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Abreviaturas
(APP) Proteina precursora amiloide

(BA) Beta amiloide

(BACE-1) Beta secretasa

(DMT?2) Diabetes mellitus tipo 2

(EA) Enfermedad de Alzheimer

(EO) Estrés oxidante

(GSK-3) Glucdgeno sintasa quinasa 3
(IDE) Enzima degradadora de insulina
(NOR) Reconocimiento de objeto novedoso
(R1) Resistencia a la insulina

(SNC) Sistema nervioso central

(SM) Sindrome metabdlico

(STZ) Estreptozotocina



Resumen
La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por un déficit progresivo de la memoria y otras

funciones cognitivas. Las investigaciones clinicas demuestran que alteraciones en la
funcién olfativa ocurren de manera temprana en pacientes con Alzheimer. Un factor de
riesgo muy importante para desarrollar Alzheimer es el sindrome metabdlico, que es un
conjunto de alteraciones clinicas, metabdlicas y bioquimicas. Dos alteraciones presentes en
el sindrome metabodlico, y que participan en la formacion de placas neuriticas, son la

resistencia a la insulina y el estrés oxidante.

Los modelos de sindrome metabdlico en roedores utilizan intervenciones
farmacologicas o modificaciones en la alimentacion como el consumo de dietas altas en
grasas. Sin embargo, estas intervenciones generan alteraciones que asemejan a etapas
tempranas de la diabetes mellitus tipo 2, en donde la produccién de insulina se encuentra
disminuida. No existe informacion acerca de modelos que asemejen alteraciones tempranas
en el metabolismo y que se relacione con las alteraciones involucradas en la formacion de
placas neuriticas. Tampoco se sabe si la resistencia a la insulina y el estrés oxidante
participen en el deterioro del olfato que se observa en los pacientes con enfermedad de

Alzheimer.

En esta investigacion, se utiliz6 un modelo de sindrome metabdlico inducido por una
dieta alta en carbohidratos en ratas Wistar, el cual se conoce que genera resistencia a la
insulina, pero el metabolismo de glucosa permanece sin cambios. Se realizaron las pruebas
de habituacion/deshabituacion y la prueba del chocolate escondido para evaluar el olfato, y
la prueba de reconocimiento del objeto novedoso para evaluar la memoria. Se analizé la
activacion de dos proteinas involucradas en la via de sefializacion de la insulina: el receptor
a insulina y la proteina AKT, y la expresion de la proteina precursora amiloide y de la
enzima beta secretasa en el hipocampo y en el bulbo olfatorio de las ratas. Se determinaron
los niveles de malondialdehido, un producto de la lipoperoxidacion, en las mismas areas del
cerebro. Y se buscaron cambios en la morfologia neuronal, utilizando la tincion de violeta
de cresilo, y marcas de neurodegeneracion, con la tincién Fluoro Jade-C, en cortes del

hipocampo y bulbo olfatorio.



El sindrome metabdlico inducido por una dieta alta en carbohidratos provocd
alteraciones en el olfato y un mejor desempefio en la memoria. La disfuncion olfativa
estuvo acompariada por una resistencia a la insulina en el bulbo olfatorio, pero sin cambios
en la expresion de la proteina precursora amiloide ni en los niveles de malondialdehido. Por
otro lado, el mejor desempefio de la memoria fue acompafiado por una mayor activacién de
la via de la insulina, menor expresion de la proteina precursora amiloide y menores niveles
de malondialdehido en el hipocampo. Se necesita estudiar otros elementos, tanto del
sindrome metabdlico como de la enfermedad de Alzheimer, que pudieran estar

involucrados en la disfuncion olfativa que se observo con este modelo.

Palabras clave:

Enfermedad de Alzheimer, resistencia a la insulina, estrés oxidante.



1. Introduccion
En México, la poblacion de adultos mayores a 65 afios en el 2015 era de 12.4 millones de

personas, representando 6.8 % de la poblacion. El porcentaje de este sector crecerd a 10.3
% de la poblacién nacional en el 2030 y 16.8 % para 2050 (Consejo Nacional de Poblacion,
2016; Rivera-Silva, Rodriguez-Reyes & Trevifio-Alanis, 2018). El envejecimiento es un
factor de riesgo para desarrollar demencia; que es un trastorno crénico y progresivo,
caracterizado por una pérdida cognitiva (National Institute of Health, 2017). Entre las
funciones cognitivas que son afectadas estan la memoria, orientacién, aprendizaje y
lenguaje. Estas alteraciones son acompafiadas o precedidas por deterioro del control

emocional, conducta social o motivacion (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

Enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas comun, representando 60 a 70% de
los casos (Organizacién Mundial de la Salud, 2019). Esta enfermedad neurodegenerativa
irreversible e incurable se caracteriza por un déficit progresivo de la memoria y cognicion
(Zveiova, 2019). En su ultima etapa, los pacientes se vuelven completamente dependientes
de cuidadores externos (Sanes & Jessell, 2013). Se estima que para el afio 2050, en México
existiran 3.5 millones de adultos mayores con EA (Gutierrez-Robledo & Arrieta-Cruz,
2015) retando a sus familiares y cuidadores, asi como a las politicas de salud nacionales.
Las investigaciones clinicas demuestran que se presentan alteraciones en la funcion
olfativa de manera temprana en los pacientes con la EA (Devanand, 2016; Kreisl et al.,
2018). Las alteraciones en el olfato también estan presentes en otras enfermedades
neurodegenerativas, como Parkinson, Huntington y otras (Hawkes, 2006). Esto sugiere que
estos cambios en el olfato podrian utilizarse como marcadores tempranos del inicio de los

trastornos neurodegenerativos.

Factores de riesgo de la EA

La EA se puede clasificar en dos tipos por su patogénesis: familiar y esporadica (Sanes &
Jessell, 2013). La EA familiar se da por la influencia de mutaciones en genes que codifican
para proteinas implicadas en la formacion de placas neuriticas. Estas proteinas son la

proteina precursora amiloide (APP), asi como presenilina 1y 2 (Vandenberghe & Tournoy,



2005). Sin embargo, menos de un 1 % de los casos totales corresponden a EA familiar
(Blennow, de Leon & Zetterberg, 2006).

Se han descrito diversos factores de riesgo para el desarrollo de EA esporadica,
como: poca actividad fisica, baja reserva cognitiva (debido a bajos niveles de educacion,
poca actividad cognitiva), pérdida de la audicién, trauma craneoencefalico, depresién y
riesgos vasculares debidos a diabetes, hipertension, dislipidemia, obesidad y sindrome
metabdlico (Atri, 2019).

Sindrome metabdlico

Un importante factor de riesgo para el desarrollo de la EA es padecer el sindrome
metabdlico (SM) o diabetes en la edad adulta (Gutierrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015). El
SM es un conjunto de alteraciones clinicas, metabolicas y bioquimicas, como la adiposidad
central, hipertension, hiperglicemia y dislipidemias (Zafar et al., 2018). EI SM incrementa
el riesgo de desarrollar diabetes mellitus, enfermedades cerebro-vasculares y céancer
(Bokura et al., 2008; Brauna et al., 2011; International Diabetes Federation, 2005).

Factores de riesgo del SM

La patogénesis del SM es compleja, ya que resulta de la interaccion de factores genéticos y
ambientales, éstos Gltimos incluyen una baja o nula actividad fisica y una alta ingesta
caldrica (Zafar et al., 2018). La alta disponibilidad de alimentos procesados e hipercaldricos
(con altos porcentajes de azucares y grasas) ha promovido un aumento en la prevalencia del
SM (Pérez-Herrera & Cruz-Lépez, 2019). Estos elementos, aunados a baja actividad fisica,
resultan en altos porcentajes de alteraciones metabdlicas en la poblacion adulta. En la
poblacion mexicana 75.8 % tiene sobrepeso y obesidad, 10.3 % padece diabetes mellitus y

16.6 % sufre de hipertension (Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, 2019).

Diagnéstico del SM
Diversas organizaciones internacionales han propuesto criterios para el diagnéstico del SM
(Huang, 2009). Sin embargo, de acuerdo a la unificacién de criterios (Alberti et al., 2009),

se considera que una persona padece de SM si presenta 3 de las siguientes 5 alteraciones:



- Incremento de la circunferencia abdominal (valores ajustados a cada grupo étnico

en donde se realice la medicion).

- Elevacion de triglicéridos: mayores o iguales 150 mg/dL.

- Disminucién del colesterol HDL: menor de 40 mg/dL en hombres 0 menor de 50

mg/dL en mujeres.

- Elevacion de la presion arterial: sistolica mayor o igual a 130 mmHg y/o distolica

mayor o igual a 85 mmHog.

- Elevacion de la glucosa en ayuno: mayor o igual a 100 mg/dL.

El aumento de la circunferencia abdominal es uno de los elementos claves para el
diagnostico del SM. Este incremento se debe a una mayor acumulacion de tejido adiposo
visceral, el cual tiene una correlacion positiva con el diagnostico del SM (Hung et al.,
2014). Los individuos con mayor grado de adiposidad (acumulacion de tejido adiposo)
también presentan un estado proinflamatorio y dislipidemias (Rochlani et al., 2017). Se ha
propuesto que estos cambios dan origen a la resistencia a la insulina (RI) y al estrés

oxidante (EO), condiciones presentes en el SM (Zafar et al., 2018).

Justificacion

Los adultos mayores tienen una alta prevalencia de enfermedades crénicas como obesidad y
sindrome metabolico, que son factores de riesgo para el desarrollo de demencias como la
EA. En nuestro pais, la epidemia de obesidad y SM aumentara exponencialmente el nimero
de adultos mayores con obesidad y que padezcan también demencias como la EA. Por lo
tanto, conocer los mecanismos tempranos que incrementan el riesgo de padecer EA
asociado a dietas altas en azucar proporcionard métodos de intervencién y tratamiento mas

efectivos, que retrasen o prevengan la aparicion de esta enfermedad.

2. Antecedentes
Diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

En una guia para el diagnostico de la EA cabe destacar: cumplir con los criterios de
demencia (Anexo 1), inicio progresivo de la enfermedad, déficits cognitivos amnésicos
(dificultad en aprendizaje y evocacion de nueva informacién) y no amnésicos (lenguaje,

visién o funciones ejecutivas) y sin evidencia de otras lesiones o trastornos neuroldgicos
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(McKhann, 2012). EIl diagnéstico definitivo de la EA se obtiene post-mortem, al observar
lesiones caracteristicas en los cerebros. Estas son las placas neuriticas, formadas por
péptidos beta amiloide (BA), y los ovillos neurofibrilares, formados por proteinas tau

hiperfosforiladas (Mena Lopez et al., 2003).

Teoria amiloidogénica de la enfermedad de Alzheimer

Por més de 20 afios, la teoria amiloide ha predominado el campo de estudio de la EA. Esta
teoria postula que “el deposito de los péptidos BA, el principal componente de las placas
neuriticas, es el agente principal de la patologia de la EA y que los ovillos neurofibrilares,
pérdida de neuronas, dafo vascular y demencia son resultado de esta acumulacion” (Hardy

& Higgins, 1992).

Proteina precursora amiloide

Los péptidos BA son el mayor elemento que conforman a las placas neuriticas. Se forman
debido al procesamiento inadecuado de la proteina precursora amiloide (APP, Sajjad et al.,
2018). La APP es una proteina transmembranal de un solo paso que cuenta con un dominio
extracelular grande (O’Brien & Wong, 2011). Diversas variantes de esta proteina se
expresan en tejidos de todo el cuerpo. La isoforma APP695 es la que predominantemente se
expresa en el cerebro (Van Der Kant & Goldstein, 2015). No se conoce con exactitud la
funcidn de esta proteina, sin embargo, las investigaciones sugieren que esta involucrada en
diversas funciones. Algunos ejemplos son: promover la sinaptogénesis, axonogénesis,

adhesion neuronal e inducir la activacion de vias relacionadas a apoptosis (Bateman, 2019).

Procesamiento de la APP

La APP tiene dos vias de procesamiento: la no amiloidogénica y la amiloidogénica (Mena
Lopez et al, 2003). En la primera, las enzimas alfa y gama secretasas cortan
secuencialmente a la APP liberando diversos fragmentos (Figura 1A) (Marr, 2016; Penke,
Bogar & Livia, 2017). En la via amiloidogénica, la accion de la enzima beta secretasa
(BACE-1) produce un péptido que es procesado por la gama secretasa, liberando BA (Marr,
2016, Figura 1B).
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Figura 1. Via de sefalizacion de la insulina cerebral en relacion a la EA. A) En
condiciones normales, la cascada de la insulina fomenta el correcto funcionamiento
neuronal, participa en el procesamiento no amiloidogénico de la APP y mantiene niveles de
lipoperoxidacion bajos permitiendo un funcionamiento normal del olfato y la memoria. B)
La resistencia a la insulina inducida por dietas altas en grasas favorece el procesamiento
amiloidogénico de la APP (acumulacion de péptidos PA) y mayores niveles de
lipoperoxidacién causando la disfuncion del olfato y memoria. Modificada de Marr, 2016 y

Pandini et al., 2013, creada con biorender.com.

Alteraciones cognitivas y sensoriales en Alzheimer: memoria y olfato

El principal cambio que notan los pacientes con EA y las personas que conviven con ellos
es el olvido de informacion tanto semantica como declarativa (Jahn, 2013). A este
problema le subyace un deterioro progresivo en la memoria, que representa el sintoma
clinico méas evidente (Sperling et al., 2010). La memoria de reconocimiento, la cual se
refiere a la habilidad para juzgar si se ha encontrado un estimulo especifico anteriormente y
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permite distinguir eventos familiares de novedosos en nuestra vida cotidiana (Warburton,
2018), se encuentra frecuentemente alterada en personas con envejecimiento y pacientes
con EA (Callahan & Terry, 2018).

Estudios longitudinales recientes indican que adultos mayores con bajos puntajes en
pruebas olfativas tienen una alta probabilidad de mostrar un declive cognitivo mayor y de
desarrollar demencia en los siguientes afios que los adultos mayores con una funcion
olfativa sana (Dintica et al., 2019; Kreisl et al., 2018; Yaffe et al., 2017). Debido a que las
alteraciones en el olfato preceden a los sintomas clasicos de enfermedades
neurodegenerativas (como la pérdida de la memoria en la EA), la disfuncion olfativa ha
sido propuesta como un biomarcador de inicio temprano de demencia (Devanand, 2016;
Dintica et al., 2019; Zanto et al., 2010). En los cerebros de personas con EA temprana, se
ha encontrado una mayor acumulacion de péptidos BA en el bulbo olfatorio que en el resto
del cerebro (T. Kovacs, Cairns & Lantos, 1999; Tibor Kovacs, Cairns & Lantos, 2001).

Se han reportado alteraciones de la funcion olfativa en modelos animales de la EA
(Prediger et al., 2019). En ratones transgénicos que sobreexpresaban la APP humana se
encontrd una disminucion de la funcion olfativa, asi como una acumulacion temprana de
péptidos BA en el bulbo olfatorio (Wesson et al., 2013). Asimismo, en un ratones triple
transgénico de la EA se encontrd una alteracion en el desempefio de una tarea de memoria
olfativa y acumulacion de péptidos BA en centros de procesamiento olfativo, como la
corteza anterior piriforme y entorrinal (Cassano et al., 2011).

Poco se sabe sobre el origen de las placas neuriticas. Menos de un 1 % de los casos
totales de EA corresponden a factores genéticos (Blennow et al., 2006). Ademas, los
farmacos que se han desarrollado para combatir la EA, promoviendo el desecho de los
péptidos PA o inhibiendo la actividad de la enzima BACE-1, han fallado en demostrar
mejoria para los pacientes (Abbott & Dolgin, 2016; Carroll, 2017). Por tanto, se ha
propuesto que las lesiones histopatolégicas de la EA son una consecuencia de un problema
gue subyace a la EA (Dolgin, 2016).

Interseccion de la enfermedad de Alzheimer y sindrome metabdlico
Estudios recientes muestran que existen alteraciones en la sefializacion de la insulina en la

EA (Kubis-Kubiak, Rorbach-Dolata & Piwowar, 2019). Hay disminucién en la expresion
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del receptor a insulina inducida por oligomeros BA en el cerebro de pacientes humanos con
EA (Kang, Lee & Lee, 2017). Por lo anterior se ha propuesto que se conozca a la EA como
diabetes mellitus tipo 3 (de la Monte & Wands, 2008).

Estos cambios van acompafiados por estrés oxidante (Maslov et al., 2019). El EO se
refiere al desequilibrio entre la oxidacion y los mecanismos antioxidantes, que lleva a la
generacion de radicales libres y a una disminucién en la velocidad de su neutralizacion
(Barbosa et al., 2008). El cerebro de personas con EA presenta un dafio oxidante
significativo, en donde la acumulacion de péptidos BA trac como consecuencia un aumento
del EO (Huang, Zhang, & Chen, 2016). Sin embargo, se ha descrito que el EO puede
participar en la patogénesis de la EA. Se ha encontrado aumento de especies reactivas de
oxigeno mitocondriales, aumento de productos de oxidacion de lipidos, proteinas, ADN y
ARN en el cerebro de pacientes en etapas tempranas de la EA (Cheignon et al., 2018). Por
ello, se desconoce si el EO es una causa 0 una consecuencia en la EA (Luque-Contreras et
al., 2014).

La via de sefializacion de la insulina

La insulina es una hormona de 51 aminoacidos producida por las células beta pancreaticas.
Su sintesis y liberacion se debe a un aumento de la glucosa en la sangre circulante (Arnold
et al., 2018). El receptor a insulina es expresado en casi todas las células del organismo.
Ejerce un importante rol fisioldgico en el higado, musculo y en el tejido adiposo (Watanabe
et al., 1998). En el cerebro, los mayores niveles de expresion del receptor a insulina se
encuentran en el bulbo olfatorio y cerebelo, seguidos del hipotdlamo e hipocampo
(Fernandez & Torres-Aleman, 2012).

La insulina entra al parénguima cerebral atravesando la barrera hematoencefélica y el
plexo coroideo (Fernandez & Torres-Aleman, 2012). Se ha observado que un 1 % de la
insulina sistémica alcanza el sistema nervioso central (SNC) (Plum, Schubert & Bru, 2005).
Sin embargo, algunas areas del cerebro no estan protegidas por la barrera hematoencefélica,
como el bulbo olfatorio. En humanos, la administracion intranasal de insulina aumenta los
niveles de la hormona en el liquido cefalorraquideo sin afectar los niveles sistémicos. (Lee
et al., 2016).
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Tras la activacion del receptor de la insulina, se activan sefiales metabdlicas
involucradas en la captacion y utilizacion de la glucosa; y sefiales mitogénicas (Petersen &
Shulman, 2018). Una proteina rio debajo de la via de sefalizacion de la insulina es la
proteina AKT, la cual se ha reportado tiene mas de 100 proteinas blanco a las cuales
fosforila directamente. Entre sus blancos se incluyen proteinas cinasas, factores de
transcripcion, proteinas de trafico vesicular, enzimas metabdlicas entre otras. Esto sugiere
un amplio y diverso repertorio de efectos rio abajo en los que estan involucradas la
supervivencia, la proliferacion, el metabolismo y el crecimiento celular (Manning & Toker,
2017).

Resistencia a la insulina y modelos de SM

La incapacidad de los tejidos blancos de responder a los niveles ordinarios de insulina
circulante es lo que se conoce como la resistencia a la insulina (Mlinar et al., 2007). Esta
incapacidad de respuesta se puede deber a la regulacion a la baja de los receptores a
insulina, una incapacidad de unién de la insulina a su receptor o una activacion defectuosa
de la via de sefializacion de la insulina (Arnold et al., 2018).

Para su estudio en el laboratorio, se han desarrollado diversos modelos animales (en
roedores principalmente) del SM. Entre los modelos méas representativos se encuentran
aquellos que son inducidos por manipulaciones nutrimentales, en donde se somete al roedor
a una dieta alta en carbohidratos y/o grasas; y los modelos inducidos farmacoldgicamente,
en donde se tratan a los roedores con farmacos para alterar el metabolismo de
carbohidratos. Uno de los farmacos que se utilizan es la estreptozotocina (STZ, Carvajal, et
al., 2017). La STZ es un antibidtico con efectos diabetogénicos, debido a la destruccion de
las células beta pancreaticas, generando una deficiencia en la produccion de insulina e
hiperglucemia, lo que asemeja un estado de diabetes tipo 1 (Furman, 2015). Ademas, se ha
demostrado que la STZ genera hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, elementos
presentes en el SM vy la diabetes mellitus tipo 2 (Reaven & Reaven, 1974).

De acuerdo al porcentaje de grasas agregadas a la dieta, se genera un modelo de
obesidad en menores tiempos, lo cual es una ventaja porque reduce los costos de mantener
alojados a los roedores (Speakman, 2019). Las dietas altas en grasas generan

hiperinsulinemia, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, acumulacion de tejido adiposo
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visceral y aumento del peso corporal, modelando un estado severo del SM (Lang et al.,
2019). En una modificacién de esta dieta, se utiliza junto con dosis bajas de STZ para
imitar el curso natural de la DMT2 (Srinivasan et al., 2005).

Las dietas altas en carbohidratos utilizan sacarosa o fructosa como sus principales
sustratos energéticos. Este tipo de dieta comunmente se administra diluida en el agua para
beber de los animales, en porcentajes del 10 — 30 % (Rodriguez-Correa et al., 2020). Las
alteraciones principales que producen este tipo de dieta son la hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y aumento del tejido adiposo. La ventaja de este
tipo de dieta es que modelan fases tempranas del SM, en donde los niveles circulantes de
glucosa se mantienen normales pero existe resistencia a la insulina (Rodriguez-Correa et
al., 2020).

Alteraciones sensoriales y cognitivas asociadas a la resistencia a la insulina

Se ha reportado en el invertebrado Caenorhabditis elegans que la via de la insulina esta
involucrada en los procesos olfativos utilizados por este organismo en la blasqueda de
alimento (Jiu etal., 2010). La evidencia clinica y los trabajos con modelos animales de
obesidad y SM han arrojado la hipdtesis de que los cambios en la via de la insulina pueden
ir acompariados de alteraciones olfativas que impactan en el aumento de la sensibilidad a
alimentos hipercaldricos y una falla en la deteccion y categorizacidn de olores (Rebolledo-
Solleiro et al., 2020). En un modelo de ratas diabéticas inducidas por una inyeccion de STZ
se encontré que las alteraciones en la funcion olfativa pueden ser debidas a alteraciones
histologicas (una disminucion del tamafio de las neuronas granulares y mitrales) y
microvasculares del bulbo olfatorio (Faizal & Khan, 2017).

El efecto de las dietas altas en carbohidratos sobre la cognicidn ha sido ampliamente
reportado. En un modelo de SM inducido por una administracion de sacarosa al 20% por 20
semanas, en ratas Wistar, se encontraron alteraciones en el aprendizaje motor, resistencia a
la insulina y marcadores de inflamacion. Sin embargo, no se encontraron conductas
relacionadas a ansiedad (Flores-Fuentes et al., 2021). Otro grupo de investigacion encontrd
que utilizando el mismo porcentaje de sacarosa diluida por 24 semanas generaba un
deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial, asi como una alteracion de la

potenciacion a largo plazo en el hipocampo (B. Zhao et al., 2020). Por ultimo, se encontrd
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una correlacion negativa entre los niveles circulantes de glucosa circulante y el tiempo de
exploracién hacia el objeto novedoso tras una administracion de sacarosa al 32 % por 8
semanas (Jurdak & Kanarek, 2009). En los modelos de SM inducidos por administracion de
sacarosa, se ha propuesto que el dafio cognitivo observado es independiente de la obesidad,
sino por otros factores como procesos de inflamacion sistémica (Beilharz, Maniam, &
Morris, 2015).

En un modelo de DMT2, inducido por una administracion de fructosa por 8 semanas
en ratones, se encontraron alteraciones en pruebas olfativas (mayor latencia para localizar
la pieza de comida escondida y una falla ante la deshabituacién frente un nuevo estimulo
olfativo). Estos cambios fueron acompafiados por una disminucion en la amplitud de la
corriente de neuronas del epitelio olfatorio (patch clamp y electro-olfatograma),
disminucion en marcadores de apoptosis y un nimero mayor de neuronas olfativas maduras
(Riviére et al., 2016). (justificacion fructosa=sacarosa)

Se ha evaluado el desempefio de una cepa de ratas diabéticas y ratas tratadas con una
dosis Unica de STZ en el laberinto acuatico de Morris. Se encontrd una correlacion positiva
entre el grado de resistencia a la insulina y la latencia de escape. Ademas, se encontro una
menor viabilidad neuronal y menor densidad dendritica en el area del CAL, asi como
menores niveles de fosforilacion de la proteina AKT (Xiang et al., 2015). Diversos grupos
de investigacion han reportado que la STZ sistémica genera alteraciones en la memoria
espacial y en la plasticidad sinaptica (Xiang, 2015; Zhao & Townsend, 2009). De igual
forma, la administracion intracerebral de STZ es capaz de generar alteraciones en el
daprendizaje y memoria e inhibir la funcién del receptor de insulina (de la Monte & Wands,
2008).

La administracion de STZ junto con una dieta alta en grasas genera una falla en la
memoria espacial, una disminucion de los niveles de insulina cerebral y bajos niveles de
fosforilacion de la proteina AKT en hipocampo y corteza (Kang, et al., 2017). Dietas altas
en grasas impactan el aprendizaje y la memoria en roedores (Cordner & Tamashiro, 2015),
asi como dietas altas en carbohidratos (Beilharz, Maniam & Morris, 2014; Buyukata et al.,
2018). En cambio, la reactivacion de la sefializacion de la insulina en el cerebro tiene un
efecto benefico en el desempefio en tareas cognitivas (W. Q. Zhao & Townsend, 2009).

Farmacos sensibilizadores a la insulina o antidiabéticos (Kang, et al., 2017; Lee et al.,
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2016) o alimentos altos en fibras, como el nopal (Sanchez-Tapia et al., 2017), han
demostrado restaurar la via de sefializacion de insulina y rescatar el desempefio normal en

pruebas de memoria espacial, en roedores sometidos a dietas altas en grasas.

Enfermedad de Alzheimer y resistencia a la insulina

Existe una influencia bidireccional entre la RI y la acumulacion de péptidos BA y el
comienzo de la EA. Bajos niveles de insulina central e hiperinsulinemia sistémica
promueven la acumulacién de los péptidos PA, asi como una disminuciéon en su
degradacion (Kullmann et al., 2016). En cambio, la inyeccion intracerebroventricular. de
oligbmeros PA produce RI e intolerancia a la glucosa sistémica (Kubis-Kubiak et al.,
2019).

Un mecanismo propuesto para la acumulacion de péptidos PA es mediante la
disminucion de su catabolismo mediante la enzima degradadora de insulina (IDE). Esta
enzima puede ser localizada en el citoplasma, membranas celulares, algunos organelos
como los endosomas o0 mitocondria y puede ser secretada al espacio extracelular. Se ha
propuesto que un estado de hiperinsulinemia central, la insulina compite por la IDE, lo que
genera una acumulacion de péptidos BA (Pivovarova et al., 2016).

Experimentos in vitro en cultivos celulares de neuronas, demostraron que la insulina
disminuye la acumulacion de péptidos BPA mediante la activacion de la proteina AKT, lo
que promueve una defosforilacion de la APP y una disminucion de su expresion (Pandini et
al., 2013). Otros estudios demostraron que cuando AKT no estd activa, se pierde la
fosforilacion de GSK-3B, lo que lleva a una hiperfosforilacion de la proteina tau,
componente principal de los ovillos neurofibrilares (Kang Kim et al., 2017).

Distintos grupos de investigacion han reportado el efecto que tienen las dietas altas
en carbohidratos sobre la patogénesis de la EA. El tratamiento con sacarosa generd la
hiperfosforilacion de la proteina tau y una pérdida en la inhibicion de la GSK-3p en el
hipocampo de ratones C57BL/6 (B. Zhao et al., 2020). En ratones doble transgénico de la
EA se encontré que tras una alimentacion con sacarosa al 10 % por 25 semanas hubo un
incremento en los niveles y en el deposito de beta amiloide hipocampales. Este aumento se
gener0 por un incremento en la expresion de la proteina apoE (Cao et al., 2007).

Alimentando a ratones transgénico con una dieta alta en sacarosa (dentro de los pellets de
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comida) provocd un aumento en los niveles de beta amiloide cortical, genero
neuroinflamacion y disminuyo la sensibilidad a la leptina (Yeh et al., 2020).

En un modelo transgénico de EA alimentado con una dieta alta en grasas, la
administracion de una dosis Unica de insulina sistémica aumenta los niveles plasmaticos del
péptido BA de 42 aminoacidos, lo que indica que ademas de evitar la acumulacion de los
péptidos PBA, la insulina tiene un efecto sobre su desecho fuera del SNC. Este aumento
plasmatico de BA correlaciona positivamente con el desempefio en pruebas de memoria
(Vandal et al., 2014).

Por dltimo, la RI inducida por STZ intraperitoneal favorece el procesamiento
amiloidogénico de la APP mediante la regulacién a la alta de la traduccion de la enzima
BACE-1 (Devi et al.,, 2012). En conclusion, de acuerdo a los estudios previamente
descritos, defectos en la sefializacion de la insulina conllevan a un aumento y acumulacion
de los péptidos BA por medio de: la disminucion de su degradacién por la IDE, mayor
expresion de la APP y un mayor procesamiento de ésta mediante la BACE-1; y una
disminucion en su desecho fuera del SNC (Figura 1).

A pesar de que el bulbo olfatorio de los roedores el &rea cerebral con mayor expresion
del receptor a insulina (Fernandez & Torres-Aleméan, 2012) y de la proteina BACE-1 (Laird
et al., 2005), se ha encontrado poca a nula evidencia si la RI tiene un efecto sobre la mayor
expresion de la APP y la BACE-1, lo cual aumentaria el riesgo de produccion y
acumulacion de péptidos BA en esta region. Tampoco se sabe si estas alteraciones,
provenientes de una sefializacion alterada de la insulina, causan las alteraciones tempranas
en el olfato.

Otra consideracion es que las investigaciones indujeron la resistencia a la insulina
mediante una dieta alta en grasas 0 STZ. Las dietas altas en grasas son efectivas en generar
RI1 y alteraciones en el metabolismo de la glucosa en pocas semanas (Rodriguez-Correa et
al., 2020). Sin embargo, existe poca evidencia del efecto de dietas altas en carbohidratos

sobre procesos amiloidogénicos en el bulbo olfatorio.

Estres oxidante y enfermedad de Alzheimer
En un modelo transgénico de EA en ratas se encontr6 mayor acumulacion de isoprostano en

la corteza e hipocampo de los roedores a los 8 meses de edad, mientras que la acumulacion
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de péptidos BA fue detectada a los 12 meses (Pratico et al., 2001). En cultivos de
neuroblastos olfatorios de pacientes con EA, se encontré niveles mayores de dafio por
estrés oxidante (Ghanbari et al., 2004).

Se ha demostrado que el EO puede reducir la activacion de la proteina AKT causando
un hipometabolismo de glucosa y RI en los adipocitos. En este sentido, la suplementacion
de antioxidantes como los flavonoides, disminuyeron los niveles de malondialdehido
(MDA) vy redujeron la RI (Maslov etal., 2019). También se ha reportado que ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas causé un incremento en los niveles de MDA y
otros productos del EO, asi como una disminucion en la expresion de la catalasa,
superéxido dismutasa y glutation peroxidasa, principales moléculas antioxidantes
(Mahmoudi, et al., 2018).

Existen niveles elevados de MDA, de péptidos BA, hiperfosforilacion de tau y una
disminucion en los niveles de activacion de la proteina AKT asociados a la EA. El
tratamiento con una glicoproteina (lactoferrina) recuper6 la activacion de esta proteina y
disminuyo los niveles de MDA, péptidos BA y la hiperfosforilacion de tau (Mohamed,
Salama & Schaalan, 2019).

3. Planteamiento del problema
Existen varios modelos de SM, en especial en roedores, que reciben tratamientos

nutrimentales o farmacoldgicos. Las dietas altas en grasas (por si solas o junto con la
administracion de STZ) son los métodos més utilizados, ya que requieren pocas semanas de
tratamiento; sin embargo, estos tratamientos modelan fases tardias del SM. Los animales
tratados con dietas altas en carbohidratos permiten modelar etapas tempranas del SM, que
exhiben RI pero la captacion de glucosa permanece sin cambios. Las alteraciones en la via
de la insulina causan una menor plasticidad sindptica, densidad dendritica y viabilidad
neuronal en el hipocampo; mientras que la restauracion de la via de la insulina trae como
consecuencia una mejora en la memoria.

Ademas de su efecto deletéreo en el olfato y la memoria, las alteraciones en la via de
la insulina estan presentes en la EA, siendo un mecanismo comin para ambas condiciones.
Se ha descrito que la RI se involucra en la produccion y acumulacion de péptidos BA, asi

como el aumento en la expresion de proteinas involucradas en la formacion de estos
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péptidos: la APP y enzima BACE-1. Estos cambios pueden ir acompafiados o precedidos
por productos de lipoperoxidacion, como el MDA, generados por el EO. Sin embargo, se
desconoce si las alteraciones en el olfato y memoria, asi como en la expresion de proteinas
alteradas en la EA, estan presentes en etapas tempranas del SM. La identificacion de los
factores que promueven los sintomas tempranos en la EA permitira dirigir tratamientos para
evitar, frenar o revertir procesos neurodegenerativos.

Este trabajo busca responder a las siguientes preguntas de investigacion: ¢Existe una
alteracion en el olfato y en la memoria en el modelo de SM inducido por una dieta alta en
carbohidratos? ¢Existen procesos neurodegenerativos en este modelo? y ;Qué elemento del
SM (la RI o el EO por si solos 0 en conjunto) esta implicado en el desarrollo de la

disfuncion olfativa y de la pérdida de memoria?

4. Objetivo general
Evaluar si se presentan alteraciones en el olfato y la memoria en un modelo de SM. Evaluar

si la resistencia a la insulina y/o el estrés oxidante alteran las proteinas implicadas en la

formacién de placas neuriticas en el bulbo olfatorio e hipocampo.

Obijetivos especificos

Evaluar la memoria y olfato en ratas con SM.

Analizar la expresion de la proteina precursora amiloide (APP) y proteina beta secretasa
(BACE-1) en el hipocampo y bulbo olfatorio en ratas con SM.

Analizar la expresion y activacion del receptor a insulina y proteina AKT en el hipocampo
y bulbo olfatorio en ratas con SM.

Cuantificar la peroxidacion lipidica en el bulbo olfatorio e hipocampo en ratas con SM.
Examinar si existen alteraciones en la citoarquitectura neuronal y procesos

neurodegenerativos del hipocampo y bulbo olfatorio en ratas con SM.

5. Hipotesis
En ratas con SM inducido por una dieta alta en carbohidratos se observaran alteraciones en

el olfato y memoria, asi como en la citoarquitectura neuronal y procesos moleculares
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involucrados en la via de la insulina y la patogénesis de la EA, en bulbo olfatorio e

hipocampo.

6. Metodo
Sujetos

Se trabajé con 30 ratas macho de la cepa Wistar, de 250 a 300 g de peso. Estas ratas fueron
adquiridas del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, perteneciente a la
Universidad Nacional Autobnoma de México. A su llegada, de 3 a 4 ratas se transfirieron a
cajas de policarbonato, de dimensiones 43x53x20 cm. Se mantuvieron alojadas en el
bioterio de la Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria. Tuvieron una fase
de habituacién de 5 dias antes de comenzar con el tratamiento experimental. Se
mantuvieron con ciclos de 12 horas de luz-oscuridad, con una temperatura entre 19 a 22 °C
y una humedad relativa de 40-60 %. El manejo de las ratas se realiz6 de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y al reglamento interno del bioterio del
INP. Este trabajo pertenece al protocolo aprobado por la Comision de investigacion y por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del INP con

namero de registro 025/2015.

Dieta

Después de su aclimatacion, se asignaron aleatoriamente a las ratas en dos grupos: el grupo
control, que recibi6 dieta estandar de roedor (Autoclavable Rodent Diet 5010; LabDiet,
EE.UU.) y agua al libre acceso (n = 7) y el grupo experimental (n = 17), que recibio la
misma dieta estandar y sacarosa diluida en su agua para beber al 30 % para inducir el SM.
Ambos grupos se mantuvieron en sus respectivos tratamientos por 23 semanas. Se ha
reportado en este modelo de SM que las ratas consumen alrededor de 33.7 mL/dia de agua
con sacarosa al 30 % y tienen una ingesta total de 89 kcal, frente a las 61.2 kcal de ingesta
total de las ratas control (Bafios et al., 1997; El Hafidi et al., 2001).

Determinacion del SM

En roedores no existe un consenso para determinar el SM. Basado en el criterio para
diagnosticar SM en humanos (Alberti et al., 2009), se determind medir los siguientes
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parametros somatométricos y bioquimicos que representan los parametros que se

encuentran alterados en los humanos con SM.

Peso
A lo largo de las 24 semanas de tratamiento se realizé el registro del peso corporal semanal

de las ratas de ambos grupos utilizando una bascula analitica.

Glucosa basal
Tras un ayuno de 5 horas (de 7:00 hrs a 12:00 hrs) se realizd la medicion de los niveles de
glucosa sanguinea mediante puncién de la vena de la cola. Se utiliz6 un glucémetro vy tiras

desechables para obtener la medicion (FreeStyle Optium; Abbott, EE.UU.).

Triglicéridos

De la misma puncién de donde se obtuvo la gota de sangre para la medicion de glucosa, se
tomo sangre para la medicion de niveles de triglicéridos utilizando un equipo portatil y tiras
desechables (Accutrend GCT; Roche, EE.UU.).

Insulina basal

Se anestesiaron a las ratas con pentobarbital sédico 100 mg/kg administrado de forma
intraperitoneal. Se recolectd sangre mediante puncion cardiaca y se realizo la eutanasia por
exanguinacion. La sangre se centrifugd a 3500 rpm, a 4 °C por 15 minutos para obtener el
suero. Se utilizo el kit de ELISA para determinar insulina en ratas (ALPCO, EE.UU.).

HOMA-IR

Con los valores de glucosa e insulina plasmatica se obtuvo el indice del modelo
homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR). Este indice indica el
ciclo de retroalimentacion entre los niveles glucosa e insulina. Este indice fue desarrollado
en humanos (Matthews et al., 1985) y su uso ha sido validado en ratas (L. C. Antunes et al.,
2016).
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Tejido adiposo
Después de la eutanasia, se recolecto el tejido adiposo visceral de ambos grupos. Se peso en
una balanza analitica. En los resultados se reporta el peso del tejido adiposo normalizado

contra el tamafio de la tibia de la rata (g/cm).

Pruebas conductuales

En las semanas 22 y 23 de tratamiento se realizaron las pruebas conductuales de
habituacion/deshabituacion y la prueba del chocolate escondido para evaluar el olfato de las
ratas, y la prueba NOR para evaluar la memoria.

Habituacion/Deshabituacion

El objetivo de esta prueba es evaluar si un roedor es capaz de percibir un olor y distinguir
cuando hay un cambio de olor. El procedimiento se llevé a cabo basado en la modificacion
de un protocolo reportado (Yang & Crawley, 2001). Un dia previo a la tarea, se trasladaron
a las ratas a la habitacion donde se llevarian a cabo las tareas. Se habitud a cada rata en una
caja nueva, limpia, con un hisopo sin olor. Al dia siguiente, se le presentd a la rata una
secuencia sucesiva de diferentes olores. Cada olor fue presentado 3 veces durante 2
minutos, con un intervalo inter-ensayo de 1 minuto. Primero se le presenté un hisopo
humedecido en agua (sin olor). Luego, un hisopo con extracto de vainilla (Molina®,
México) diluida a una concentracion 1:100. Después, un olor social obtenido tras el frotis
del hisopo en el fondo de una caja usada por ratas que las ratas evaluadas no conocian. La
habituacion se define como una disminucidn progresiva de investigacion olfativa hacia la
presentacion repetida del mismo estimulo olfativo. La deshabituacién se considera como el
restablecimiento de olfaccion cuando un olor novedoso es presentado. Se evalud el tiempo
(en segundos) durante el cual la rata mostraba la conducta olfatoria hacia el hisopo

(movimiento de vibrisas y nariz pegada al hisopo).

Chocolate escondido
El objetivo de esta prueba es determinar si una rata puede percibir un estimulo olfativo. Es
un paradigma sencillo en el que se mide la latencia que tarda una rata, que fue sometida a

un ayuno nocturno, en encontrar una pieza de comida enterrada en el fondo de su cama. Se
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uso el protocolo reportado por Yang & Crawley, 2001. Se le puso a la rata el alimento
(chocolate Turin®, tableta de 5 gramos) que seria utilizado en la prueba dos dias antes de la
evaluacion. Se verifico que las ratas hubiesen roido el alimento o hubiesen ingerido el
alimento de prueba a la mafiana siguiente. Tras un ayuno de una noche, se colocé a la rata
en una caja limpia durante 5 minutos. Pasado este tiempo de habituacion, se saco a la rata
durante un minuto y se enterrd en el aserrin de la caja el chocolate. Se volvid a colocar a la
rata en el extremo opuesto donde estaba el chocolate y se cronometro el tiempo que le tomé
a la rata descubrir la pieza de comida. Se detenia la prueba si la rata no encontraba el
chocolate a los 5 minutos.

NOR

Esta tarea se basa en la naturaleza de los roedores a explorar objetos novedosos. El
protocolo utilizado se basé en un estudio previo (M. Antunes & Biala, 2012). La prueba
NOR consta de tres fases. En la primera fase, se familiarizé a las ratas a dos objetos
totalmente idénticos que estaban colocados dentro de una caja limpia. Se colocé a la rata
con el par de objetos durante 10 minutos y se cronometro el tiempo de exploracion. Se
repitio este ensayo durante 4 veces, con un intervalo entre ensayos de 10 minutos. Al dia
siguiente, se reemplazd uno de los objetos idénticos por un objeto totalmente diferente. Se
limpiaron los objetos con etanol al 70 % al terminar cada ensayo con cada rata. Se
cronometro el tiempo de exploracion de las ratas hacia los objetos durante todas las fases

del experimento.

Eutanasia

Posterior a las pruebas conductuales, se procedio a la eutanasia de las ratas. Se destino la
mitad del nimero de animales de cada grupo experimental para distintos analisis: 1) la
expresion, activacion de proteinas y analisis de lipoperoxidacién; o 2) analisis histologicos.
Se administr6 una dosis de 100 mg/kg de pentobarbital sodico (PiSA, México) via
intraperitoneal. Una vez determinado que la rata estaba en estado de anestesia profunda
(ausencia de reflejos), se extrajo el tejido adiposo y cerebro para el analisis de proteinas y
lipoperoxidacion. Se aislaron el hipocampo (bilateral) y el bulbo olfatorio (bilateral). Se

guardaron en tubos y se congelaron a -50 °C para su almacenamiento y posterior uso. Para
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los anélisis histologicos, previa anestesia (50 mg/kg de peso; pentobarbital sodico
intraperitoneal) se perfundi6 a las ratas solucion salina (250 mL) seguida de
paraformaldehido (PFA) al 4 % (250 mL). Se extrajeron los cerebros y se colocaron en
PFA y se guardaron a temperatura ambiente (una semana tiempo minimo). Después se
colocaron en una solucién de sacarosa al 30 %. Los cerebros se deshidrataron y se

embebieron en parafina para su posterior uso.

Extraccion de proteinas

Se recuperaron los tejidos congelados (bulbo olfatorio e hipocampo) y se procedid a su
homogenizacion mecanica, mediante el uso de un polytron. Los tejidos estaban suspendidos
en una solucidn de lisis, la cual contenia detergentes para romper las membranas celulares y
solubilizar proteinas, un tampdn el cual mantiene el pH a niveles fisiol6gicos y un coctel de
enzimas inhibidoras de proteasas y fosfatasas. Se centrifugaron los homogenados a una
velocidad de 30000 rpm, a 4°C por 30 minutos. Después de esto, se aisld el sobrenadante

que se guardo a -70 °C para su posterior uso.

Cuantificacion de proteinas

Se cuantificd la concentracion de proteinas en los tejidos homogenados, utilizando el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). Este es un método de cuantificacion colorimétrica
en el cual se somete a las muestras a una reaccion de reduccion junto con un estandar de
calibracion a diferentes concentraciones (albumina bovina). Se cargaron 5 uL de
homogenado de los cerebros a tubos. Se agreg6 agua, un detergente (desoxicolato de sodio)
y reactivo de Lowry y se dejo reposar 10 minutos. Pasado el tiempo, se agrego el reactivo
Folin y se dejé en oscuridad durante 30 minutos. Después se cargaron 200 pL de esta
mezcla a una placa de 96 pozos y se leyé la absorbancia a 580 nm en un espectrofotometro
(Modulus Il Microplate, EE.UU.).

Western blot
Después de la cuantificacion de las muestras, se cargaron 60 pg de proteinas a geles de
poliacrilamida. En un gel se cargaron las muestras de hipocampo y en otro gel muestras de

bulbo olfatorio; de ambos grupos. Se hizo una electroforesis bajo las siguientes
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condiciones: 90 v por 30 minutos, 150 v por 100 minutos. Después de la electroforesis, se
realizo la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de PVDF, en una cadmara
semihumeda, a 300 mA por 45 minutos. Pasado este tiempo, se recuper6 la membrana y se
coloco en solucion de bloqueo que contenia leche en polvo al 5 % para reducir el pegado
inespecifico de los anticuerpos, durante una hora. Luego se dejaron incubando en el
anticuerpo primario una noche. Después de dejar incubando en el anticuerpo secundario
otra noche, se incubaron 3 minutos en una solucion de luminol y peroxidasa de rabano. Se
revelaron las membranas en un sistema de deteccion de quimioluminiscencia (Chemidoc
XRS+; BIO-RAD, EE.UU.). Se hizo un andlisis de densitometria de las bandas reconocidas
por los anticuerpos utilizando el software Quantity One (BIO-RAD, EE.UU.).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: Anti-amyloid precursor protein +
beta amyloid antibody (abcam, Reino Unido); anti-bace-1 (abcam, Reino Unido); anti-
insulin receptor (phospho Y972) (abcam, Reino Unido); anti-insulin receptor (B-Subunit)
(Millipore, EE.UU.); phospho-Akt 1 (ser 473) (Cell signaling, EE.UU.); anti-AKT (BD,
EE.UU.) a una dilucion de 1:1000 y anti-actin (Sigma, EE.UU.) a una dilucion de 1:5000.
Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios: anti-rabbit y anti-mouse 19G, HRP-
linked (Cell Signaling, EE.UU.); anti-goat HRP-linked (Santa Cruz, EE.UU.) a una
dilucion de 1:1000. Todos los anticuerpos fueron suspendidos en una soluciéon con PBS-

Tween (0.01 %) mas leche en polvo al 3 %.

Determinacion de malondialdehido

Se cargaron 200 pg de proteina a tubos de vidrio. Se trataron con una solucién antioxidante
y buffer de fosfatos y se calentaron a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, se les agregd
acido acetico y acido tiobarbitarico y se incubaron a 100 °C por una hora. Se detuvo la
reaccion dejando las muestras en hielo por 10 minutos. Se adiciond cloruro de potasio y
butanol. Se centrifugaron las muestras a 1500 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.
Se recupero0 la fase organica. Después se cargaron 200 pL de la fase organica a una placa
de 96 pozos. Se midié la fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 513 nm 'y
553 de emision usando un espectroscopio (Modulus Il Microplate, EE.UU.). La curva de
calibracion se realizé utilizando el reactivo tetraetoxipropano, el cual recibio el mismo

tratamiento que las muestras.
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Citoarquitectura y neurodegeneracion

Los bloques de cerebros en parafina se procesaron en un microtomo. Se cortaron a un
grosor de 20 um. Se hicieron cortes coronales del hipocampo anterior (bregma: -2.8 mm) y
cortes horizontales de la zona media del bulbo olfatorio (interaural 3.4 mm). Los cortes se
montaron en cubre-objetos. Luego se desparafinaron con xilol y etanol a crecientes
concentraciones. Se tifieron las laminillas de cortes cerebrales con dos técnicas: violeta de
cresilo para ver cambios en la citoarquitectura y la técnica Fluoro-Jade C para detectar

procesos neurodegenerativos.

Violeta de cresilo

Las laminillas fueron sumergidas en solucion de violeta de cresilo al 0.1 % durante 15
minutos. Tras varios lavados con agua destilada, se sumergieron en etanol al 70 % para
remover el exceso de tincidn. Se secaron a temperatura ambiente y se cubrieron con medio
de montaje para su posterior uso. La obtencién de los cortes histolégicos y el
procesamiento de esta tincion fueron realizadas amablemente por la colaboracion del
técnico Pedro Medina Granados del Laboratorio de Biologia de la Reproduccion. Las
imagenes de los cortes fueron tomadas utilizando el microscopio AxioVertAl (Zeiss,

Alemania).

Fluoro-Jade C

Se siguié un protocolo reportado previamente (Gutiérrez et al., 2018). Las laminillas se
lavaron con un tampon de fosfatos durante 15 minutos. Luego se sumergieron en solucion
de Fluoro-Jade C (Histo-Chem Inc., EE.UU.) al 0.001 %. Las laminillas fueron lavadas
nuevamente durante 15 minutos en tampon de fosfatos, luego fueron sumergidas en una
solucion de cloruro de amonio (Sigma) a una concentracion de 50 mM. Finalmente, un
lavado mas en tampodn de fosfatos durante 15 minutos. Las laminillas fueron recubiertas
con el medio de montaje Fluoroshield con el marcador 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Sigma, EE.UU.). Las imagenes se observaron en el microscopio confocal FluoView
FV1000 (Olympus, Japon). El Fluoro Jade-C (pico de excitacion 495 nm, pico de emision
521 nm) fue estimulado con el laser verde para observar marcas de neurodegeneracion. El

laser violeta fue utilizado para observar los ndcleos de las neuronas tefiidos con el marcador
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DAPI (pico de excitacion 358 nm, pico de emision 461 nm). Se determind la fluorescencia

de las imagenes en el software ImageJ.

Anélisis estadistico
Se compararon las medias de los grupos mediante la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney de una cola para las pruebas del chocolate escondido y la prueba de NOR. Para
determinar habituacion y deshabituacion se evaluaron los ensayos intragrupales con el test
de Mann—Whitney—Wilcoxon. Los resultados se expresan como la media + el error estandar
de la media (EEM).

7. Resultados
Parametros somato-metricos y bioquimicos

La administracion de sacarosa en el agua al 30 % durante 24 semanas indujo un incremento
significativo de peso, acumulacién de grasa visceral y un aumento de triglicéridos en el
grupo experimental. Los niveles de glucosa en ayuno no se vieron alterados; en cambio,
hubo un aumento significativo en los niveles de insulina del grupo experimental y, por
tanto, un mayor puntaje en el parametro de HOMA-IR (Tabla 1). La alteracion de estos

pardmetros indica que la dieta alta en carbohidratos indujo el SM en las ratas.

Tabla 1. Pardametros morfoldgicos y bioquimicos a la semana 24 de tratamiento con
sacarosa. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.0001. Media + EEM.

Control SM

601.8+17.5 677.9+20.27

Peso final (g)
n=7 n=17

Glucosa 83.4+3.4 82.53+4.2
(mg/dL) n=7 -t
Insulina 25+0.4 43+06"
(mu/dL) n=¢ n=9
HOMALIR 0.5610.1 1.02£0.17

n=4 n=9

*

Triglicéridos 158.1 11 311.7+15.8"

hng/dl) n=7 n=17
Tejido 4.08+0.58 7.07+0.59 "
adiposo/Tibia R e

n=7 n=17

(g/cm)
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Prueba: Habituacién/Deshabituacién

A lo largo de la exposicion repetida de los estimulos olfativos, ambos grupos mostraron una
respuesta de habituacion, reflejada por la reduccién paulatina en los tiempos de
exploracion. De igual forma, ambos grupos tuvieron un aumento en la exploracion ante la
presentacion de un estimulo olfativo diferente, lo que demuestra una conducta de
deshabituacién (Figura 2A). Los procesos involucrados al desempefiar esta tarea fueron:
deteccion de un estimulo olfativo novedoso, disminucion de la olfaccion ante la repeticion
del estimulo (habituacién) y reconocimiento de un nuevo estimulo olfativo
(deshabituacion). El tratamiento con sacarosa no provocé alteraciones en el desempefio de

esta tarea.

Prueba: Chocolate escondido

Tras un ayuno de una noche (se mantuvieron con agua normal ambos grupos), las ratas con
SM tuvieron una mayor latencia para encontrar la pieza de chocolate escondida en el
aserrin (Figura 2B). Esta prueba es dependiente del olfato, por lo que una mayor latencia
por encontrar la comida escondida indica una falla o retraso en captar la sefial del estimulo
odorifero y localizar la fuente de éste. En conclusion, existid una alteracion en el olfato en

las ratas con SM que impidi6 el desempefio correcto de la tarea.

Habituacion/Deshabituacion p B
8- .o Chocolate escondido
250+ *
—_ |
L 6
5 #+ -e- Control —
N~ —T O
§ 4- 4 SM g 1504
= 8
= = 100+
o
& 2 3 1
501
T 2" 2 2 2 \\\q;b o o%q' o%rb Control sSM

Figura 2. Desempefio en las pruebas olfativas. A) Tiempos de olfaccion para los diferentes
estimulos olfativos. Cada estimulo fue presentado durante dos minutos por tres ensayos,
con un intervalo inter-ensayo de un minuto. Analisis intragrupales # p < 0.01 Control; + p <
0.01 SM; ++ p <0.001 Control n =7, SM n = 17. Media + EEM. B) Promedio de latencia
en el cual las ratas desenterraban el pellet escondido. * p < 0.05. Controln= 7, SM n = 17.
Media + EEM.
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Prueba: NOR

Para determinar el efecto del SM sobre la memoria en ratas se realizo la prueba NOR. En la
fase de prueba, 24 horas después de la presentacion de los objetos idénticos, se colocaron a
las ratas frente al objeto familiar y frente a un objeto totalmente novedoso. Ambos grupos
tuvieron mayor preferencia a explorar el objeto novedoso que el objeto familiar (Figura 3).
Sin embargo, el grupo de SM tuvo un menor tiempo de exploracion en la fase de prueba.
Pese a esto, existe una diferencia significativa entre el tiempo que pasaron explorando el
objeto novedoso frente al familiar. Esta eficiencia al realizar la tarea indica que el SM tuvo

un efecto benéfico sobre el desempefio en esta prueba de memoria.

Prueba NOR
21]-
*% E3 Control
15 — . SM
« [#

T ++

[Hw CH

0. Familiar 0. Novedoso

n
1

Exploracién (s)
e
e

Figura 3. Tiempos de exploracion hacia el objeto familiar y el objeto novedoso. * p < 0.05;
**p <0.01; #p <0.05 Control O. Novedoso vs O. Familiar; ++ p < 0.01 SM O. Novedoso
vs O. Familiar. Control n =7, SM n = 17. Media £ EEM.

Expresion de APP y BACE-1; activacion de receptor a insulina 'y AKT en el hipocampo

Se evalud en el hipocampo la expresion de la proteina APP y de la enzima la BACE-1. El
grupo de SM tuvo una menor expresion de la APP y no se encontraron diferencias en la
expresion de la BACE-1 (Figura 4). Las proteinas que participan en la via de sefializacion
de la insulina tuvieron una mayor activacion, medida por los mayores niveles de
fosforilacion del receptor a insulina y de AKT. La hiperactivacion de la via de la insulina
en el hipocampo puede deberse a que responde a la hiperinsulinemia sistémica presente en

las ratas con SM.

31



Hipocampo
APP BACE-1
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AKT-P
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AKT-P/AKT-T
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Figura 4. Analisis por Western Blot de las proteinas APP, BACE-1, IR-P, IR-T. AKT-P,
AKT-T. Control n=5, SM n=7. * p <0.05, ** p < 0.01, Control vs SM.

Expresion de APP, BACE-1y activacion de receptor a insulina y AKT en el bulbo olfatorio
Se evalud en el bulbo olfatorio la expresion de la proteina APP y de la enzima BACE. La
presencia de SM no indujo cambios en los niveles de expresién de estas proteinas.
También, la via de la insulina permanecié sin cambios, puesto que los niveles de
fosforilacion del receptor a insulina y de AKT fueron similares a los del grupo control
(Figura 5). Cabe sefalar que este resultado se antepone a lo ocurrido en el hipocampo
usando los mismos animales. Este resultado sugiere que existe una resistencia a la insulina
en el bulbo olfatorio; ya que a pesar de haber hiperinsulinemia sistémica, no hay una mayor

activacion de la via de la insulina en esta zona.
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Bulbo Olfatorio
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Figura 5. Andlisis por Western Blot de las proteinas APP, BACE-1, IR-P, IR-T. AKT-P,
AKT-T. Control n=5, SM n=7. Media + EEM.

Niveles de MDA en hipocampo y bulbo olfatorio

Se determind la presencia de estrés oxidante mediante la medicién del marcador MDA, un
producto generado por la oxidacion de lipidos. De forma interesante, el hipocampo de las
ratas con SM tuvo menores niveles de MDA (Figura 6). En el bulbo olfatorio no se
encontraron diferencias. Esto podria ser resultado de un estado de compensacion de las

moléculas antioxidantes frente a la presencia de SM.

EQ MDA

o 8- E3 Control n=5
‘% * % B SMn=4
© —
s 6 T
o
§_ —_
© 4+
E
£
< 2+
()
=
g o : :

Hipocampo Bulbo Olfatorio

Figura 6. Analisis de determinacion de MDA. ** p < 0.001. Media + EEM.
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Citoarquitectura neuronal del hipocampo y bulbo olfatorio

Se observaron los cortes tefiidos con la solucion de violeta de cresilo para analizar de forma
general cambios en la citoarquitectura de las neuronas del hipocampo y del bulbo olfatorio
(sin dispersion de las neuronas de CAl, CA2, CA3 ni giro dentado; sin cambios en la
organizacion laminar ni glomerular del bulbo olfatorio). No se encontraron cambios entre

los grupos en estos parametros (Anexo 4).

Marcaje de neurodegeneracion en hipocampo y bulbo olfatorio

Se investigo si el tratamiento para inducir SM podria generar neurodegeneracion en el
hipocampo y bulbo olfatorio de las ratas. No se encontraron diferencias significativas en la
sefial de fluorescencia entre los grupos en el hipocampo ni bulbo olfatorio (Figura 7). Se
observé una gran dispersion de los datos debido al nimero de cortes analizados, ya que los
demas tejidos sufrieron dafios al momento de ser fijados.

Hipocampo (CA1) A B

Fluoro-Jade C

500+

< i
a- 400
S 300+
o e
=
S 200
Q R =
o —
5 1004 --_-:-_
(™
Control SM Control SM
CA1 CG BO

Control

Figura 7. Determinacion de neurodegeneracion con la técnica Fluoro-Jade C. A) Imagenes
representativas de los cortes analizados: region del CA1 del hipocampo y la region de las
células granulares del bulbo olfatorio. Las flechas blancas sefialan las marcas de
neurodegeneracion detectas mediante esta tincion. Control n = 2, SM n = 3. B)
Cuantificacion de la fluorescencia emitida. No hubo diferencias significativas. BO CG:

bulbo olfatorio células granulares.
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8. Discusion
Parametros somato-metricos y bioquimicos

El tratamiento con sacarosa al 30 % durante 24 semanas indujo alteraciones en los
parametros comunmente medidos para determinar el SM en humanos. Tal como fue
revisado por Rodriguez-Correa et al., 2020, dependiendo del tipo de nutrimento utilizado
para inducir SM se obtienen alteraciones mas o menos severas en los parametros
bioguimicos. Cabe resaltar que los autores encuentran que alrededor del 30 % de articulos
que utilizaron dietas altas en carbohidratos reportan cambios en el peso corporal de las
ratas, en cambio un 86 % reporta un aumento en la grasa visceral. A pesar de que en esta
investigacion el grupo con SM tuvo un peso corporal mayor (siendo éste un aumento del 12
% comparado con el peso final del grupo control), también hubo un incremento
significativo en la grasa corporal, siendo éste un mejor indicador de obesidad en modelos
animales (tabla 1).

En la misma revisién de Rodriguez-Correa, se reporta que dietas altas en grasas y
dietas de cafeteria (altas en azUcares y grasas) alteran los niveles plasmaticos de glucosa,
haciendo a las ratas hiperglucémicas. El impacto de estas dietas sobre la glucosa y otros
parametros metabdlicos es tan severo que se observan las alteraciones caracteristicas del
SM tras pocas semanas de tratamiento. En cambio, utilizando dietas altas en carbohidratos
es posible observar alteraciones similares del SM en donde los niveles de glucosa
permanecen sin cambios, pero se presenta un estado de hiperinsulinemia para regular la
ingesta extra de carbohidratos que proporciona la dieta. Esto fue replicado en nuestro
modelo, donde tras recibir sacarosa al 30% durante 23 semanas, se presenté un estado de

hiperinsulinemia pero los niveles de glucosa circulantes permanecieron sin cambios.

Pruebas olfativas

Como se menciond anteriormente, existen alteraciones en diferentes componentes de la
funcién olfativa décadas antes del declive de la memoria y del comienzo del deterioro
cognitivo leve o la presencia de demencia, como la EA. Por su temporalidad, la disfuncion
olfativa se propone como un biomarcador temprano de demencias. Investigaciones clinicas
indican que existen también alteraciones en el olfato en pacientes con SM. Por este motivo,
se decidio evaluar si tales alteraciones estan presentes en el modelo de SM inducido por

una dieta alta en carbohidratos.
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En la prueba de habituacion/deshabituacion hacia estimulos olfativos, el grupo con
SM desempefio la tarea de forma adecuada, exhibiendo habituacion a un mismo estimulo
olfativo y deshabituacion a un estimulo diferente. Esta tarea no pudo determinar fallas en el
olfato en este grupo.

En cambio, en la prueba del chocolate escondido, en donde las ratas tenian que
encontrar un pedazo de comida escondida guiados por su olfato, el grupo de SM tuvo una
mayor latencia para encontrar la comida enterrada. Esto puede ser indicador de una falla en
la percepcion de olores, aunque este resultado queda por confirmarse mediante la
evaluacion de otras tareas o con la medicién de potenciales evocados olfatorios. La funcion
de esta tarea es evaluar el olfato mediado por una motivacion por el ayuno de una noche, ya
que ambos grupos se sometieron al ayuno por el mismo periodo de tiempo por lo que el
resultado obtenido es debido a diferencias en el olfato. En cambio, la tarea de
habituacion/deshabituacion conlleva un componente de memoria de “corto plazo”, ya que
esto permite la habituacion a los estimulos olfativos.

Se ha reportado que ratas diabéticas tienen problemas ante la habituacion (Lietzau
et al., 2018) y deshabituacion (Riviére et al., 2016), tuvieron menos tiempo de exploracion
ante los estimulos olfativos y tardaron més tiempo en encontrar el chocolate escondido. Se
concluy6 que la DMT2 tiene un efecto negativo sobre la deteccion de olores y sobre la
memoria olfativa. EI modelo utilizado se caracterizd por un estado de hiperglucemia,
anteponiéndose a las caracteristicas de las ratas utilizadas en este proyecto, en donde no
existe hiperglucemia, pero si un estado de hiperinsulinemia sistémica. Por este motivo,
nuestra investigacion brinda conocimiento novedoso sobre la presencia de alteraciones en
la funcion olfativa en un modelo de sindrome metabdlico previo a las alteraciones sobre la

captacion de la glucosa y la presencia de DMT2.

Prueba NOR

Existe un amplio nimero de tareas que evaltan la memoria en roedores. EI mas utilizado en
modelos de neurodegeneracion es el laberinto acuatico de Morris, en el cual se evalla la
memoria espacial. Sin embargo, se opto no utilizar esta prueba debido al estrés que ejerce
esta tarea sobre las ratas. Por otra parte, la prueba NOR se basa en la habilidad innata de los

roedores por explorar los estimulos novedosos que son presentados en su ambiente.
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De manera interesante, el SM no caus6 una alteracion en el desempefio de esta tarea,
puesto que las ratas prefirieron explorar el estimulo novedoso frente al estimulo familiar.
Sin embargo, las ratas con SM tuvieron menores tiempos de exploracion tanto en la fase de
familiarizacion (Anexo 3) como en la fase de prueba. Estudios realizados en ratas sanas
demostraron una correlacion entre el menor tiempo de exploracién en la fase de
familiarizacion y una mayor preferencia ante el objeto novedoso (Broadbent et al., 2010).
Esta evidencia parece indicar que las ratas con SM tuvieron una mayor efectividad en
memorizar las caracteristicas de los objetos similares en la primera fase y por tanto una
mejor capacidad a la hora de identificar el objeto novedoso en la fase de prueba.

Los resultados en la prueba de NOR de esta investigacion se anteponen con lo que se
ha reportado por otros grupos de investigacion (Anexo 2) utilizando un modelo similar de
SM inducido por sacarosa diluida. En el experimento realizado por Beilharz et al., 2014, la
administracion de sacarosa diluida al 10 % durante 3 semanas no tuvo efecto sobre el
desempefio en la prueba NOR, pero disminuyé el reconocimiento de la localizacion
novedosa de un objeto. En cambio, Buyukuta y colaboradores, 2018, reportaron en el
mismo modelo de SM, pero extendiendo el tratamiento por 8 semanas, una disminucion del
desempefio en la prueba NOR. Esta diferencia se debi6 a que en la prueba NOR realizada
por Buyukuta, los objetos en la fase de prueba compartian algunas caracteristicas fisicas
similares (altura y color), por lo que era mas complicado para las ratas discernir entre el
objeto familiar y el novedoso.

Incrementando el tiempo de tratamiento para inducir SM pareciera tener un efecto
sobre el desempefio de la prueba NOR. También, incrementando el porcentaje de sacarosa
diluida parece tener un efecto negativo en la memoria, tal como lo reportd Lemos et al.,
2016, tras un tratamiento de sacarosa al 35 % durante 10 semanas encontr0 un peor
desempefio sobre las tareas NOR y reconocimiento de lugar novedoso. Este efecto sobre la
memoria fue acompafiado de una menor conduccion electrofisiologica en la via
temporoamonica. Al ser éste un modelo similar al utilizado en nuestra investigacion, se
esperaban resultados similares sobre la prueba NOR. Sin embargo, la participacion del
hipocampo sobre la prueba NOR es controvertida lo que puede explicar el por qué no se

hayan encontrado alteraciones en el desempefio de la prueba NOR.
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Estudios previos han reportado una relacién entre desérdenes del animo vy
alteraciones metabdlicas. En particular, conductas de ansiedad y depresion se observan en
roedores que tienen delecion del receptor de insulina en el hipotalamo. De igual forma,
manifestaciones de ansiedad y anhedonia se observa en animales alimentados con una dieta
alta en grasas (Lee et al., 2016). A pesar de que el modelo de SM utilizado en esta
investigacion no produce alteraciones tan severas como las dietas altas en grasas, no se
puede descartar que conductas de ansiedad pudieran haber influido en los resultados de esta
investigacion, ya que no se hicieron pruebas para confirmar o descartar este supuesto. Otros
grupos de investigacion no reportaron evidencia de ansiedad en las ratas alimentadas con
sacarosa (Flores-Fuentes etal., 2021). Sin embargo, manifestaciones de ansiedad en
nuestras ratas pudieron haber generado desinterés o neofobia hacia la exploracion de los

estimulos olfativos y de los objetos utilizados en la prueba de memoria.

Analisis de activacién y expresion de proteinas

Debido a la influencia de la sefializacion de la insulina en el procesamiento amiloidogénico
de la APP, se decidié investigar las principales proteinas involucradas en estas vias. El
objetivo fue determinar si el modelo de SM inducido por una dieta alta en carbohidratos
podria alterar la via de sefializacion de la insulina en bulbo olfatorio e hipocampo y si esta
alteracion influia en los niveles de expresion de la APP y de la enzima BACE-1.

Se encontraron resultados diferenciales en este experimento: en el hipocampo, hubo
una menor expresion de la APP, no hubo efectos sobre la expresion de la enzima BACE-1;
y una mayor actividad del receptor a insulina y de una de sus proteinas blanco rio abajo, la
proteina AKT. La mayor actividad del receptor a insulina y de la AKT corresponderian al
estado de hiperinsulinemia al que estan sometidas las ratas con SM. Esto parece indicar
que, a pesar de haber resistencia a la insulina sistémica, el hipocampo parece ser sensible a
los altos niveles de insulina y, por tanto, eso explicaria los altos niveles de activacion de la
via de la insulina. A pesar de no haberse realizado un experimento que demuestre una
relacion causal, y por estudios previos realizados por Pandini et al., 2013, se propone una
correlacion entre el incremento de la actividad de la via de la insulina y una disminucién de

la expresion de la APP.
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En cambio, en el bulbo olfatorio, no se encontraron diferencias entre la actividad del
receptor a insulina y de la proteina AKT, ni en los niveles de expresion de la APP y de la
BACE-1. Una posible explicacion es que el bulbo olfatorio presenta resistencia a la insulina
ya que a pesar de haber hiperinsulinemia sistémica, no se observa una mayor activacion de
esta via en esta area del cerebro. Investigaciones previas apoyan esta hipétesis, ya que se ha
reportado que existen muy bajos niveles de insulina en el bulbo olfatorio e hipotdlamo de
ratas Zucker genéticamente obesas a pesar de tener hiperinsulinemia sistémica (Baskin
et al., 1985). Queda por determinar si existen alteraciones tempranas en el bulbo olfatorio u
otras partes de la via olfativa (como epitelio olfatorio, corteza piriforme o corteza

entorrinal).

Lipoperoxidacion

La presencia de EO en demencias, como la EA, esta muy documentada. Por ejemplo, se ha
reportado que tras una administracion intracerebroventricular de péptidos BA se presentan
alteraciones en la conducta olfativa y una presencia de EO en el bulbo olfatorio (Raj et al.,
2019). De igual forma, se sabe gque el EO es una de las patologias centrales de la obesidad y
el SM (Luque-Contreras et al., 2014). En nuestro estudio, el tratamiento de sacarosa al 30
% durante 23 semanas provocd una disminucion de los niveles de lipoperoxidacion
(observado por los niveles de MDA) en el hipocampo de las ratas con SM y una tendencia a
una disminucion de estos niveles en el bulbo olfatorio.

Dado que este modelo de induccién de SM produce alteraciones tempranas en el
metabolismo energético, moléculas antioxidantes podrian estar incrementadas en su
expresion o en su actividad, lo que genere este estado compensatorio de una disminucion en
la lipoperoxidacion. Sin embargo, este trabajo brinda evidencia del estado de
lipoperoxidacion en el bulbo olfatorio e hipocampo en un modelo de SM inducido por una

dieta alta en carbohidratos.

Resultados histoldgicos
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La via de la insulina esta involucrada en la supervivencia y crecimiento de las células, entre
otros mecanismos, a través de diferentes proteinas rio abajo entre ellas la proteina AKT
(Manning & Toker, 2017). Esta accion en el SNC es de particular importancia, ya que
participa en la formacion dendritica, mantenimiento de la transmision sinéptica y
supervivencia neuronal (Banks, Owen & Erickson, 2012). Por este motivo, se exploré si en
el modelo utilizado de SM existirian alteraciones morfologicas y procesos
neurodegenerativos en el hipocampo y bulbo olfatorio.

Utilizando la técnica de violeta de cresilo no se observaron cambios en la
citoarquitectura ni en la organizacion de las neuronas del hipocampo ni del bulbo olfatorio
(Anexo 4). Este resultado fue esperado puesto que un estudio previo (Faizal & Khan, 2017)
encontrd alteraciones en la histomorfologia del bulbo olfatorio en ratas diabéticas, en las
que el estado prolongado de hiperglicemia generé alteraciones en la estructura y
organizacion de las neuronas del bulbo olfatorio. Sin embargo, en nuestro modelo tales
alteraciones no estan presentes. Por lo que se concluye que en este modelo de SM no
induce alteraciones en la morfologia neuronal.

Por ultimo, para poder estudiar si un dafio estructural estaba ocurriendo y que
explicara la alteracion en el olfato en ratas con SM, se evalud la neurodegeneracion en el
hipocampo y bulbo olfatorio. A pesar de no haber un consenso sobre cual es el marcador
que reconoce la técnica de Fluoro-Jade C, se ha propuesto que sea debido al
reconocimiento de proteinas procesadas proteoliticamente, que estén asociadas a los
microfilamentos o a los micro-tabulos de las neuronas, como la proteina tau (Schmued, et
al., 2005). Debido a la gran dispersion que arrojé nuestro andlisis, no se encontraron
diferencias significativas entre la sefial emitida por la tincién en el hipocampo ni en bulbo
olfatorio (Figura 7).

En un modelo de EA se encontrd procesos de apoptosis en las neuronas sensoriales
olfativas del epitelio olfatorio y alteraciones en la funcion olfativa, incluso antes de
observarse depdsitos de placas neuriticas (Cheng, Cai, & Belluscio, 2011). En nuestra
investigacion, no se encontraron diferencias en la sefial dada por la tincion de Fluoro-Jade
C en el bulbo olfatorio. Se tendra en cuenta el ampliar el nUmero de cortes en anélisis
futuros y determinar si: disminuye la dispersion de los datos; y si existen procesos

neurodegenerativos en el bulbo olfatorio en el modelo de SM inducido por una dieta alta en
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carbohidratos, que puedan explicar las alteraciones en el olfato encontradas en esta

investigacion.

9. Conclusion
El analisis de los efectos del SM, inducido por una dieta alta en carbohidratos, arrojé lo

siguiente: una falla en realizar una prueba olfativa (chocolate escondido), no genero
cambios a nivel celular, no hubo cambios en la distribucion de las neuronas en bulbo
olfatorio ni hipocampo, ni se detectd una sefial significativa de muerte neuronal; y genero
alteraciones diferenciales en diferentes zonas del cerebro: hiperactivacion de la via de
insulina en el hipocampo (Figura 8A), pero no en el bulbo olfatorio (Figura 8B).

La influencia de las alteraciones del metabolismo energético sobre las funciones
cognitivas es un area de investigacion que se debe abordar desde la psicobiologia, ya que
nuestro pais ocupa los primeros lugares en el mundo en prevalencia de obesidad y SM. Por
lo tanto, el estudio de estos elementos generara mas conocimiento acerca de su interrelacion

y posibles estrategias terapéuticas.

9.1 Limitaciones y perspectivas

La evaluacion de la memoria mediante una prueba Gnica no permitié indagar mas acerca
del estado de la memoria en el grupo experimental. También, dada la participacion de la
insulina ante alteraciones en el estado de &nimo, no se puede descartar con totalidad que la
diferencia observada en la prueba del chocolate escondido haya sido debido a la influencia
de la ansiedad, motivacién, falta de hambre y otros factores en el grupo experimental. Por
altimo, el menor numero de sujetos en el grupo control condiciond el poder realizar un
mejor analisis en la técnica de Fluoro-Jade C, ya que se destinaron menor nimero de
cerebros para este experimento a comparacion del grupo experimental.

Dentro de las perspectivas tenemos que: se necesita determinar el desempefio de la
memoria a través de otras tareas, como el laberinto de Barnes o la prueba de
reconocimiento de localizacion novedosa, ya que las pruebas que evaldan memoria espacial
son mas sensibles en evaluar la integridad del hipocampo; realizar pruebas que permitan
medir conductas de ansiedad para descartar su influencia sobre los resultados conductuales;

cuantificar la actividad de la enzima BACE-1 y de las enzimas involucradas en el sistema
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de defensa antioxidante como la superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, entre
otras; y analizar si la falla en el olfato se ve respaldada por una deficiencia en la conduccion
sinaptica (Figura 8).

Se necesita estudiar la influencia de otras alteraciones del SM sobre la patogénesis de
la EA. Por ejemplo, se sabe que un estado proinflamatorio crénico tiene una influencia
sobre la sensibilidad a la insulina, siendo una caracteristica que comparten tanto el SM
como la EA (Kullmann et al., 2016). De igual forma, se ha descrito un perfil alterado en la
composicion de la microbiota (disbiosis) intestinal en pacientes con EA, (Zhuang et al.,
2018). En linea con lo anterior, recientemente se ha descrito mecanismos causales entre la
disbiosis intestinal y el procesamiento de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares,
mediado por procesos inflamatorios (Chen et al., 2020). Se sugiere que se determine el
efecto de modelos de SM sobre el procesamiento de la proteina tau en el bulbo olfatorio,
puesto que su procesamiento también esta influenciado en parte por la via de sefializacion
de la insulina, por medio del control de la activacion de la GSK-3B. Finalmente, nuestro
modelo exhibidé dislipidemias, las cuales también se asocian con el progreso de la EA
(Reitz, 2013).

La administracion de sacarosa para inducir SM asemeja la ingesta de bebidas
hipercaldricas (como jugos y refrescos) en humanos (Gutierrez, Fonseca, & Simon, 2020).
Sin embargo, las dietas de cafeteria (aquellas que son altas en carbohidratos y grasas) son
las que mejor moldean el consumo de dietas obesogénicas en los humanos. Sus propiedades
altamente palatables e hipercaléricas generan un incremento en la ganancia de peso y
obesidad, SM, sintomas severos de diabetes, inflamacion del higado y otras desregulaciones
metabdlicas (Lalanza & Snoeren, 2021) en menores tiempos de administracion, comparada
con las dietas altas en carbohidratos (Rodriguez-Correa et al., 2020). Sin embargo, depende
de las preguntas de investigacion para decidir qué modelo de SM utilizar. En este estudio se
usod una dieta alta en carbohidratos porque modela fases tempranas del SM. Se buscé
determinar si existe dafio prematuro en la funcion olfativa, que pueda ser predictor de
procesos neurodegenerativos, como los que ocurren en la EA. No obstante, al modelar
alteraciones tempranas, se observaron respuestas compensatorias en la via de la insulina y
en los niveles de MDA.
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Figura 8. Esquema que ilustra de forma resumida los resultados de este proyecto tanto en

A) hipocampo, como en B) bulbo olfatorio. Las flechas rojas y verdes indican una
diferencia significativa contra el grupo control. Las barras grises indican que no hubo
cambios. Las flechas azules sefialan las perspectivas del proyecto. Creada con

biorender.com.
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11. Anexos

Anexo 1. Criterios clinicos centrales del Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de

Alzheimer para el diagndstico de demencia.

Demencia: aquellos sintomas cognitivos o conductuales (neuropsiquiatricos) que estan presentes cuando:

1. Interfieren con la capacidad de funcionar en el trabajo o en las actividades habituales.

2. Representan una disminucidn de los niveles anteriores de funcionamiento y rendimiento. 3. No se

explican por delirio o trastorno psiquiatrico mayor.

4. El deterioro cognitivo se detecta y diagnostica mediante una combinacion de:
a. Historia clinica del paciente y un cuidador bien informado
b. Una evaluacion cognitiva objetiva, ya sea un examen del estado mental junto a la cama o una
prueba neuropsicoldgica (las pruebas neuropsicolégicas deben realizarse cuando el historial de
rutina y el examen del estado mental junto a la cama no pueden proporcionar un diagnéstico
confiable)

5. El deterioro cognitivo o conductual implica un minimo de 2 de los siguientes dominios:
a. Discapacidad para adquirir y recordar nueva informacién Los sintomas incluyen preguntas o
conversaciones repetitivas, extraviar pertenencias personales, olvidar eventos o citas, perderse en
una ruta familiar.
b. Razonamiento y manejo de tareas complejas, falta de criterio. Los sintomas incluyen poca
comprensidn de los riesgos de seguridad, incapacidad para administrar las finanzas, poca capacidad
de toma de decisiones, incapacidad para planificar actividades complejas o secuenciales.
c. Habilidades visoespaciales deterioradas. Los sintomas incluyen incapacidad para reconocer caras
U objetos comunes o para encontrar objetos a la vista directa a pesar de la buena agudeza,
incapacidad para operar implementos simples u orientar la ropa hacia el cuerpo.
d. Funciones del lenguaje deterioradas (hablar, leer, escribir). Los sintomas incluyen dificultad para
pensar en palabras comunes al hablar, dudas; errores de habla, ortografia y escritura.
e. Cambios en la personalidad o el comportamiento. Los sintomas incluyen fluctuaciones de humor
no caracteristicas, como agitacion, motivacion alterada, iniciativa, apatia, pérdida de impulso,
retraimiento social, disminucion del interés en actividades anteriores, pérdida de empatia,

comportamientos compulsivos u obsesivos, comportamientos socialmente inaceptables.

Tomado de McKhann GM, Knopman DS, Chertkow H, et al. The diagnosis of dementia due to
Alzheimer’s disease: recommendations from the National Institute on Aging-Alzheimer’s Association

workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease. Alzheimers Dement 2011;7(3):265.
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Anexo 2. Tabla comparativa de diferentes modelos de SM, su efecto sobre la memoria,

expresion de proteinas involucradas en la patogénesis de la EA y tratamientos

sensibilizadores de la insulina.

Dieta o
Cepa . Tiempo Memoria Biomarcador Tratamiento Efecto Referencia
tratamiento
) INOR tNOR
Ratdn 1BA o (Vandal et al.,
DAG 9 meses TLat. Insulina ip IBA
3xTg-AD TBACE-1 2014)
Barnes M IBACE-1
TBA TMorris | A
Raton DAG + STZ 16 o (Kang, Kim,
. |Morris Tp-tau Agmantina ip lp-tau
ICR ip semanas etal., 2017)
1GSK-3p 1GSK-3p
(Gladding,
. . . Abbott,
Raton 16 |Morris o TMorris °
DAG - Insulina ihc Antoniadis,
C57BL/6J semanas  |T Maze 1T Maze
Stuart, &
Begg, 2018)
Rata
3 ~NOR (Beilharz
Sprague DAC 10% - - -
semanas INOL etal., 2014)
Dawley
Rata 10 INOR (Lemos et al.,
) DAC 35% fEPSP TAp - -
Wistar semanas INOL 2016)
Rata
8 (Buyukata
Sprague DAC 10% INOR - - -
semanas et al., 2018)
Dawley

DAC: dieta alta en carbohidratos; DAG: dieta alta en grasas; NOR: reconocimiento de objeto novedoso; NOL: reconocimiento

de localizacion novedosa; Lat: Latencia; ip: intraperitoneal; ihc: intrahipocampal; fEPSP: Potenciales de campo postsinapticos

excitatorios; TAp: via temporoamdnica.
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Anexo 3. Tiempos de exploracion en la fase de familiarizacion de la prueba NOR. *** p <
0.001, * p <0.05 Control vs. SM; ### p < 0.001 Ensayo 2 vs. Ensayo 1, # p < 0.05 Ensayo

3 vs Ensayo 2 Control; +++ p < 0.001 Ensayo 2 vs. Ensayo 1 SM. Control n =7, SM n =
17. Media £ EEM.
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Anexo 4. Iméagenes representativas de la citoarquitectura de las neuronas del hipocampo y
bulbo olfatorio de ambos grupos.
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