivo (3xTg), tendrian que considerarse mediciones cuantitativas y en las
diferentes regiones hipocampales para tener estimaciones mas precisas sobre el

comportamiento del péptido BA y su incursion en este modelo.
13.7 Del pSRI (Ser307)

Referente a los resultados obtenidos del pSRI-1 (Ser 307), en ambos grupos STZ de 15
y 30 dias no encontramos modificacion alguna en el pSRI-1 (Ser 307) comparados con
el grupo VEH. Este hallazgo no satisface las hipétesis propuestas, ya que por otros

estudios (Hancer et al., 2014; Kapogiannis et al., 2015) se han encontrado elevaciones
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de este residuo (Ser 307) en el hipocampo de pacientes con la EA y se esperaba que

nuestro modelo pudiera realmente imitar la EA en la evaluacion de este residuo.

Sin embargo, la razon por la cual no encontramos modificacién en este residuo
podria deberse a que en los reportes previos el andlisis fue realizado por medio de
Western blot de la totalidad del hipocampo, mientras que en este proyecto el andlisis se
realiz6 por inmunofluorescencia dividiendo las regiones hipocampales y subdividiendo
por estratos, por lo cual la variacion en la técnica y el andlisis podria llevarnos a resultados
diferentes al compararlo con la suma total de sus partes y por eso encontramos
resultados estadisticamente no significativos. Ademas, el realizar la evaluacién de
proteinas por medio de inmunofluorescencia es complejo dado que no hay una fuente
definitiva de informacion de la distribuciéon de proteinas en tejidos y compartimentos
subcelulares, por lo cual el enfoque con la técnica de Western blot o inmunoblot suele ser
utilizado para la evaluacion de proteinas fosforiladas, ademas que en una misma
membrana puede también ser evaluada la proteina total y por ende obtener la proporcion
proteina fosforilada/total (Lund y Browning, 2017). El propésito de este proyecto fue el
apoyo a la cacterizacion del modelo de STZ icv por técnicas que permitieran describir y
mantener la integridad del tejido para su analisis, por eso solo reportamos la evaluacion
a nivel de las regiones hipocampales ya mencionadas y sus correspondientes estratos.
Sin embargo, no se descarta el uso de Western blot para una evaluacion complementaria.
No excluimos la posibilidad que en este modelo exista un aumento en la fraccién total del
SRI-1 como ya ha sido reportado (Chen et al., 2013) en otras cepas con STZ icv 0 que
en el ratobn CD1 con STZ icv exista el incremento de otros residuos de serina involucrados
con un estado de resistencia a la insulina aunado a deterioro en la memoria, como son
los residuos: Ser612, Ser632 y Ser1097 (Wang et al., 2019).

13.8 Limitaciones y perspectivas

Las limitaciones radican en que se evalué la memoria espacial durante un corto periodo
de tiempo (15 y 30 dias después de la administracion de STZ), la estimacion del péptido
BA fue cualitativa y Unicamente se evalué la fosforilacién de un residuo de serina del SRI-
1.
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Como una extensién de ese proyecto se propone la evaluacion del modelo por 6
meses para conocer si los cambios encontrados en la memoria espacial, asi como en el
hipocampo perduran, se modifican a la alza o el modelo revierte su condicién. También,
se propone cuantificar el péptido BA en las distintas regiones hipocampales, estudiar los
diversos componentes involucrados en la via de sefalizacion de la insulina relacionados
con laresistencia a la insulina y la plasticidad sinaptica en el hipocampo dorsal, como Akt
y distintos residuos de serina (Ser612, Ser, 632, Serl097) del SRI-1, asi como las
subunidades de los receptores glutamatérgicos (NMDA y AMPA), por su relacion con la

memoria.
14. CONCLUSIONES

El modelo de neurodegeneracion tipo EA esporadica por STZ icv mostro deterioro
transitorio de la memoria espacial sin involucrar hiperglucemia sistémica. Nuestros datos
sugieren que el fallo en la memoria espacial observado a los 15 dias es dependiente del
RI a nivel del CA1-CP y del CAl-oriens, asi como del péptido BA en CA3, mientras que

el deterioro en la memoria encontrado a los 30 dias solo es dependiente del péptido BA.
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