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RESUMEN

Actualmente, nuestro estilo de vida y la dieta que consumimos se ha convertido
en la primera causa de obesidad, sindrome metabdlico y diabetes tipo Il. A pesar de toda
la informacion que se genera hoy en dia, alin no son claros los mecanismos moleculares
que intervienen en el desencadenamiento del sindrome metabdlico y menos aln su
relacion con los déficits cognitivos ligados a la demencia.

Se evalu6 el desempeno cognitivo en un modelo de rata con sindrome metabdlico
mediante tres pruebas conductuales: laberinto de agua, reconocimiento de objeto en
lugar y reconocimiento de objeto. Se hizo un analisis neurofisiolégico mediante LTP para
estimar la eficacia sinaptica en estas ratas y compararla con las testigo. Después de las
pruebas conductuales se midié mediante Western Blot la expresion de dos marcadores:
GFAP y sinaptofisina.

Cuando los animales son sometidos a una dieta alta en sacarosa desarrollan SM.
El SM se define como un conjunto de signos que aumentan el riesgo de desarrollar
problemas cardiovasculares y DM2. Los parametros que definen el SM son, obesidad
central, resistencia a la insulina, hipertension, dislipidemia e hiperinsulinemia. AlGn no
se sabe con exactitud la causa del SM, pero tanto la obesidad como la resistencia a la
insulina son factores significativos. Estos cambios sistémicos, que aln no es claro como
van ocurriendo, tienen un impacto directo a nivel del SNC. Observamos que el
hipocampo es la estructura que se ve mas afectada, comparada con la corteza insular,
deteriorando la memoria de navegacion en estos animales. Por otra parte, el ensayo de
LTP revel6 que las ratas con SM no logran mantener la potenciaciéon cuando son
estimuladas, por lo que la eficacia sinaptica esta disminuida. Finalmente, los analisis
bioquimicos no revelaron cambios en la expresion de GFAP. Con base en les
experimentos realizados concluimos que las ratas con SM presentan un deterioro

cognitivo leve donde la principal estructura que se ve afectada es el hipocampo.



ABSTRACT

In the last two decades, several studies have reported different mechanisms that
could link Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and dementia. Most of the Alzheimer’s
disease patients show alterations in the glucose metabolism and insulin signal
transduction. It is thought that people develop clinical manifestations of dementia many
years after the onset of brain deterioration, hindering the establishment of the disease
temporality.

Due to this fact, we decided to evaluate the cognitive performance in an earlier
stage of metabolic dysfunction, i.e. metabolic syndrome (MS). Since MS is a
multifactorial complex of signs that increases the probability to develop several types of
health problems, cardiovascular processes, diabetes, certain types of cancer and even
cognitive deficit among them. We treated young adult Wistar rats during a period of six
months with sucrose 20% in drinking water. After the treatment, we performed three
different memory tasks (Morris-Water Maze, Object Recognhition Memory and Object
Location Memory) and several metabolic parameters were monitored (blood glucose
levels, insulin levels, body mass index and oral glucose tolerance test). We observed that
MS rats showed a selective hippocampus-dependent cognitive impairment, since
cortical function seems to be spared at this stage. In addition, we do not observe
decreased levels in the synaptophysin vesicle protein and the Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP). But we observed a decrease in the long-term potentiation (LTP) test that
highlight a damage in the synapsis efficiency within the hippocampus.

We concluded that the MS rats present a mild hippocampal dysfunction that we
confirmed with LTP the cognitive function performance in the memory tasks. We used
two brain markers, synaptophysin and GFAP, to evaluate changes within the brain but
we could not find significant difference when we compared the two groups. More test
may lead to more clues and this is an exceptional model of MS that we know can provide
more information about the changes that lead MS, obesity and even diabetes to

cognitive dysfunction.
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DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) se caracteriza por un aumento de glucosa en la sangre
(hiperglucemia); clinicamente se manifiesta por la eliminacion excesiva de orina (poliuria), la
cua produce sed (polidipsia) y aumento en la ingesta (polifagia). En e antiguo Egipto los
médicos acufiaron el término diabetes debido a la incapacidad de los pacientes por retener el
agua. El término “diabetes’ significa sifon. Algunos siglos después se le agreg6 en la India €
término “mellitus’ que significa de miel ya que la orina de estos pacientes es dulce.

Los estudios retrospectivos y prospectivos més recientes indican que aproximadamente 415
millones de personas en e mundo tienen diabetes. Asimismo, se proyecta que para el 2040 la
cifra de personas que sufren esta enfermedad aumente a aproximadamente 642 millones de
personas. Estos estudios también han revelado que el norte y centro del Continente Americano
son las regiones que invierten més dinero en servicios de salud para atender a ésta enfermedad a
nivel mundial. Por gemplo, en Estados Unidos 24.4 millones de personas tienen diabetes
mientras que en México hay 8.7 millones de personas afectadas con esta misma enfermedad.
Entonces nos enfrentamos ante una enfermedad que tiene y seguira teniendo costos muy elevados
anivel de salud publicay sociedad que los rodea (International Diabetes Federation, 2015).

Existen dos tipos principales de DM: tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2). Conforme se va
desarrollando el conocimiento acerca de esta patol ogia se han ido sumando y/o sugiriendo nuevas
clasificaciones de diabetes | as cuales confirman que la diabetes es una enfermedad multifactorial

con diferentes rangos de manifestaciones clinicas (American Diabetes Association, 2014).



DIABETES TIPO 1

LaDM1, alacual también se le han dado los nombres de diabetes insulino dependiente o
diabetes juvenil, es una enfermedad autoinmune la cual lleva a la destruccion progresiva de las
células B de los islotes pancredticos que eventual mente resulta en la deficiencia de produccion de
insulina (Bluestone et a., 2010; Todd, 2010). Por lo tanto, los pacientes con DM1 requieren la
administracion de insulina exdgena ya sea por inyecciones o implantes. La DM1 representa ~5-
10% de los casos diagnosticados de diabetes (Atkinson et al, 2014). A pesar de que la DM1
puede presentarse a cualquier edad, usuamente comienza en nifios mayores de cuatro afos de
edad con un pico de incidencia en la adolescencia temprana y pubertad (Harjutsalo et al., 2011).
Las causas de la DM1 no estan definidas, sin embargo, |a autoinmunidad, genéticay los factores
ambientales se piensa que juegan un papel importante en e desarrollo de esta enfermedad

(Atkinson et al, 2014).

DIABETES TIPO 2

LaDM?2 es €l tipo mas comun, le corresponden entre ~90-95% de los casos. Esta enfermedad
es un sindrome, ya que, comprende un grupo heterogéneo de padecimientos donde el factor
comun es una concentracion alta de glucosa en la sangre o hiperglucemia, la cua puede tener
distintos origenes. La DM2 se caracteriza por la disminucién en la habilidad de la insulina para
estimular la captacion de glucosa en sus 6rganos blanco (musculo, higado y tejido adiposo) y una
deficiente secrecion de insulina por las células 3, 1o cual conduce a la hiperglucemia (Prentki &

Nolan, 2006). Los problemas metabdlicos se pueden desarrollar varios afios antes de gque surjan



las manifestaciones clinicas de la DM2. El incremento que ha habido a través de los afios en la
tasa de personas que sufren DM2 (Zimmet et al., 2001), o cualquier disfuncion en e metabolismo
delaglucosa, hallevado ainvestigar la etiologia de esta enfermedad.

Se ha sugerido que €l principa factor que desencadena la diabetes es la disfuncion de la
célulap (Perry & Frayling, 2008; Prentki & Nolan, 2006). La resistencia periféricaalas acciones
biol6gicas de lainsulina en e metabolismo de la glucosay de los lipidos es uno de |os principales
signos en € sindrome metabdlico junto con ciertos factores genéticos y ambientales que

conducen a desarrollo de la diabetes (Rask-Madsen et al., 2012).

Figura | Descripcion del fallo en la secrecion de insulina por las células f y su progresion a DM2. Se ha sugerido que el
factor que desencadena la diabetes es la disfuncion de la célula B. En el sindrome metabdlico las células p estan siendo
estimuladas y secretando insulina continuamente. Eventualmente, las células f se agotan y son incapaces de secretar



insulina suficiente para mantener los niveles de normoglucemia desarrollando hiperglucemia Tomado y modificado de
(Prentki & Nolan, 2006).

SINDROME METABOLICO

Fue descrito por primera vez en 1920 por Kylin, un médico suizo, como la asociacién de
la elevacién de la presién sanguinea (hipertension), glucosa alta (hiperglucemia) y gota. En 1947,
Vague publicd un reporte donde remarcd la adiposidad en la circunferencia abdominal como un
tipo de obesidad que esta comUnmente asociada con las anormalidades metabdlicas encontradas
en la DM2 y a enfermedades cardiovasculares. La primera definicién oficial del sindrome
metabdlico fue descrita por un grupo de trabajo de la World Health Organization (WHO) en
1999, desde ese entonces se han propuesto multiples definiciones. Las més aceptadas a nivel
mundial de todas las que se han formulado es el de WHO, |a de European Group for the Study of
Insulin Resistance (EGIR), y lade US National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel [11 (NCEP ATPIII).

Siempre se genera confusion debido a gque las diferentes definiciones no solo difieren en
los componentes sino también en los puntos de corte usados para cada componente. Las
definiciones actuales toman en cuenta que la adiposidad abdominal es comuln en todos los
componentes del sindrome metabdlico, por consiguiente, los puntos de corte de la circunferencia
abdominal especificos del origen étnico han sido incorporados en las definiciones actuales de
sindrome metabdlico (Ver Tabla 1).

El sindrome metabdlico (SM) se define como un conjunto de signos que aumentan € riesgo
de desarrollar problemas cardiovasculares, DM2 y algunos tipos de cancer. Los parametros que
definen e SM son, obesidad central, resistencia a la insulina, hipertension, didlipidemia e

hiperinsulinemia. AUn no se sabe con exactitud la causa del SM, pero tanto la obesidad como la



resistencia a la insulina son factores significativos. La genética, inactividad fisica,
enve ecimiento, un estado pro inflamatorio y cambios hormonales podrian tener un efecto en €l

desarrollo de lamisma, pero el papel de estos podria variar dependiendo del grupo étnico.

Tabla 1. Definiciones de sindrome metabdlico. (WHO, 1999; Grundy, 2005) IMC* (indice de

masa corporal)

WHO (1999) NCEP ATP 111 (2001) ‘

Intolerancia a la glucosa, tolerancia a la glucosa | Tres o mas de los siguientes factores
alterada o diabetes y/o resistencia a la insulina | de riesgo:

junto con dos o mas de los siguientes:

Presion arterial >140/90 mmHg >130/2>85 mmHg

Triglicéridos Triglicéridos en plasma elevados: >1.7 mmol/l (150 mg/dl)

> 1.7 mmol/l (150mg/dl) y/o

HDL-colesterol Hombres: < 0.9 mmol/! (35 mg/dl) Hombres: < 1.03 mmol/l (40 mg/dl)
Mujeres: < 1T mmol/l (39 mg/dl) Mujeres: < 1.29 mmol/I (50 mg/dl)
Obesidad Hombres: circunferencia abdominal > 90 cm Hombres: circunferencia

Muijeres: circunferencia abdominal > 85 cm y o | abdominal > 102 cm
IMC* >30 kg/m: Mujeres: circunferencia abdominal

> 88 cm

Microalbuminuria Tasa de excrecion de albumina en orina > 20

pg/min o alblmina: tasa de creatinina > 30 mg/g

En el SM, las células 3 estan en constante estimulacion por lo tanto se encuentran secretando
altas cantidades de insulina. Eventualmente, las células se agotan incapaces de secretar lainsulina
necesaria para mantener los niveles normales de glucosa desarrollandose la hiperglucemia. Los
mecanismos gue participan en el desarrollo de la hipersecrecion de insulina en etapas tempranas
del SM pueden ser parte de la cadena de eventos en el acoplamiento de la secrecién de insulina
mediada por glucosa, como €l incremento en los transportadores de glucosa, enzimas o canales

ionicos (Hiriart et al., 2014a; Hiriart et al., 2014b; Larqué et a., 2011; Velasco et al., 2012).



Antecedentes



DETERIORO COGNITIVO Y DIABETES

A pesar de que algunos estudios han fallado en encontrar la relacion entre la diabetesy la
Enfermedad de Alzheimer (EA) (Hassing et a., 2002; Profenno et al., 2010; Xu et a., 2004) Ott
y colaboradores (1996) reportaron la relacion entre la DM2 y la demencia. Se demostré que los
pacientes que presentan DM 2 incrementan hasta dos veces més €l riesgo de padecer algun tipo de
demencia. En otro estudio, se observd que la disfuncion en € metabolismo de la insulina,
incrementa hasta cuatro veces mas €l riesgo de desarrollar la EA (Schrijvers et al., 2009).
Asimismo la Clinica Mayo para €l Registro de Pacientes con EA revel 6 que 80% de los pacientes
con EA presentan alteraciones en la tolerancia a la glucosa o diabetes (Janson et al., 2004). El
reporte anual de Alzheimer’s Disease International confirmé una asociacién consistente entre la
diabetes en etapas avanzadas y € desarrollo de demencia (ADI, 2014). Un estudio reciente en €
gue ha participado nuestro laboratorio donde se llevd a cabo un seguimiento de tres afios
realizado en México, develé que las personas diagnosticadas con DM2 duplican €l riesgo de
desarrollar demencia (Salinas et al., 2016).

La incidencia de enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas relacionadas con la
edad se ha ido incrementando considerablemente. A nivel mundial la DM y las demencias
afectan a = 414 y = 48.6 millones de personas respectivamente. El Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos, de acuerdo con sus investigaciones
reportaron que tanto la diabetes como la Enfermedad de Alzheimer, se encuentran en el séptimoy
el sexto puesto, respectivamente, de las principales causas de muerte en los Estados Unidos. La
impresién general indica que los déficits cognitivos observados en las personas que presentan una

intolerancia a la glucosa y posiblemente también las personas que se encuentran en las primeras



etapas de DMT2 sean causadas por los cambios en la funcién cerebral y que dichos cambios
parecen ser irreversibles.

A lo largo de este tiempo se ha formulado diversas hipétesis de los principales
mecanismos moleculares que subyacen a estas dos enfermedades tales como la disfuncion en la
via enzimética de sefidizacion de la insulina, la desregulacion en el metabolismo de la glucosa,
disfuncion mitocondrial, y la disfuncién en el metabolismo del colesterol, los cuales se abordaran

a continuacion.

VIA ENZIMATICA DE SENALIZACION DE LA INSULINA

La insulina es una proteina de ~6 kDa, producida por las células B pancredticas. La
funcién que gjerce lainsulina a nivel periférico es regular la captacion y almacenamiento de la
glucosa, asi como también regular el metabolismo de las lipidos y proteinas. El cerebro se
consideraba como no sensible a insulina, hasta que se descubrié la presencia de receptores de
insulinay con una mayor densidad en estructuras tales como la amigdala, corteza, hipocampo,
hipotdlamo, corteza entorrinal y bulbo olfatorio (Havrankova et al., 1978 (a); Havrankova,
Schmechel et a., 1978 (b); Potau et al., 1991; Sara et a., 1982), combinado con eso, tiempo
después, se descubre que lainsulina atraviesa la barrera hematoencefélica (BHE) via transitosis
mediada por receptores (Banks et al., 1997; Schwartz et al., 1990; Steffens etl al.,1988), todos
estos descubrimientos pusieron en duda s € cerebro era realmente insensible a la insulina
Actualmente es reconocido que la insulina g erce acciones sobre el cerebro y que no solo ayuda
al balance y control de la saciedad en e hipotdlamo (Figlewicz, 2003). La insulina gjerce un
efecto neuroprotector y neurotrofico, asi como también ayuda a la consolidacion de la memoria

y la plasticidad sinaptica en e hipocampo (Duarte et al., 2008; Skeberdis et al., 2001; Van Der



Heide et al., 2005).

La via enzimatica de sefializacion de la insulina es a través de tres vias principales (Ver
Figura 11): @) la via de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)/Akt, la cua es responsable de la
principal accién de la accion metabdlica de lainsulina (Frame & Zheleva, 2006); b) lavia Ras-
proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), la cua regula e crecimiento celular y la
proliferacion a través de la activacion de proteinas tales como ERK/MEK, Raf, CDC42 y INK
1-3 (Sdltiel & Kahn, 2001); c) via del virus de linfoma de células B de casitas (Cbl)/ proteina
asociada a Cb1 (CAP), lacual media € transporte de glucosa, independiente de la activacion de
lavia de PI3K, facilitando la trandocacion del GLUT4 ala membrana celular (Baumann et al.,
2000).

La sefidlizacion de la via enzimatica de la insulina es similar en el sistema nervioso
central (SNC), la cual se activa por la union de lainsulina a su receptor, es decir, €l receptor de
insulina (RI), € cual pertenece ala familia de receptores de cinasas de tirosing, esta incluye el
receptor del factor de crecimiento parecido alainsulina (IGF) y el receptor relacionado con €l
receptor de insulina (Hubbard, 1999; Li et al., 2005; Saltiel & Kahn, 2001; White & Y enush,
1998).

El RI es una proteina tetramérica compuesta por dos subunidades o y dos subunidades 3

(Bondareva & Chistyakova, 2007). La unién de la insulina a las subunidades o resulta en la

activacion y en la autofosforilazion de la porcién rica en cinasa de tirosina de las subunidades 3
(Bondareva & Chistyakova, 2007; Plum et al., 2005) seguido por la activacion del sustrato del
RI (IRS) lo cual desencadena dos de las vias candnicas en la via se sefiaizacion de la insulina

(Ver figurall).

1N



Figura Il Via de sefializacion enzimética de la Insulina. La via de sefializacion de la insulina regula un rango de diferentes
respuestas bioldgicas las cuales incluyen: transporte de glucosa, sintesis de proteinas, mitogénesis, y supervivencia celular.
Todos estos procesos mediante tres principales vias. Las lineas negras indican un proceso de activacion de la via. Las lineas

discontinuas representan activacion de mediadores intermedios.

La via se sefidizacion de la insulina en el SNC, a través de la activacion de la via
canonica de PI3K/Akt esta involucrada en procesos tales como la plasticidad singptica (Zhao et
al., 2004). También se describi6é que la insulina promueve la potenciacion de largo plazo (LTP)

en e hipocampo, este proceso es la base tedrica por la cua se rigen los fundamentos del



aprendizaje y memoria (Skeberdis et a., 2001; Zhao et al., 2004b).

Se han descubierto varios mecanismos por los cuales la insulina promueve el proceso de
memoria y aprendizaje, en uno de ellos se observd mediante la activacion de la via de
sefidizacion de la insulina la cual modula la expresion de los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) y a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (AMPA) la cua Illeva a un mayor
flujo de Na* y Ca?* por ende haciendo mas eficaz la transmision sindptica (Van Der Heide et al.,
2005). Se observo que lainsulina a activar la via PI3K/Akt promueve la sintesis y translocacion
de los receptores GABA , asi como también la sintesis de la proteina postsingptica PSD95 (Wan
et al., 1997). Asmismo se sabe que la insulina modula la concentracion de ciertos
neurotransmisores como la acetilcolina e incrementa la liberacion de norepinefrina'y epinefrina,
asi como también inhibe su recaptura (Boyd et al., 1986; Sauter et al., 1983).

La desregulacion en la via de sefializacion de la insulina esté asociada con un decremento
en las habilidades cognitivas y e desarrollo de demencia, asociado con la EA (de la Monte,
2009). En un trabgo publicado con pacientes con DM2, EA y pacientes diagnosticados con las
dos enfermedades evaluaron en tgjido post morten la region de la corteza frontal la fosforilacién
de los componentes de la via de PI3K/Akt. Se encontrd que tanto los componentes totales como
los componentes fosforilados de |a via se encontraban a la baja tanto en pacientes con DM2y EA
y la disminucion de estos componentes es méas severa en pacientes que desarrollan las dos
enfermedades (Liu et a., 2011). También se observo que la fosforilacion de Akt estimulada por
insulina se encuentra disminuida en cultivos de neuronas corticales en condiciones de
hiperinsulinemia (Kim et al., 2011). Asimismo en € modelo de ratén db/db cultivos de cortes
corticales del cerebro mostraron un incremento en la fosforilacion basal de Akt donde lainsulina

no puede seguir estimulando la fosforilacion de Akt comparado con los ratones controles no
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diabéticos (db") (Kim et al., 2011).

Otros de los componentes de la via canonica de la insulina de PI3K/Akt que participa en
el desarrollo de la EA es la cinasa de la glucégeno sintasa 3 B (GSK3p), cuando esta via de
sefidizacion se ve afectada en condiciones de hiperinsulinemia la fosforilacion de GSK3p
disminuye activando esta molécula constitutivamente la cual se sabe que fosforila a la proteina
tau, que es encargada de la estabilizacion de los microtibulos (Muyllaert et al., 2008; Takashima,
2006). En condiciones patolégicas, como la EA, la proteina tau se encuentra hiperfosforilada.
Sumado a esto, se ha observado en tejidos de pacientes con EA que intracelularmente el péptido
B amiloide (BA) impide lainteraccion de PDK 1 con Akt inhibiendo la activacion de esta (Frisardi
et a., 2010).

Una evidencia més que apunta a que lainsulina juega un papel relevante en la patogénesis
de la EA fue observada cuando se les administré insulina via intranasal a pacientes con deterioro
cognitivo leve se observd una mejora en lamemoria en dosis bajas, mientras que en dosis altas no
hubo ningun efecto (Craft et al., 2012).

A partir de todas estas observaciones se han ido formulando hipétesis de los mecanismos
gue pudieran ligar a estas dos enfermedades. Una de las hipotesis explica que de manera natural
lainsulinay e BA tienen afinidad y compiten por e sitio de union tanto del Rl como de la
enzima degradadora de insulina (IDE), la enzima encargada de la degradacion y eliminacién de la
insulina extracelular y el BA (Qiu et al., 1998; Xie et a., 2002). De esta forma, en condiciones de
patogénesis un paciente que desarrolla EA y se encuentre en las primeras etapas de DM 2 secreta
altas concentraciones de insulina, la cual se va a unir preferentemente a la IDE para ser
eliminada, sin embargo, al degradarse mayormente insulina en relacion con el péptido BA, e BA

se acumula, al acumularse intracelularmente induce cambios como la disrupcién de la via se
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sefializacion de lainsulinay su liberacion extracelular formala oligomerizacion del BA formando
asi las placas extracelulares las cuales repercuten, entre otras cosas, en la transmision sinaptica

(Heras-Sandoval et al., 2012).

DESREGULACION DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA Y ESTRES OXIDATIVO

A pesar de que € cerebro tiene la habilidad de usar otras fuentes de energia, la glucosa es
el substrato principal obligatorio para el metabolismo energético (McKenna et al., 2012). En €
cerebro, las neuronas son incapaces de producir y almacenar glucosa ya que carecen de las
enzimas necesarias, por o tanto, requieren un continuo aporte de glucosala cual atraviesala BHE
mediante los transportadores de glucosa (GLUTSs). Existen varias isoformas de estos
transportadores, las isoformas 1,34 y 8 son las presentes en e cerebro. En la BHE y las
membranas corticales se expresa el GLUT1, e GLUT 3 se expresa en neuronas mientras que el
GLUT4 y el GLUTS8 se expresa en compartimientos intracelulares de las neuronas (Scheepers et
al.; Schulingkamp et al., 2000).

Las anormalidades debido a fallo del consumo de la glucosay € metabolismo energético
en la EA se asemejan a de la DM2 (Baker et a., 2011; Zhao & Townsend, 2009). Como se
mencioné ya anteriormente los problemas en e metabolismo de la glucosa junto con la
resistencia a la insulina conducen a una disfuncién en la memoria y sinapsis en pacientes
diagnosticados con diabetes DM2 (Baker et a., 2011; Zhao & Townsend, 2009). Todos estos
hallazgos indican que el funcionamiento correcto del metabolismo de la glucosa esta asociado
con una respuesta cognitiva estandar y cualquier defecto en el metabolismo de la glucosa se vera

reflegjado en un declive cognitivo (Sims-Robinson et a., 2010).



Varios estudios han reportado un decremento en el metabolismo del cerebro antes de que

las funciones cognitivas se vean afectadas. En el EA, se hareportado un decremento en latasa de
consumo de la glucosa en regiones como e hipocampo, |6bulo parietal y regiones prefrontales
del cerebro comparados con individuos sanos (Garrido et al., 2002; Small et al., 2000). Cuando la
tasa de consumo de glucosa en € cerebro disminuye conlleva a cambios como, disfuncion
mitocondrial, hiperglucemia e inflamacion del cerebro.
En pacientes con EA asi como en modelos transgénicos de esta enfermedad se han detectado un
decremento de aproximadamente 55-65% en utilizacion de la glucosa en e cerebro (Bubber et
a., 2005; Hoyer et al., 1989; Valla et al., 2008). En cerebros de pacientes con EA se ha
observado una reduccion en la actividad de las proteinas mitocondrial es asociadas principalmente
con e ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) tales como, la deshidrogenasa del o
cetoglutarato, piruvato deshidrogenasa, y deshidrogenasa de isocitrato. La reduccion en la
actividad de estas enzimas resulta en la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria, y la
activacion de la caspasa 3 las cuales conducen a la muerte celular (Bubber et al., 2005; Huang et
al., 2003). También se ha reportado una disminucién hasta del 50% en la produccion de ATP
proveniente de la glucosa en pacientes con EA temprana (Moreiraet a., 2007).

Por otra parte, é metabolismo anormal de la glucosa incrementa la produccion de
radicales libres como las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno
(RNS). Cuando hay una sobreproduccién de radicales libres la capacidad antioxidante de la
célula se ve depletada resultando en un estrés oxidante, €l cual es un marcador patoldgico tanto
de la DM1 como la DM2. Esta bien documentado que el estrés oxidante esta incrementado no
solo en pacientes con diabetes sino también en pacientes con EA comparado con sujetos

pacientes sanos (Sims-Robinson et al., 2015).



La desregulacion del metabolismo de la glucosa junto con el estrés oxidante contribuye a
la formacién de los productos finales de glucosilacion avanzada (AGES). A pesar de que la
glucosa es e azlcar reductor menos reactivo, puede convertirse en productos de Amadori no
enziméticos a través de la formacién de bases de Schiff al reaccionar con grupos de aminoécidos
libres de la proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Brownlee, 2001; Y amagishi, 2011).

La auto oxidacion de la glucosa lleva a la formaciéon de radicales hidroxilo, que son
intermediarios en la via de formacién de los AGEs y la principal fuente de AGESs enddgenos. La
formacién y acumulaciéon de AGEs ocurre de manera natural como consecuencia del
envejecimiento. Sin embargo, este proceso se encuentra exacerbado en pacientes con diabetes
teniendo como consecuencia complicaciones en los pacientes que la padecen. Es bien aceptado

que los AGEs contribuyen a la progresion de patogénesis de la EA e inducen la glicacion del BA

y laproteinatau las cuales llevan ala agregacion del BA y laformacién de ovillos neurofibrilares
en el cerebro (Sasaki et a., 1998, 2001). Cuando los AGEs se unen a su receptor, es decir, los
receptores para los productos finales de glicosilacién avanzada (RA GE) inducen varias respuestas
biolégicas. Los RAGEs no solo reconocen a los AGEs sino también reconocen a BA. La
activacion de los RAGEs a través de la unién de estos ligandos puede iniciar la produccion de
radicales libres de oxigeno (ROS) y procesos inflamatorios (Takuma et al., 2009; Yan et al.,
2009).

Los ROS producidos pueden ser convertidos a muchas formas y tienen la habilidad de
difundir a través de la membrana externa para entrar a citoplasma. Sin embargo, la mayoria de
los ROS que se producen en la mitocondria son convertidas en agua u oxigeno en presencia de
dismutasas las cuales pueden encontrarse ya sea en la mitocondria o en el citoplasma (Jomova &

Vako, 2011; Malinouski et al., 2011).
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Al igual que en laviade sefidizacion de lainsulinay la desregulacién del metabolismo de
la glucosa se han formulado diversas hipotesis para explicar € papel de estrés oxidante en la
patofisiologia de la EA y la diabetes. En el caso del cerebro se sabe que la combinacion de la alta
demanda de energia, niveles relativamente bajos de antioxidantes y la alta concentracion de
hierro 1o hace particularmente vulnerable al estrés oxidante (Bonda et al., 2010; Jiang et al.,
2009). Lo gue se ha observado en la EA aparte del incremento en la cantidad de ROS son niveles
reducidos de enzimas antioxidantes tales como SOD, glutation (GSH) y catalasa las cuales se
encuentran en la corteza frontal y temporal (Bonda et al., 2010; Pratico & Delanty, 2000;
Readnower et a., 2011; Sultana & Butterfield, 2011). Por otra parte, los pacientes con diabetes
exhiben ciertos marcadores para el estrés oxidante tales como isoprostano F, y nitro tirosinaen la
oring, € plasmay €l tgjido, llevando ala hip6tesis que el estrés oxidante también es un marcador
patol 6gico parala diabetes (Lovestone & Reynolds, 1997; Rolo & Palmeira, 2006).

Un tratamiento antioxidante efectivo puede minimizar €l dafio celular, asi como también
reducir la carga del estimulo oxidante. Varios antioxidantes como las vitaminas, glutation,
catalasa, SOD, é&cido o lipdico, coenzima Q10, carotenoides, flavonoides, minerales (zinc,
magnesio, cobre y selenio) y cofactores (&cido fdlico) han sido probados para reducir los efectos
del estrés oxidante tanto en la EA como en la diabetes. A pesar de eso, aln no se ha logrado
demostrar satisfactoriamente que los antioxidantes puedan inhibir el estrés oxidante y reducir
tanto laEA como la diabetes (Bonda et al., 2010; Golbidi et al., 2011; Johansen et a., 2005; Vifia

etal., 2011).
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DESREGULACION DEL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS

Ladiabetesy la EA no sdlo se caracterizan por la disfuncion en la via de sefializacion de
la insulina sino también por la dislipidemia. La dislipidemia se define como un conjunto de
enfermedades en su mayoria asintomaticas gque se detectan por la presencia de concentraciones
anormales de colesteral, triglicéridos o lipoproteinas de alta densidad (HDL) en sangre (M éndez-
Sanchez & Uribe-Esquivel, 2013). La sefializacion mediada por lipidos regula muchos procesos
fisiélogos como € tréfico y la actividad proteolitica de las proteinas de unién a membrana
(Taskinen, 2002). Los écidos grasos (FA) son sintetizados en su mayoria por todas las células del
cuerpo, se amacenan y circulan en sangre como triglicéridos. Los estudios muestran que €l
incremento en los niveles de acidos grasos libres (FFA), triglicéridos, colesterol y lipoproteinas
de muy baja densidad (LDL), junto con un decremento en los niveles de lipoproteinas HDL estan
asociados con un mayor riesgo no solo a desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes
sino también demencia (Di Paolo & Kim, 2011; Hayashi, 2011; Jenkins et al., 2006; L itjohann,
2006; Y affe, 2007).

Aproximadamente 70% de los pacientes diagnosticados con diabetes tienen
hipercolesterolemia (Harris, 1991). En modelos animales se ha visto que la hipercolesterolemia

incrementa tanto la expresion de la enzima 3 secretasa, la cua corta a la proteina precursora
amiloide, como alos RAGEs, los cuales transportan e BA de lacirculacion periféricaa cerebro,
asi como también un decremento en la IDE vy los receptores LDL relacionados con la proteina
1(LRP1), todos ellos juegan un papel fundamental parala eliminacion del péptido BA del cerebro
(Sharmaet al., 2008).

La apolipoproteina E (ApoE) es uno de |los acarreadores de lipidos més importantes (Ladu
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et al., 2000) y es un factor de riesgo bien establecido en el desarrollo de la EA (Kuriyama et a.;
Muckle & Roy, 1985). De las multiples isoformas de la ApoE se observé que laisoforma ApoE4
la cual se presenta en € 15% de la poblacion aumenta de 3-4 veces € riego de desarrollar EA
(Wieringa et a., 1997). Ademas, los pacientes que portan € aelo de la ApoE4 duplican las
posibilidades de desarrollar EA comparados con los individuos no diabéticos (Peila et a., 2002).
Por lo tanto, niveles altos de ApoE4 estan asociados una mayor produccion de BA (Belinson et
al., 2008). Por otra parte, modelos transgénicos que sobre expresan ApoE4 en neuronas
incrementan la fosforilacién de la proteina tau, sugiriendo gue esta involucrada en la formacién
de marafias neurofibrilares (Brecht et al., 2004). El desarrollo de diabetesy la presencia del alelo
ApoE4 aumenta sinérgicamente €l riesgo de padecer EA. Varios estudios han ligado la DM2 con
una patologia cerebral particularmente con el alelo ApoE4 (Luchsinger, 2012).

AuUn hay datos contradictorios, sin embargo, la disfuncién en e metabolismo de los
lipidos puede ser uno de los responsables en la promocién del desarrollo tanto de diabetes como

delaEA.
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MEMORIAY APRENDIZAJE

En 1970 la psicologia cognitiva, la cual se describia como la ciencia de la mente, se unié
con la neurociencia, la cual se definia como la ciencia del cerebro. El resultado de la union de
estas dos disciplinas fue la neurociencia cognitiva, una nueva disciplina que introdujo los
métodos biol bgicos para explorar 1os procesos mentales en la psicologia cognitiva moderna. Para
la década siguiente, en 1980, la neurociencia cognitiva dio un salto con € desarrollo de la
imagenologia, esta tecnologia permitié a los neurocientificos mirar por primera vez dentro del
cerebro humano y ver la actividad en varias regiones cuando alas personas se les involucraba con
funciones mentales complejas. Asimismo, a inicios de 1980 la neurociencia cognitiva incorporé
la biologia molecular, resultando en una nueva disciplina, la biologia molecular cognitiva, la cual
permitié explorar a un nivel molecular los procesos mentales preguntandose como pensamos,
sentimos y recordamos.

El concepto de memoria puede ser muchas veces controversial sin embargo el autor Endel
Tulving (2000) describe este término de manera muy clara. “El término memoria ademés de
denotar un campo de estudio, se le puede designar a diferentes conceptos. Entre los significados
mas frecuentes de memoria estan (1) la memoria como la capacidad neurocognitiva para
codificar, almacenar y recuperar informacion; (2) memoria como un almacén hipotético en €l
cua la informacién es retenida; (3) memoria donde la informacion es almacenada; (4) memoria
como una propiedad de la informacién; (5) memoria como un proceso componencial de
recuperacion de esa informacién; y (6) memoria como un fendmeno individual consiente de
recordar algo”.

Hasta el momento se han definido varios conceptos de memoria, otra pregunta importante

gue se planted fue ¢En donde se almacenan estas memorias? Esta pregunta surge a principios del
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siglo X1X por el anatomista Franz Joseph Gall. De acuerdo con todas sus observaciones el define
al cerebro como el 6rgano de la mente y propone que €l cerebro esta organizado por zonas
corticales. Asi fue como Joseph Gall desarrollé su teoria conocida como frenologia, la cua
aceptaba gque las cualidades humanas de cada persona estaban localizadas en regiones especificas
del cerebro tales como la generosidad o intelecto (Simpson, 2005). Tuvieron que transcurrir
muchos afios, hasta que en 1929 € neuropsicélogo Karl Lashley mediante sus estudios con ratas
llegara a la conclusion de que los dafios en la memoria estan relacionados con la extension del
tamafio cortical que se remueve y no en una localizacion especifica. Finalmente fue el psicologo
Donald Hebb quien explico que la informacion esta almacenada a lo largo de grandes areas de la
corteza mediante la conexion de redes de neuronas, y que no existe un solo centro para la
memoria, S No que varias partes del sistema nervioso pueden estar participando para representar
un evento individual.

El estudio reportado del paciente Henry Molaison (H.M. por sus iniciales) por Scoville
and Milner (1957) ha sido tal vez el hallazgo mas importante para e campo de la neurociencia.
Este reporte describia como € paciente H.M. a haber sido sometido a una reseccion del 16bulo
temporal medial (MTL); conformado por e hipocampo, amigdala y tejidos adyacentes; en un
esfuerzo por disminuir las crisis convulsivas provocadas por su epilepsia, resulto en un dafio
permanente en su memoria. Sus problemas de memoria eran caracterizados por una amnesia
anterograda (incapacidad de formar nuevos recuerdos) y una amnesia retrograda (incapacidad de
recordar eventos sucedidos después de haber sido sometido a operacion). La observacion de que
el dafio selectivo en el MTL tenia como consecuencia un déficit aislado en la memoria de largo
plazo (LTM) pero no tenia efectos en otro tipo de memoria como la motora degjé en claro la

realidad de que habia multiples sistemas de memorias en el cerebro (Milner et al., 1998).



Anteriormente el aprendizaje y la memoria se estudiaban de forma separada, pero a paso
de los afios estas dos se unificaron. De acuerdo con Kandel (2014), e aprendizaje se refiere a
cambio en el comportamiento que resulta de la adquisicién de conocimientos acerca del mundo, y
la memoria es e proceso mediante el cual e conocimiento es codificado, almacenado y
posteriormente recuperado. Asimismo, existen dos tipos de amacenar esta informacién o
memorias, la memoria de corto y largo plazo. La memoria de corto plazo se refiere a un sistema
gue involucra un amacenamiento de informacion temporal, esta retencion de informacion puede
durar desde segundos hasta horas, para €l caso de esta memoria se producen cambios en la
circuiteria neuronal, las cuales pueden afectar a neuronas individuales como cambios a nivel de
segundos mensgjero o de las propiedades de |os canales membranales. Por otra parte, |la memoria
de largo plazo se refiere a un sistema de almacenamiento de informacion perdurable alo largo del
tiempo (desde recuerdos de la infancia hasta recuerdos vividos desde semanas atras) sin ninguna
limitacion en su capacidad, este tipo de memoria sufre cambios permanentes que requieren la
sintesis de proteinas (Dudai, 2004; Kandel, 2012; Micheau & Riedel, 1999).

Actualmente se sabe que, € aprendizaje puede ser clasificado en no asociativo, como los
fendmenos de habituacion y sensibilizacion; y aprendizaje asociativo, en € cua los sujetos
aprenden las relaciones entre estimulos, conductas y consecuencias (Dudai, 1989). Por otro lado,
la memoria se ha clasificado en dos. la memoria declarativa o explicita y no declarativa o
implicita. La memoria declarativa es aquella que puede ser evocada de forma consciente y se
divide en: memoria de trabajo, la cual permite mantener la informacién por un periodo breve de
tiempo mientras se realizan operaciones cognitivas; la memoria semantica, la cua amacena
informacion y conocimiento del mundo; la memoria episddica, que mantiene la experiencia

personal del pasado; la memoria espacia cuya funcién es mantener la informacion sobre la
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relacion espacial de objetos o lugares; y la memoria de reconocimiento, la cua permite al
individuo distinguir un estimulo o evento particular. Asimismo, la memoria no declarativa,
contrariamente, es evocada de forma inconsciente y se divide en: memoria perceptual, la cual
permite el reconocimiento rapido de los objetos; la memoria asociativa, que permite la asociacion
espacia y temporal entre estimulos; y por Ultimo la no asociativa donde se extrae la informacién

de un solo estimulo (Ver Figuralll) (Rovee-Collier et al.2001; Tulving, 2000)

Figura Il Clasificacion de la memoria. Tomado y modificado de Osorio, D. (2016).
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MODELOS ANIMALES DE DIABETES

En un esfuerzo por comprender estas patologias se han desarrollado varios modelos animales
tanto de diabetes como de la Enfermedad de Alzheimer. Es importante recordar que la validez de
un modelo de ratén de una enfermedad esta estrechamente vinculada a la capacidad del animal
para reproducir algunas manifestaciones de ella (Buccafusco, 2009), aunque ningin modelo

murino recapitula el espectro patol6gico entero.

Los modelos de DM2 maés usados son el raton db/db el cual tiene una mutacion autosdmica
recesiva en el receptor de leptina; la leptina entre otras cosas regula la sensacion de saciedad a
nivel del hipotdlamo. El raton db/db desarrolla hiperfagia, obesidad mérbida, hiperinsulinemia, e
hiperglucemia a partir los primeros 4 meses de edad. Otro modelo muy parecido es el raton ob/ob
el cual carece de leptina, este raton desarrolla hiperfagia, hiperglucemia, hiperinsulinemia e
intolerancia a la glucosa (Sajan et al., 2016) Asimismo también se utilizan primates no humanos
como modelos para el estudio de la DM2 ya que estos desarrollan la enfermedad de manera
espontanea, sin embargo, econémicamente es muy caro y no esta autorizado el uso de primates
no humanos en diferentes partes del mundo.

Es posible desarrollar modelos no transgénicos de esta enfermedad con tan solo aumentar €l
porcentaje de grasa o de carbohidratos en laingesta diaria de los animales. Se ha comprobado que
los ratones tienen mayor posibilidad de desarrollar prediabetes méas rapido con dietas atas en
grasa, mientras que en las ratas se puede inducir con dietas altas en carbohidratos (Hiriart et al.,

2014).



Se han desarrollado modelos a base de dietas dtas en grasa. Las cuales van del 40-60% de
calorias derivadas de las grasase e intentan emular la DM2. De esta manera los animales
desarrollan un fenotipo obeso, con signos que van desde hiperglucemia, insensibilidad a la
insuling, dislipidemia y niveles altos de leptina en plasma entre otros (Arnold et a., 2014). El
modelo murino no transgénico mas usado es el raton C57/BI6 J, tras un estudio se comprobd que
esta cepa de ratdn no secreta insulina de manera normal y es un defecto ligado directamente a su
genotipo (Toye et a., 2005) por lo que es més sencillo y mas econdmico inducir laDM?2 en esta
cepaen particular.

Por otra parte, existe evidencia que, cuando se administra un dieta alta en azlicares (sacarosa,
fructuosa o jarabe de maiz) en modelos animales disminuye la sensibilidad a la insulina tanto en
el higado como en el musculo predisponiéndolos a desarrollo de obesidad, didlipidemias, SM,
DM2 y disfuncién en lamemoria (Moreira, 2013).

En nuestro grupo de trabajo se desarrollé e modelo de SM en rata Wistar, esta cepa de ratas
no ha mostrado una susceptibilidad al desarrollo de obesidad o diabetes, en comparacion de la
cepa Long Evans. En este modelo se administra una solucion de sacarosa a 20% en la bebida de
consumo durante un periodo de 2 a 6 meses, desarrollando: acumulacién de grasa abdominal,
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, aumento en niveles de triglicéridos y aumento
moderado de la presion sistdlica 'y una ata sensibilidad de los canales K,1p por € ATP en las

células} (Velasco et al., 2012).



Figura 1V. Modelo inducido de sindrome metabdlico. Modelo de SM descrito por nuestro grupo de trabajo
inducido con una dieta alta en carbohidratos (sacarosa al 20% en el agua de bebida). Panel a) vista ventral de los
animales sin tratamiento “Control” y con tratamiento “SM” después de 6 meses de dieta. Panel b) Vista de los
animales control (izg.) y con SM (der).

EL ESTUDIO DE LA OBESIDAD, SINDROME METABOLICO, DIABETES Y DANO
COGNITIVO.

Previamente se hablé de los principales mecanismos (como la via se sefidizacion de la
insulina, el metabolismo de la glucosa y lipidos, y estrés oxidante) que se encuentran bajo
investigacion para tratar de comprender como la diabetes y etapas previas a la diabetes, como la
obesidad y e sindrome metabdlico, repercuten en e SNC. Todas estas investigaciones se han
Ilevado a cabo en su mayoria con modelos animales de diabetes, sindrome metabdlico, obesidad,

ya que comparten signos entre ellas.
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En model os experimentales con roedores después de haber sido sometidos a una dieta alta en
grasa se ha observado un bajo desempefio en pruebas de memoriay aprendizaje las cualesindican
un déficit en la memoria de trabajo, memoria espacia y de reconocimiento (Arnold et a., 2014,
Chloe Boitard et al., 2012; Farr et al., 2008; Jurdak & Kanarek, 2009; Trevifio et a., 2015). Los
cambi os fisiol bgi cos observados han sido principalmente sobre la via candnica de sefializacion de
lainsulina PI3K/Akt, donde la informacion obtenida es contradictoria, ya que, hay informacion
gue dicta que los puntos clave en la activacion de esta via se encuentran regulados a la baja como
Akt, mTOR, S6, GSK3p (Arnold et al., 2014; Duarte et a., 2008; Kim et al., 2011) mientras que
la literatura reciente indica que estén regulados a la alta (Sgjan et al., 2016). También se han
observado cambios neurofisioldgicos como la alteracion del mantenimiento del LTP y LTD
(depresion alargo plazo); que son mecanismos neurobiol 6gicos fundamentales parala memoriay
el aprendizaje. Acompafiado de otra serie de cambios que van desde reduccion de espinas
dendriticas en la regiéon CAl del hipocampo (Stranahan et al., 2008), reduccion de la
neurogénesis en el hipocampo (Can et al., 2012; Lee et a., 2011; McNay et al., 2010) alteracion
en e metabolismo del glutamato (Valadolid-Acebes et a., 2012), niveles bajos del factor
neurotrofico derivado € cerebro (BDNF) (Molteni et al., 2002; Y amada-Goto et al., 2012), junto
con la reduccién en niveles de proteinas pre- y postsinapticas como la sinaptofisinag, sinapsina'y
stargazina (Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008), asi como también una reduccion en la
expresion de la proteina postsinaptica de andamiaje PSD-95 (Arnold et al., 2014).

En cualquier caso, estd claro que cuando se administran dietas altas en grasas y/o
carbohidratos se desarrolla resistencia a la insulina la cual produce cambios que aln no estan
claros, ya que los datos publicados por varios grupos de investigacion muestran resultaos que

difieren. Esta diferencia se puede deber debido a la cepa de ratdn o rata con la que se trabajo, €l
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tipo de dieta, la duracién de ésta misma e incluso el ambiente a la que se sometié a estos

animales.
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Planteamiento del problema

Tanto la demencia como la diabetes son enfermedades metabdlicas y hay evidencias que
apuntan a que estas dos patologias se encuentran interrelacionadas. De hecho, algunos cientificos
han acufiado el término de diabetes tipo 3 a la Enfermedad de Alzheimer, la cual es € tipo de
demencia mas comun, sugiriendo que la EA es un tipo de diabetes ya que comparten varios
signos y mecanismo patolégicos. Sin embargo, hasta la fecha no es claro como convergen estas
dos patologias.

En México 852 millones de personas que padecen intolerancia a la glucosa (TAG)
(Guariguata, Nolan, Beagley, Linnenkamp, & Jacgmain, 2013). El incremento que ha habido a
través de los afios en la tasa de personas que sufren DM2, o cuaquier disfuncion en el
metabolismo de la glucosa, ha llevado a investigar |a etiologia de esta enfermedad. Lo que se
sabe hasta e momento es gque existen ciertos factores genéticos y ambientales que conducen a
desarrollo de la diabetes como es € caso del sindrome metabdlico (SM) y la obesidad.

A pesar de toda la informacion que se genera hoy en dia, aln no es claro los mecanismos
moleculares que intervienen en e desencadenamiento del sindrome metabdlico y menos aln su
relacion con los déficits cognitivos ligados a la demencia. Por otro parte, la mayoria de los
expertos coinciden en que la EA, al igua que otras enfermedades crénicas comunes como es €l
caso de la diabetes, se desarrolla como resultado de multiples factores. Estos factores incluyen
una variedad de cambios en el cerebro que comienzan hasta 20 afios antes de que aparezcan los
sintomas, es decir, que e individuo es capaz de mantener sus funciones cerebrales con
normalidad, a pesar de estos cambios en € cerebro, pero conforme avanza la enfermedad, €l

cerebro ya no puede compensar e aumento de dafio neurona causado por los cambios en €
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mismo, y finalmente el individuo experimenta una ligera disminucién en su capacidad cognitiva
(Thies y Bleiler, 2012). En este trabgjo se pretenden contestar s e sindrome metabdlico logra
evidenciar cambios en el desempefio cognitivo en ratas Wistar tratadas con una dieta alta en

sacarosay bajo qué condiciones esto es cierto.
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HIPOTESIS

El sindrome metabdlico producto de una dieta alta en sacarosa por 6 meses en ratas Wistar

macho, induciré deficiencias en la memoria.

OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar si el sindrome metabdlico puede producir déficits cognitivos en el modelo de sindrome

metabdlico en ratas Wistar macho.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Evauar é desempefio cognitivo en pruebas de aprendizaje
* Anadizary correlacionar los cambios metabdlicos con el desempefio cognitivo

* Andizary correlacionar marcadores de la funcion sindptica con e desempefio cognitivo.

® Evauar laliberacidn de neurotransmisores durante la tarea conductual .



Material y métodos

Modelo animal

Se trabaj 6 con ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 2 meses de edad (250 a
280 gramos de peso) cuando seinici6 e tratamiento experimental. Se mantuvieron en un periodo
luz oscuridad de 12 hrs. Se dividieron en cuatro grupos experimentales. a) un grupo control que
recibié agua y b) un grupo experimental con una solucion de sacarosa a 20%(w/v) c) grupo
control joven d) grupo experimental con solucion de sacarosa a 20% (por un periodo de 2
semanas). Durante un periodo de dos semanas (para €l grupo joven) y seis meses (para €l grupo
de tratamiento crénico) se alimentaron con una dieta estandar (LabDiet5001®) ad libitum. Todos
los animales se mantuvieron y usaron de acuerdo a las reglas del COMITE INSTITUCIONAL
PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO (CICUAL) del

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (ndmero de protocolo: MHU86-16)

Prueba de laberinto de agua de Morris (WM)

Una de las pruebas de comportamiento elegidas para poder medir si hay un deterioro
cognitivo es e Laberinto de Agua de Morris (WM por sus siglas en ingles Water Maze). Esta
prueba mide la memoria de navegacion espacial en roedores (Morris, Garrud, Rawlins, &

O’ Keefe, 1982).

Todas las ratas fueron entrenadas en el WM durante 5 dias, sin interrupcion, en sesiones
idénticas de nueve ensayos por cada rata (mismas condiciones de luz y temperatura del agua

21+1°C). En cada ensayo el animal tenia que encontrar la localizacién de una plataforma (15 X

29



15 cm) que se encontraba sumergida en e agua a una profundidad de 1.5 cm en una piscina

circular de 1.40 m de didmetro.

Se sigui6 €l protocolo de (Nerad et al., 1996) con algunas modificaciones donde para €l
entrenamiento, se colocaba a cada rata en nueve diferentes puntos, seleccionados a azar para
cada ensayo, donde se le daba un tiempo maximo de 40 segundos a la rata para llegar a la
plataforma y situarse en ella. Una vez llegado a la plataforma la rata debia permanecer 20
segundos en la plataforma y ser retirada inmediatamente a una cgja donde se le permitian 10
segundos de descanso antes de que iniciara € siguiente ensayo, se repiti6 e mismo
procedimiento hasta completar los nueve ensayos. Si € animal no llegaba a la plataforma en €l

tiempo indicado era guiado manualmente hacia ella.

El dia de la prueba se hizo 24 horas después de los cinco dias de entrenamiento donde se
retird la plataforma y se midio €l tiempo en € que la rata tarda en llegar al punto donde se
encontraba la plataforma, se registra el tiempo de latencia, la velocidad de nado del animal,
tiempo en el cuadrante blanco y nimero de cruces ala plataforma en un lapso de 40 segundos. Se
utiliz6 el programa EthoVision® XT (Noldus, USA) para grabar todos |os experimentos y medir
lalatencia de llegada, cuadrante en el que la rata pasa mas tiempo y nimero de cruces. Todos los
datos obtenidos fueron tabulados y analizados con e programa StatView y graficados con €l

programa GraphPad Prism 5.1®

Prueba de reconocimiento de objetos

La prueba de Reconocimiento de Objetos (ORM por sus siglas en ingles Object
Recognition Memory) nos permite evidenciar s hay una dafio nivel cerebral, ya que esta prueba

pone a prueba regiones parahipocampales (corteza perirrinal, entorrinal y corteza temporal
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inferior) relacionadas con la memoria de reconocimiento. Se seleccionaron ratas Wistar macho
del grupo experimental, control (n=14) y tratado (n=12) asi como también del grupos

experimental joven control (n=6) y tratado (n=6).

Esta prueba se dividié en tres fases. habituacion, adquisicion y prueba. En la habituacion
las ratas fueron colocadas en una arena con aserrin donde se les permitié explorar libremente
durante un tiempo de 10 minutos durante 5 dias. La fase de adquisicion se llevo a cabo 24 horas
después de que terminara e periodo de habituacion por un tiempo de 5 minutos por cada rata. Se
colocaron dos objetos exactamente iguales frente a animal (dos frascos vacios de Gerber sin
etiqueta y perfectamente sanitizados), se grab6 para su posterior andlisis donde se registré €

tiempo de exploracion para cada objeto.

La ultima fase de prueba, se hizo 24hrs después de la adquisicién donde se le puso €
objeto familiar (frasco de Gerber) y €l objeto nuevo (foco de vidrio). Se grab6 y se analizo €
tiempo de exploracion. La prueba se hizo en un tiempo de 5 minutos por rata. Todo fue grabado
para después ser analizado en la computadora manualmente. El tiempo de exploracion para cada
rata se tabulé y analiz6 con el programa estadistico StatView®, y fue graficado con € programa

GraphPad Prism 5.1®.

Prueba de reconocimiento de objeto en lugar

La prueba de reconocimiento de objeto en lugar es al igual que la prueba del 1aberinto de
agua de Morris sensible a dafio hipocampal. Por o tanto esta prueba nos muestra si la memoria
espacia se encuentra afectada. Esta prueba a igual que la prueba de reconocimiento de objetos se
dividié en tres fases: habituacion, adquisicién y prueba. En la habituacion las ratas fueron

colocadas en una arena con aserrin donde se les permitié explorar libremente durante un tiempo



de 10 minutos durante 3 dias. La fase de adquisicion se llevé a cabo 24 horas después de la
habituacion. Se le presentaron dos objetos diferentes alos animales: @) Un frasco de Gerber y b)
un foco de vidrio se grabo. Ambos perfectamente libres de olor. Se les permitié explorar
libremente los dos objetos durante un tiempo de 5 minutos. La fase de adquisicién de los
animales fue grabada para su posterior analisis donde se registré el tiempo de exploracion para
cada objeto y se determino si habia alguna preferencia por uno u otro objeto, si la preferencia

hacia un objeto era evidente el animal se sacaba del andlisis.

La ultima fase de prueba, se hizo 24hrs después de la adquisicién donde se le puso €
objeto familiar, y € objeto nuevo (que es e objeto que fue desplazado de lugar). Se grabd y se
analizo el tiempo de exploracion. La prueba se hizo en un tiempo de 5 minutos por rata. Todo fue
grabado para su posterior andlisis. El tiempo de exploracién para cada rata se tabul6 y analizd con

el programa estadistico StatView®, y fue graficado con el programa GraphPad Prism 5.1®.

Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (PTGI)

Se realizd esta prueba la cual muestrala accion de lainsulina secretada por 1os animales al
estimularse con una carga de glucosa. 12 horas antes de realizar el experimento se les retiro €l
alimento alos dos grupos (control y tratado) dejandoles a su acceso Unicamente agua. Se tomaron
muestras de sangre de la cola de los animales para registrar la concentracion de glucosa basal
con un glucémetro comercial (Accu-Chek Active, Roche). Posteriormente se les inyecto via ip
una dosis alta de glucosa (2g9/Kg). Las muestras se fueron tomadas y registradas a tiempo O

(basal) y alos 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la administracion viaip.



Caracterizacion del sindrome metabodlico en ratas Wistar macho

después del tratamiento con una dieta alta en carbohidratos.

Cumplidos los 6 meses de tratamiento y después de ser sometidas a las pruebas
conductuales se midieron algunos pardmetros fisicos y metabdlicos. Se dejaron alos animales en
ayunas y cumpliendo un periodo de 12 horas se eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital
sodico via intraperitoneal (ip). Se registré con un glucometro comercial (Accu-Chek Active,
Roche) la concentracion de glucosa en ayuno para cada animal. Todos los animales fueron
pesados, y se obtuvieron medidas de su longitud corporal (L) y perimetro abdominal (PA) con
una cinta métrica. Para obtener e PA se midié € diametro de la region abdominal por encima de
la crestailiaca, mientras que parala L se midié lalonglitud del animal de la punta de la nariz a
ano. Adicionalmente se extrajo la grasa peripancredtica y epididimal las cuales fueron pesadas

para su registro.

Se extrajeron los cerebros y se separaron los dos hemisferios con ayuda de un bisturi. Un
hemisferio se destind para las pruebas bioquimicas (se congelaron las mitades a-70°C) y € otro

para inmunohistoquimica (se fijaron en paraformaldehido al 4%).

La sangre se obtuvo de la vena cava con una jeringa estéril de 10ml y se coloco en tubos
previamente heparinizados. Luego fue centrifugada a 8870 g a una temperatura de 4°C durante
15 minutos en una centrifuga. Los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -20°C antes
de usarlos. Los niveles de insulina en plasma se midieron mediante un ensayo de ELISA con un
kit comercial Ultrasensitive Rat Insulin ELISA (Mercodia, Uppsala, sweden; Cat.10-1173) de

acuerdo alas indicaciones ddl fabricante.
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Anadlisis mediante Western Blot de homogenados de cerebro de ratas

con sindrome metabodlico

Se usaron 30ug de extracto protéico de hipocampo y corteza insular y fueron hervidas
durante 5 minutos en amortiguador Laemmli (adicionando [-mercaptoetanol a 5%) en relacion
1:1 con la proteina. Posteriormente se separaron en un gel de SDS-Bis-acrilamida a 12%; la
electroforesis se llevo a cabo a 100V durante dos horas en un amortiguador compuesto por Tris
Base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.11%. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF (BioRad) a 25 V por 45 min en un amortiguador de transferencia con los mismos
componentes que el de corrida pero adicionandole 20% de metanol. Esta membrana se incub6
una hora en amortiguador TBS-T (Tris Base 10 mM, NaCl 0.9%, Tween 20 0.1%, pH 7.5) con
5% de albumina sérica bovina. Para detectar la proteina vesicular sinaptofisina (Abcam, ab53166;
dilucion 1:1000) , la cua esta presente durante la singpsis, y la proteina acidica fibrilar glia
(GFAP por sus siglas en inglés) (Dako, Z033401; dil 1:1000) las membranas fueron incubadas 12
horas a 4°C con un anticuerpo en TBS-T. Se le hizo un ciclo de lavados a la membrana durante 7
minutos cuatro veces en TBS-T y se incubaron por dos horas con un anticuerpo conjugado a
peroxidasa de rébano (anti-congjo 1:10 000). La membrana volvié alavarse con TBS-T. Después
se incub6 con un sustrato quimioluminiscente HRP (Immobilion Western, Mollipore) y la sefid
se expuso a una placa radiogréfica (Fujifilm®). La actividad se cuantificé densitrométricamente

con el software ImageJ 1.31.

Andlisis de la potenciacion de largo plazo en ratas con SM

El andlisis de la potenciacién de largo plazo (LTP) serealiz6 en la Facultad de Psicologia,

UNAM. En € laboratorio de la Dra. Martha Escobar por € Dr. Luis Rodriguez Duran. Se utilizo
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un protocolo de estimulacion de alta frecuencia: 5 trenes de 10 burst, cada burst 50 ms a 400 Hz.

Laestimulacién se hizo delaviadel patron perforante al giro dentado. (Controles=7, SM=6).

Microdidlisis en la corteza insular e hipocampo en ratas con SM

Los animales fueron anestesiados via la inhalacion de isoflorano. Bajo anestesia, se les
implantaron dos canulas guia (CMA, Suecia) en la corteza insular (Cl) e hipocampo dorsal (HD)
(AP =12, L=55y DV=-45; AP = -3.3, L= -55 y DV= -4.5) respectivamente) (Paxinos y
Watson, 1998), utilizando procedimientos estereotaxicos convencionales. Las canulas se fijaron
mediante un soporte de dos tornillos y cemento dental acrilico. Para evitar posibles infecciones,
se aplicd una mezcla de antibiético, antimicético y yodo. El tiempo de recuperacién post-

quirurgico fue de seis dias.

Microdialisis

El proceso de microdidlisis se llevd a cabo durante la prueba conductual de localizacion
de objeto en lugar, donde se siguié € mismo protocolo descrito anteriormente para esta prueba.
El diade laadquisicion y la prueba (veinticuatro horas después), las sondas de microdialisis, con
una membrana de 1 mm de largo para hipocampo y de 3 mm para la corteza insular (CMA,
Suecia), fueron conectadas a sistema de microinfusion (CMA, Suecia) €l cual, perfundio
solucion Ringer (NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2.5
mM, NaHCO3 19 mM, glucosa 3.3 mM) aunavelocidad de 1.0 uL/min parala Cl. Las sondas se
insertaron en las canulas guia y los primeros 60 minutos de dializado fueron descartados. Las
muestras fueron recolectadas cada 5 minutos para Cl y el HD obteniendo un volumen final de 5.0

uL por muestra. Los dializados se recolectaron en tubos eppendorf de 200 uL que contenian 1.0
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uL de mezcla antioxidante (&cido ascorbico 0.25 mM, Na2EDTA 0.27 mM, &cido acético 0.1 M).
En la adquisicién las primeras tres muestras fueron utilizadas como linea basal de concentracion
y a partir de la cuarta fraccién, se colocaron los dos objetos novedosos para que € animal fuera
libre de explorarlos durante 5 minutos, a terminar los 5 minutos de exposicion a estimulo
condicionado se recolectd una muestra mas. Las muestras se congelaron inmediatamente a -20°C.

Se repitié el mismo proceso para €l diade la prueba.

Analisis de los dializados
El andlisis quimico de la muestras se realizd6 mediante electroforesis capilar micelar por

deteccion de fluorescencia inducida por laser. De manera breve, las muestras se derivatizaron con

6 pL FQ1 ((3-(2-furoil)quinolina-2-carboxaldehido, Molecular Probes Invitrogen, E.U.A))
10mM; en presencia de 2 uL de KCN 25 mM en buffer de boratos 10 mM y 1 pL de estandar
interno (O-metil-L-treonina 7.5 mM) un aminoacido que no se encuentra naturalmente en la
muestra 'y que sirve como referencia para corregir variabilidad en lainyeccion de la muestray en
la reaccion de derivatizacion. La reaccion de derivatizacion se realizd en la oscuridad por 15 min
a 65 °C en un bafio termostatizado. Para la separacion de las muestras se utiliz6 € sistema de

electroforesis capilar micelar (MECK por sus siglas en ingles)

MEKC

El amortiguador de corrida empleado para la separacion de los neurotransmisores de
interés contenia boratos 35 mM, duodecil sulfato de sodio (SDS) 25 mM, pB- ciclodextrinas 5
mM, 13% de metanol grado HPLC, con un pH final 9.6. La inyeccién fuehecha
hidrodindmicamente aplicando 0.5 psi de presion durante 5 segundos en € contenedor de la

muestra para llenar una porcion del capilar (silicafundida, 75 um de diametro interno y 50 cm de
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largo) y la separacion se hizo aplicando 25 kV. Para la deteccion de los compuestos se empled
deteccion de fluorescencia inducida por laser con un laser de ionizacion de argén con luz a 488

nm (Beckman Coulter PPACE MDQ Glycoprotein system).

Se identificaron los siguientes neurotransmisores en €l electroferograma: glutamato (Glu),
&cido y aminobutirico (GABA), norepinefrina (NA) y dopamina (DA). Se comparé €l patrén de
migracion con otro electroferograma donde cada neurotransmisor se encontraba resaltado; los
picos obtenidos se corrigieron relacionando el érea bajo la curva de la muestra con el areabajo la
curvadel estandar interno. Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa Karat System
Gold. Todos los resultados se muestran en porcentaje con respecto a la concentracién observado
durante la linea basal (%Concentracion basal= concentracion muestra x 100 / promedio de
concentracion de las tres primeras fracciones) o la concentracion de las tres lineas basales
expresadas en las unidades correspondientes. Para €l andlisis de la concentracion basal de cada

neurotransmisor se empled el promedio de las tres primeras fracciones.

Analisis Estadistico

Todos los datos obtenidos se tabularon y analizaron con el programa StatView®. Parala
construccion de los gréficos se utilizd €l programa GraphPad Prism 5.1®. Los datos fueron
sometidos a la prueba de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de que los datos no se gustaran auna
distribucion normal se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Todos los datos se
reportaron como la media+ SEM; lan indica € nimero de animales analizado. Para la curva de
memoria y aprendizaje entre ratas controles y tratadaas se aplico un ANOVA de repetidas
medidas y posteriormente la prueba post hoc de Fisher LSD. Se aplico una T-student no pareada

para los experimentos del laberinto de agua de Morris y concentracion de insulina en plasma.
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Para las pruebas de reconocimiento de objetos y reconocimiento de objeto en lugar los resultados

se compararon con lamedia hipotética de 0.5.
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Resultados

Caracterizacion del modelo de sindrome metabodlico en ratas wistar

macho

L os cambios metabdlicos después de 6 meses de tratamiento con sacarosa a 20% en ratas
Wistar se reflgjan en hiperinsulinemia, hiperglucemiay niveles atos de triglicéridos en plasma
comparados con los controles (Velasco et al., 2012). Debido que este modelo ya esta bien
caracterizado por nuestro grupo de trabajo solo se pretendia corroborar antes de someter a los
animales a pruebas conductuales y pruebas bioquimicas que efectivamente las ratas presentan

todos los signos que caracterizan a sindrome metabdlico.

Después de 6 meses de tratamiento con sacarosa a 20% fue evidente como las ratas
tratadas acumulan més grasa peripancreatica y epididima (Gréfica 1A) con respecto a los
controles (p< 0.005) y esto se ve reflgjada también en € peso final que alcanzaron los animales
después de un periodo de 6 meses de tratamiento (Grafica 1B) e cua es significativamente

diferente cuando se compara con los controles (p<0.001).
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Grafica 1. Parametros fisicos de ratas con sindrome metabdlico inducido con una dieta alta en sacarosa. A) Las
ratas con un tratamietno de 6 meses con una dieta alta en sacarosa muestran un aumento en la acumulacién de
grasa peripancreatica y epididimal. B) Los parametros somatométricos que se tomaron en cuenta fueron peso,
circunferencia ambdominal, longitud e indice de masa corporal. Como se muestra en la tabla todos estos
parametros son diferentes cuando se compara el grupo control con las ratas con sindrome metabdlico. Ratas
tratadas n=31, ratas controles n=28. Los valores de las barras representan el promedio + SEM. **p< 0.005 y
**%<0.001 con respecto al control.
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Grafica 2. Parametros metabdlicos en ratas con sindrome metabdlico. A) Se muestra el cambio en la
concentracion de glucosa en ayuno en ratas tratadas con una dieta alta en sacarosa durante 6 meses (SM n=27,
ratas controles n=25). B) La concentracion de insulina en plasma en ratas tratadas indica que son
hiperinsulinemicas (ratas SM n=18, ratas controles n=24) C) La curva de tolerancia a la glucosa de ratas SM
muestra que son intolerantes a la glucosa cuando se compara con los controles. Los datos representan la media +
el SEM. *p< 0.05 y ***p<0.001 con respecto al control.

Asimismo, cuando se compararon los niveles de glucosa en ayuno entre tratadas y
controles estos resultaron ser significativamente diferentes (p< 0.05) uno respecto del otro como
se muestra en la Gréafica 2A. Por otra parte se rediz6 la prueba de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (n=20 para controles y tratadas) la cual alcanz6 e maximo punto glucémico alos
15 minutos posterior ala administracion de la glucosa, seguido por una disminucion gradual en la
glucosa plasmatica alo largo del tiempo hasta regresar alos niveles basal es después de dos horas
en los controles, sin embargo, es muy evidente que en el grupo de los tratados los niveles de
glucosa tardaron més en llegar a sus niveles basales tal como se muestra en la Gréfica 2C.

Por ultimo se midi6 la concentracion de insulina en plasma en los dos diferentes grupos
mediante la técnica de ELISA. Lo que se observo fue que tal y como se habia reportado antes en
el laboratorio las ratas que fueron tratadas con la dieta ata en sacarosa, mas de la mitad,
presentan niveles mas atos de insulina comparados con los controles los cuales tienen una

distribucion homogénea (Gréfica 2B). Lo que concluimos de todas estas mediciones fue que las
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ratas si presentan varios signos que las definen como ratas con sindrome metabdlico, ya que
tienen hiperinsulinemia, hiperglucemia y obesidad central, que son los pardmetros que se

midieron en este proyecto y gue ya se encuentran previamente reportados por Velasco (2012).

Desempeiio cognitivo de las ratas con sm en el laberinto de agua

Como se menciond anteriormente la pruba de laberito de agua se dividid en dos fases:
entrenamiento y prueba. En la fase del entrenamiento conforme trancurren los dias € animal va
aprendiendo la localizacion de la plataforma oculta, es decir, que tarda menos tiempo en llegar a

la plataforma como se observé en la Gréfica 1.

En la Grafica 1 se observo que en las ratas con SM e tiempo que les lleva recordar |a
ubicacion de la plataforma es significativamente mayor cuando se comprara con las controles.
Esto ultimo se traduce en problemas de consolidacién de la memoria por parte de este grupo de

animales.

L os resultados de la prueba del laberinto de agua indican que las ratas tratadas con una
dieta alta en sacarosa muestran un menor desempefio en esta prueba. Asimismo se puede hacer
notar que hay una diferencia significativa entre controles y tratadas en el nimero de cruces
(Gréfica 4 A), e tiempo invertido en & cuadrante blanco (Gréfica 4 B) y lalatenciade llegadaa
la plataforma virtual (Gréfica 4 C). Por otro lado, se evalud la velocidad de nado de los dos
grupos (controles y SM) para tener la certeza que el efecto observado tanto en el entramiento
como en la prueba no sea debido a la obesidad que presentan los animales con SM. En Gréfica 4
D se representa la comparacion de la velocidad de nado entre grupos donde no se obervan

diferencias significativas.
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El nimero de cruces es € parametro mas sensible en la prueba de laberinto de agua que
nosindicas laratareamente ubica el punto preciso donde se encontraba la plataforma. Mientras
gue la latencia de llegada a punto donde se encontraba la plataforma muestra si el animal
recuerda la ubicacién y la rapidez con la que llega a punto, €l hecho de que € animal tenga un
mayor 0 menor nimero de cruces nos deja ver s realmente recuerda la ubicacion de la
plataforma. Con estos resultados se podria decir que las ratas con SM tienen un déficit de
atencion que se reflgia en un pobre desempefio en la prueba también reflgja un dafio en la
memoria espacial la cual es dependiente del hipocampo. Asimismo, en la Gréfica 4 E-F se
muestran imagenes representativas de los patrones de nado de las ratas controles y con SM,
donde se observa que laratas con SM tienen un patrén de nado que abarca mayores cuadrantes de
la piscina mientras que las controles su patron de nado esta sesgado hacia la ubicacion de la

plataforma.
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Grafica 3. Las ratas tratadas muestran un leve déficit cognitivo al memorizar la ubicacién de la plataforma. En
esta grafica se muestra el periodo de entrenamiento correspondiente a 5 dias. En el primer dia de
entrenamiento, se observa que las ratas con SM tardan mas tiempo en memorizar la ubicacién de la plataforma
cuando se compara con las controles. Conforme avanzan el periodo de entrenamiento las ratas tratadas van
recordando la ubicacion de la plataforma escondida. Los valores para cada punto de las curvas representan el
promedio + SEM. Ratas tratadas n=31, ratas control n=28. *p<0.05

n7z



Grafica 4. Las ratas con SM no recuerdan la ubicacion precisa de la plataforma. A) Las ratas con SM realizan un
menor numero de cruces si se comparan con los controles indicando que no recuerdan la ubicacién donde estaba
la plataforma. B) Asimismo las ratas con SM pasan menos tiempo en el cuadrante donde se ubicaba la
plataforma. C) Para la latencia de llegada a la plataforma virtual las ratas con SM tardaron mas tiempo en pasar
con el lugar preciso donde se colocaba la plataforma. D) La velocidad de nado no es diferente entre grupos. E)y F)
Imagenes representativas de la trayectoria de nado el dia de la prueba en ratas controles y tratadas,
respectivamente, donde se observa que el patron que en las ratas controles esta reducido al cuadrante donde
solia estar ubicada la plataforna. Ratas con SM n=31, ratas control n=28. Los valores de las barras representan el
promedio + SEM.

Prueba de reconocimiento de objeto en lugar en ratas con SM con una
dieta alta en sacarosa

Esta prueba al igual que la del laberinto de agua también puede medir el dafio en laregion
del hipocampo. En la Gréafica 5 se muestra e indice de reconocimiento obtenido en la
adquisicion y la prueba de memoria. Para evaluar € desempefio obtenido en la prueba las

comparaciones se hacen asumiendo una media hipotética de 0.5, la cual corresponde a la mitad
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del tiempo que debieron explorar € objeto 1y el objeto dos en la adquisiciéon. Lo que se observa
es que las ratas controles tienen un comportamiento esperado al explorar mas el objeto 1 en la
prueba gque corresponderia a objeto novedoso como se esquematiza en la caricatura de a lado.
Sin embargo, las ratas con SM no discriminan entre el objeto desplazado (objeto novedoso) y €
no desplazado (objeto familiar) por lo que de nuevo esta tarea dependiente de hipocampo muestra

un posible dafio en estaregion del cerebro.

Gréfica 5. Las ratas con SM tienen problemas en la memoria espacial. Ratas tratadas n=8, ratas control
n=12. Los valores de las barras representan el promedio £+ SEM. En la fase de Adquisicién el cual se muestra
en el panel A se observan el indice de reconocimiento, es decir, el tiempo de exploracién de cada objeto
(01=objeto uno, 02=objeto dos) y se observa pasan el mismo tiempo explorando uno u otro objeto. En la fase
de prueba se movi6 uno de los objetos de lugar y se observo que el grupo control explora mas el objeto que se
desplazé de lugar (*p<0.05) reconociéndolo como un objeto nuevo. Al contrario, el grupo tratado exploro el
mismo tiempo uno u otro objeto. Por esto se concluye que el grupo tratado tiene problemas con la memoria
espacial cuando se compara con los controles.

Comparacion entre la prueba de ORM de las ratas con SM y las ratas
control

L os resultados de |a prueba de ORM indican que no hay una diferencia significativa entre
grupos. Tanto las tratadas como las ratas controles exploran en promedio el mismo tiempo tanto

el dia de la adquisicion como €l dia de la prueba (Gréafica 6). Como se habia mencionado
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anteriormente esta prueba es dependiente de las zonas corticales del cerebro que participan en la
memoria de reconocimiento. No es de sorprenderse que no haya diferencia entre los dos grupos
ya gue los cambios a nivel cognitivo se presentan la mayoria de las veces en la zona del
hipocampo la cua esté intimamente asociada con la consolidacién de la memoria alargo plazo y
es de las primeras regiones en dafiarse con la aparicion de la Enfermedad de Alzheimer o la
demencia vascular las cuales son 10s tipos de demencia mas comunes. Es importante resaltar que
el hecho de que las ratas tratadas con una dieta alta en sacarosa no presentan ain ningun déficit
en la memoria de reconocimiento nos acerca més a entender como se da la secuencia de dafios

gue provoca el sindrome metabdlico y los déficits cognitivos.

Grafica 6. Las ratas con SM siguen conservando su memoria de reconocimiento. En la fase de adquisicién las
ratas controles y SM exploraron en promedio el mismo nimero de veces los dos objetos con lo que se estan
familiarizando; En la fase de prueba, se evidencia algun posible daiio en la memoria de reconocimiento. Si el
animal explora el mismo tiempo un objeto querria decir que no se acuerda que el objeto es diferente en tamaiio
y forma. Sin embargo, no se observaron diferencias entre el indice de exploracién cuando se trata del objeto
nuevo y el objeto familiar. Ratas controles (n=14), ratas tratadas (n=12). Los valores de las barras representan el
promedio + SEM.
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Andlisis mediante Western-blot de hipocampo y corteza insular en ratas con SM

Se analizd € contenido de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y no se encontrd
ninglin cambio en las dos diferentes estructuras analizadas (corteza insular e hipocampo) (ver
Grafica 7). En € presente estudio se usd como marcador la proteina vesicular sinaptofisina ya
gue es una proteina que esta presente en la singpsis quimica'y que puede ser un indicador de que
como la €ficiencia de la sinapsis. En este experimento no se observd una disminucién en la
expresion de la proteina sinaptofisina en ninguna de las regiones del cerebro analizadas (Gréfica

8).

Grafica 7. El grupo de ratas con SM no muestra un aumento en la proteina GFAP. A la izquierda se muestra la
grafica de barras que representa el analisis densitrométrico del Western-Blot para la region de la corteza insular
(C=8 y SM=3) (A) y a la derecha el analisis para la region de hipocampo (C=17 y SM=14) (B). Todos los datos estan
normalizados con GAPDH (el cual se uso como control de carga). En la parte inferior se muestra una imagen
respresentativa de las bandas correspondiente a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y el control de carga
(GAPDH). Ratas controles (n=6), ratas tratadas (n=5). Los valores de las barras representan el promedio * SEM.



Grafica 8. El grupo de ratas con SM no muestra un cambio en la expresion de sinaptofisina en tres regiones
diferentes del cerebro. A) Analisis densitrométrico de la expresion de sinaptifisina en la corteza insular
B)Hipocampo e C) Hipotalamo. Todos los datos estan normalizados contra beta-tubulina (el cual se uso como
control de carga). En la parte inferior se muestra una imagen respresentativa de las bandas correspondiente a
sinaptofisina (SYP) y el control de carga (b-tub). Los valores de las barras representan el promedio + SEM.

Potenciacion de largo plazo en ratas con SM

En la Gréfica 9 se muestra la potenciacion de largo plazo que se hace estimulando a las
neuronas mediante pulsos de alta frecuenciay en el caso de las ratas control (n=7) se puede
observar una respuesta normal donde la potenciacién de elevay se mantiene mientras que en las
ratas con SM (n= 6) esta estimulacién no logra potenciar las neuronas y mantener este estado.
Estos resultados demuestran que la eficiencia de la sinapsis en las ratas que tienen sindrome
metabdlico se encuentra dafiada y este problema se ve reflejado en déficits cognitivos los cuales

ya se corroboraron aplicando las pruebas de conducta anteriormente descritas.
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Grafica 9. Las ratas con sindrome metabdlico no logran la potenciacién de largo plazo cuando se les estimula con
pulsos de alta frecuencia. Ratas control n= 7, ratas SM n= 6. Los valores estan respresentados como el promedio
+ SEM.

4]



Discusion

Actualmente, nuestro estilo de viday la dieta que consumimos se ha convertido en la primera
causa de obesidad y diabetestipo I1. Varios estudios han mostrado evidencia que un desequilibrio
en la nutricion puede afectar |as capacidades cognitivas (Arnoldussen et al., 2014; Chloé Boitard
et a., 2014; Farr et a., 2008; Jurdak et al., 2009; Kanoski et al., 2010; Mushtag et a., 2015). Los
estudios recientes se han dedicado a investigar 1os mecanismos involucrados con la ingesta de
dietas altas en grasas y carbohidratos y su relacion con e detrimento en las capacidades
cognitivas. De manera especifica se ha encontrado evidencia que las dietas altas en grasa tienen
un impacto fisiolégico y estructural en € hipocampo.

Experimentalmente se ha observado en model os transgénicos que cuando se administra agua
endulzada con sacarosa (10%, durante un periodo de 25 semanas) se induce la resistencia a la
insulina junto con un exacerbado déficit de memoria'y amiloidosis en un modelo de raton de la
EA (Ho et a., 2004). De manera similar, otro estudio realizado con ratones 3xTg-AD diabéticos
(a los cuales se les administré sacarosa 20% durante 7 meses) mostré un perfil similar de
alteraciones conductuales y cognitivas, alteraciones vasculares, desequilibrio oxidativo y
alteraciones mitocondriales (Carvalho et d., 2012, 2013).

En model os experimental es con roedores después de haber sido sometidos a una dieta alta en
grasa se ha observado un bajo desempefio en pruebas de memoriay aprendizaje las cualesindican
un déficit en la memoria de trabajo, memoria espacia y de reconocimiento (Arnold et a., 2014,
Chloe Boitard et al., 2012; Farr et al., 2008; Jurdak & Kanarek, 2009; Trevifio et a., 2015). Los
cambios fisioldgicos observados han sido principalmente aquellos involucrados con la via
candnica de sefidizacion de la insulina PI3K/Akt, donde la informacion obtenida es

contradictoria, ya que, hay informacién que dicta que los puntos clave en la activacién de estavia



se encuentran regulados a la baja como Akt, mTOR, S6, GSK3 (Arnold et al., 2014; Duarte et
al., 2008; Kim et al., 2011) mientras que la literatura reciente indica que estan regulados a la ata
(Sgjan et al., 2016). También se han observado cambios neurofisiol 6gicos como la alteracion del
mantenimiento del LTPy LTD (depresion a largo plazo); que son mecanismos neurobiol 6gicos
fundamentales para la memoriay € aprendizge. Acompanado de otra serie de cambios que van
desde reduccion de espinas dendriticas en laregion CA1 del hipocampo (Stranahan et al., 2008),
reduccion de la neurogénesis en e hipocampo (Can et al., 2012; Lee et al., 2011; McNay €t al.,
2010) ateracion en el metabolismo del glutamato (Valladolid-Acebes et al., 2012), niveles bajos
del factor neurotréfico derivado el cerebro (BDNF) (Molteni et al., 2002; Yamada-Goto et al.,
2012), junto con la reduccion en niveles de proteinas pre- y postsinapticas como la sinaptofising,
sinapsina y stargazina (Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008), asi como también una
reduccion en la expresion de la proteina postsinaptica de andamiaje PSD-95 (Arnold et al., 2014).

Nuestro modelo de SM es un modelo cronico, con una duracion de 6 meses de duracion, en
comparacion de otros modelos donde el tratamiento donde lo hacen durante un periodo de 3
meses (Trevifio et al., 2015). También es importante resatar que nuestro modelo est4 basado
Gnicamente en un una dieta alta en carbohidratos, mientras que la mayoria de los modelos
existentes se han probado mayormente en ratones y estan basados ya sea en modificaciones
genéticas y/o dietas altas en grasa (Arnold et al., 2014; Bizeau et al., 2005; Calvo-Ochoa et .,
2014; de Andrade et al., 2015; Gzielo et al., 2016; Kanoski et al., 2010, Karimi et al., 2013;
Moreira, 2013; Petrov et al., 2015; Pistell et a., 2010; Sgan et a., 2016; Trevifio et a., 2015;
Underwood & Thompson, 2016).

La primera parte de este trabajo consistié en hacer todas la mediciones somatométricas y

metabolicas para tener certeza que nuestros animales tratados con una dieta alta en sacarosa Si



desarrollan sindrome metabdlicos. Como se puede observar en la Gréafica 1 los animales con SM
acumulan grandes depositos de grasa alrededor de los érganos. Los dos depositos de grasa que se
mieron fueron la peripancreética (la que esta alrededor del pancreas) y la epididimal (la que rodea
los testiculos y el epididimo). Después de 6 meses de tratamiento con esta dieta alta en sacarosa,
los animales con sindrome metabdlico alcanzan una mayor longitud, perimetro abdominal y peso
comparados con los animales control (ver Grafica 1). Analizamos varios componentes
metabolicos como la cantidad de insulina en plasma y la glucosa en ayuno asi como también se
hizo la prueba de tolerancia a la glucosa. Nuestros animales después de este tratamiendo
desarrollan hiperinsulinemia, alteracion de la glucosa en ayuno, asi como también una
intolerancia a la glucosa (ver Grafica 2). Todo este conjunto de signos que logra recapitular este
nuestro modelo 1o hace apto para poder investigar mecanismos que aln no estan claros tanto para
el desarrollo de la diabetes como el dafio cognitivo que se desencadena.

La segunda parte de este estudio fueron los resultados que se obtuvieron en las pruebas
conductuales. Ocupamos tres tipos diferentes de pruebas conductuales, el laberinto de Agua de
Morris, reconocimiento de objeto en lugar y reconocimiento de objetos. Las dos primeras pruebas
conductuales nos ayudan a evaluar la memoria espacial y mientras que la Gltima nos ayuda a
evaluar la memoria de reconocimiento. De manera general en los grupos control, los registros
obtenidos nos mostraron que existe una alta variedad en resultados en las tres pruebas
conductuales como en las pruebas metabdlicas y fisicas que se realizaron. Es importante resaltar
que hay una heterogeneidad en los resultados obtenidos en las tareas conductuales, es decir, no
siempre los animales controles fueron los que desempefiaron mejor en las pruebas conductuales y
de manera contraria también hay cierto nimero de animales tratados que lograron desempefiarse

muy bien obteniendo buenos resultados a pesar de su evidente sobrepeso.
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El nimero de n varia entre cada experimento debido a que los animales no siempre fueron
utilizados para los mismo fines. Hay grupos de animales controles y tratados que fueron
sometidos a dos pruebas conductuales y grupos en donde sélo se aplico una prueba. Seria
interesante investigar si 1os grupos de ratas a los que se les aplico méas de una prueba conductual
se desempefiaron mejor en la segunda. Asi como también hacer un tamizaje para solo utilizar los
datos de los animales que presenten datos de acuerdo con €l tipo de tratamiento a cua se les
cometié. Es decir, solo ocupar los datos obtenidos de las ratas tratadas con sacarosa las cuales si
cumplan estrictamente con los tres signos que la caracterizan como ratas con sindrome

metabdlico, ya que como se observan en laGrafica 1y 2 los valores son muy heterogéneos.

Los resultados del laberinto de agua con los dos grupos experimentales revelan que la
dieta s influye directamente en e desempefio cognitivo. Las ratas con SM s aprenden pero
tardan mas tiempo en consolidar la infromacion aprendida Gréfica3. Para descartar que los
resultados obtenidos hubieran estado influenciados por €l sobrepeso de los mismos animales se
midi6 la velocidad de nado, la cual no muestra significancia entre grupos. Tanto € nimero de
cruces, €l tiempo en el cuadrante blanc o y el tiempo de llegada a la plataforma virtual resultaron
diferentes entre el grupo control y SM y es una muestra de que la memoria espacial en estos
animales esta siendo afectada. En cuando a la prueba de reconocimiento de objeto en lugar, las
ratas con una dieta alta en sacarosa tienen dificultad para recordar cual fue €l objeto desplazado
puesto gque exploran por igual |os dos objetos en lafase de prueba (ver Grafica 5). Con estas dos
tareas que son dependientes de hipocampo podemos estar seguros que las ratas con SM presentan

un déficit en lamemoria espacial.

z7



En la prueba de reconocimiento de objetos, la cua es dependiente de zonas corticales, no
se observd ninguna diferencia entro controlos y SM. Hay literatura que indica que cuando se
administran dietas altas en grasa la memoria de reconocimento se ve afectada (Jurdak et al., 2009;
Trevifio et al., 2015), sin embargo, no pudimos observar diferenciaalguna (Gréfica 6), puede ser
debido a nuestro tipo de modelo y dieta o también estar muy influenciado por € protocolo que se

utilice para esta prueba conductual .

Probamos dos marcadores de dafio neuronal, GFAP y sinaptofisina. GFAP es un marcador
gue usuamente se utiliza para ver astrolgiosis proceso que se activa ante un dafio celular en el
cerebro. Asimismo la sinaptofisina es una proteina gue se encuentra en las vesiculas presinapticas
y que ayuda a la liberacién de los neurotransmisores. Medimos la expresion de estas dos
proteinas en la region del hipocampo y de la corteza insular, pero no encontramos diferencias
entre los controlos y los SM. En agunos estudios con diferentes modelos han observado una
disminucion en proteinas presindpticas (Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008) asi como
también un aumento en la astrolgiosis (Calvo-Ochoa et al., 2014; Gzielo et a., 2016; Zaheer et

a., 2013).

La evaluacion del LTP logré evidenciar que las ratas con SM no logran mantener
potenciada esta respuesta cuando se estimulan las neuronas con un estimulo de ata frecuencia,
esto nos habla de que la eficacia sindptica no se esta llevando a cabo de manera regular cuando se
compara con las controles. Una vez mas todos estos datos obtenidos nos indican que hay un dafio
en laregion del hipocampo. Estos resultados obtenidos coinciden con |os reportes, |os cuales han
observado un dafo tanto en el LTP como e LTD en animales que han sido sometido a dietas

altasen grasas (Karimi et a., 2013; Karimi et a., 2015; Van Der Heide et al., 2005).
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Exploramos la neuroguimica de cuatro neurotransmidores. glutamato, GABA,
norepinefrina y dopamina durante una tarea de conducta para evaluar si hay un cambio en la
liberacién de estos neurotransmisores en animales con sindrome matabdlico comparados con los
animales control (Apéndice-Gréfica 10-13). Al analizar las muestras de los dializados no se
encontré diferencia entre los dos grupos de animales, tampoco una diferencia a lo largo del
tiempo ni tampoco una diferencia entre la intereaccion de los grupos con e tiempo.
Adicionalmente se analizaron las concentraciones basales extracel ulares de |os neurotransmisores
y Se compararon entre los grupos, sin embargo no se encontraron cambios significativos en estas
concentraciones, 1o Ultimo puede deberse a que los nimeros de muestra estan restringidos de 3 a
4 ratas por grupo. A pesar de que no se observan cambios en las concentraciones extraglulares de
neurotransmisores, en la Gréfica 15-A (ver Apéndice) se muestra las conentracion de glutamato
(uM) y aunque no hay diferencias significativas entre el grupo control y de SM hay unatendencia
gue indica que podria haber mas glutamato basal en los animales que presentan sindrome

metabdlico.

Referente alamicrodidlisis, |os datos conductuales (Apéndice-Gr éfica 14) indican que no
existe diferencia entre las dos fases de la tarea (adquisicion y prueba). Por 1o que se requiere, en
primer lugar aumentar el nimero de muestra de animales 'y en segundo lugar cambiar € protoco
de la tarea conductual. Debido a que los animales permanecen una hora en la cgja de habituacion
para la estabilizacion previo a la microdidlisis cuando se le pone e estimulo (los dos objetos)
éstos no exploran ya que se encuentran dormidos o no muestran interés. Si se repite €
experimento de microdidlisis aumentando e nimero de animales y se corrobora que las
concentraciones extracelulares de glutamato estan aumentadas en las ratas con sindrome

metabdlico tendriamos una posible explicacién de como es que las dietas altas en carbohidratos
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tienen un impacto directo sobre el desempefio cognitivo. Lo que nos sugieren |os hayazgos hasta
ahora es que el metabolismo de la glucosa esta jugando un papel muy importante en esa etapa
critica donde los animales presentan sindrome metabdlico y donde comienzan a distinguirse una

disminucion en sus capacidades cognititvas.

Es indispensable hablar del glutamato ya que el metabolismo de la glucosa en €l cerebro
esta estrechamente relacionado con € metabolismo del glutmato. Entonces, € glutamato es un
amino &cido y es e principal neurotransmisor excitador en € sistema nervios central (SNC). El
glutamato, es el principal mediador de la informacién sensorial, coordinacion motora, emociones
cognicion incluyendo la formacion y evocacion de memorias. Del 80-90% de |as neuronas usan
glutamato como neurotransmisor y aproximadamente 80-90% de las sinapsis son
glutamartérgicas en el cerebro. Todas las células del cerebro contienen glutamato (neuronas y
glia), y se encuentra en €l citosol en los procesos y en las mitocondrias. El esqueleto de carbdn
de la estructura del glutamato deriva de la glucosa, la cual, a través de la glucdlisisy €l ciclo de
los é&cidos tricarboxilicos (TCA por sus siglas en inglés) es convertido en a cetoglutarato.
Después e o cetoglutarato recibe un grupo amino de otro amino é&cido a través de la
transaminacion y es convertido en glutamato. El glutamato esta en equilibrio y se esta reciclando
continuamente en o cetoglutarato y es metabolizado a través del ciclo de TCA. La tasa
metabolica cerebral parala glucosa en € cerebro humano es aproximadamente 0.4 uM /min / g
detgjido, y el recambio de glutamato es aproximadamente 0.8 uM /min / g de tejido. Esto querria
decir que toda la glucosa que entra en el cerebro es metabolizada hacia glutamato, tomando en
cuenta que una molécula de glucosa da lugar a dos moléculas de acetil CoA, € cual entraen €
ciclo de TCA para convertirse en a cetoglutarato y por consiguiente en glutamato (Hassel &

Dingledine, 2012).

an



Esta reportado que el metabolismo del glutamato en la region hipocampo se encuentra
alterado en ratones después de ser sometidas bajo una dieta alta en grasa. En este trabao
encontraron que la cinética de captura de glutamato es mas elevada, asimismo |os transportadores
de glutamato neuronal (EAAT-3) y glial (GLT-1 y GLAST) se encuentran regulados a ata
También, se observd una disminucién de la expresion de las enzimas GADG65 y GAD67,
encargadas de la conversion de glutamato a GABA; junto con una reduccion en la eficacia
singptica y cambios en la plasticidad inducida por los receptores NMDA (Valladolid-Acebes et
a., 2012). Por otra parte, se ha observado que e dafio a hipocampo y € metabolismo del
glutamato son revertidos cuando se administra una dieta con restriccion cal6rica (Ribeiro et al.,
2009) o con antioxidantes (Seyed Asaad Karimi et a., 2013). Estos datos son interesantes ya que
lo gue nosotros observamos que las concentraciones extracelulares de Glu se encuentran
aumentadas en laregion de la corteza insular, seriaimportante seguir explorando la neuroquimica
de este neurotransmisor que liga directamente el metabolismo delaglucosay € del glutamato, tal
vez se pueda tener una meor compresion de lo que puede estar causando los cambios

involucrados con los déficits cognitivos.

Seria muy interesante seguir investigando si €l aumento en el glutamato esta jugando un
papel importante en el desempefio cognitivo de nuestro modelo animal. Poniéndolo en
perspectiva podemos hipotetizar que debido a que los animales se encuentran consumiento una
dieta ata en sacarosa, la cua se conforma de frutosa y glucosa, y adicionalmente se encuentra
reportado por nuestro grupo investigacion que estos animales presentan una alteracion en los
niveles de glucosa en plasma, podria ser que los niveles anormales de glucosa en sangre, la cual
atraviesa la barrera hematoencefalica, esta causando gque el metabolismo de la glucosa en cerebro

incremente aumentando la sintesis de glutamato y que este glutamato este desencadenado una



serie de eventos que se ven reflgjados en déficit cogntivo. Todo lo anterior concuerda con los
datos conductual es que se obtuvieron en este trabagjo donde |las tareas dependientes de hipocampo

se encuentran alteradas junto con la evaluacién de la potenciacién de largo plazo.

[~30]



Conclusiones

¢ Las ratas con SM desarrollan problemas para adquirir informacién y requieren mas

tiempo para consolidar 1o aprendido.

4 También se demostré que las ratas con SM, las cuales se les administré la dieta alta en
sacarosa, disminuyen su desempefio cognitivo en tareas de conductuales dependientes de

hipocampo.

4 Las pruebas conductuales junto con la evaluacion del LTP de las ratas con SM
demostraron que el hipocampo es una de las estructuras que se ve afectada como

resultado de la administracion de una dieta alta en carbohidratos.

4 Losandlisis mediante Western-Blot no revelaron alguna relacion entre el défecit cognitivo
y € sindrome metabdlico, por lo que se necesitan otro marcadores moleculares para

dilucidar esta relacion.

4 No hay cambio en la liberacion de los cuatro neurotransmisores evaluados, sin embargo,
hay un dato interesante que podria indicar que € glutamato se encuentra aumentado en

niveles basales.

[~3e]
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Apéndice

Microdidlisis en la corteza insular e hipocampo en ratas con SM

No se observaron cambios significativos en los niveles extracelulares de glutamato
(Glu) en la corteza insular (F(1,=2.254) p= NS) e hipocampo (F,=5.525) p= NS) entre
grupos. No hubo diferencia significativa entre el tiempo para ninguna de las dos estructuras
analizadas, corteza insular (F,,=2.638) p= NS) e hipocampo (F,g=2.5) Yy tampoco se
observo una interaccion entre el grupo y el tiempo ni en la corteza insular (F,1,=6.113)
P=NS) ni en el hipocampo (F, =1.693) p=NS) durante la adquisicion (Grafica 10-A, 11-A,
12-A y 13-A) en la tarea de reconocimiento de objeto en lugar. En la prueba, veinticuatro
horas post adquisicién, los cambios en los niveles extracelulares de Glu entre grupos no fueron
significativos, tanto en corteza insular (F ;. = 0.515) p= NS) como en el hipocampo (F (5 =
0.369) p= NS). No hubo diferencia significativa entre el tiempo para ninguna de las dos
estructuras anaizadas; corteza insular (F,.,=0.441) p= NS) e hipocampo (F,=0.855) no
hubo tampoco una interaccion entre los grupos a lo largo del tiempo en la corteza insular
(Fa20) = 0.483) p= NS) e hipocampo (F ;4 = 0.56) p= NS).

Para el neurotransmisor GABA los cambios extracelulares observados no fueron
significativos en corteza insular (F ;1= 1.713) p= NS) e hipocampo (F,,= 0.126) p= NS)
entre grupos. No hubo diferencia significativa entre el tiempo para ninguna de las dos
estructuras analizadas; corteza insular (F,,,=1.726) p= NS) e hipocampo (F,=0.564) Yy
tampoco se observé una interaccion entre el grupo y €l tiempo ni en corteza insular (F (55 =
1.167) p=NS) ni en hipocampo (F,g= 0.074) p=NS) durante la adquisicion (Grafica 10-B,

11-B, 12-B y 13-B). Los resultados en la prueba para GABA no mostraron significancia entre



grupos, tanto en cortezainsular (F ; ,, = 0.087) p= NS) como en el hipocampo (F ;5 = 0.525)
p= NS). No hubo diferencia significativa entre el tiempo para ninguna de las dos estructuras
analizadas; corteza insular (F=0.733) p= NS) e hipocampo (F,=1.006), no hubo tampoco
una interaccion entre los grupos a lo largo del tiempo en la cortezainsular (F (4, = 0.571) p=
NS) e hipocampo (F ¢ = 0.683) p= NS).

L os datos para e neurotransmisor NA indicaron que no hay diferencia significativa en
corteza insular (F, 1, = 0.461) p= NS) e hipocampo (F, s = 25.026) p= NS) entre grupos. No
hubo diferencia significativa entre €l tiempo para ninguna de las dos estructuras analizadas,
corteza insular (F,1,=0.971) p= NS) e hipocampo (F,g=13.998), y tampoco se observo una
interaccion entre el grupo y €l tiempo ni en corteza insular (F ,,, = 0.357) p=NS) ni en
hipocampo (F ¢ = 16.088) p=NS) durante la adquisicion (Grafica 10-C, 11-C, 12-C y 13-
C). Los resultados en la prueba para NA no muestran diferencia significativa entre grupos,
tanto en corteza insular (F (,,= 0.15) p= NS) como en & hipocampo (F,g = 2.119) p= NS).
No hubo diferencia significativa entre e tiempo para ninguna de las dos estructuras
analizedas, corteza insular (F,1,=0.447) p= NS) e hipocampo (F,g=13.998), no hubo
tampoco una interaccion entre los grupos a lo largo del tiempo en la corteza insular (F, 50 =
0.369) p= NS) e hipocampo (F (5 = 1.005) p= NS).

Por Ultimo, a analizar los resultados para el neurotransmisor DA no se observé
diferencia significativa en corteza insular (F (1,12)= 0.765) p= NS) e hipocampo (F (1,8)=
0.131) p= NS) entre grupos. No hubo diferencia significativa entre € tiempo para ninguna de
las dos estructuras analizadas; corteza insular (F,,,=0.786) p= NS) e hipocampo (Fg
=0.201) y tampoco se observo unainteraccion entre el grupo y el tiempo ni en corteza insular

(F (4,12)= 0.776) p=NS) ni en hipocampo (F (4,8)= 0.186) p=NS) durante la adquisicién



(Gréfica 10-D, 11-D, 12-D y 13-D). Los resultados en la prueba para NA no muestran
diferencia significativa entre grupos, tanto en corteza insular (F ; ;= 0.019) p= NS) como en
el hipocampo (F 5 = 0.622) p= NS). No hubo diferencia significativa entre el tiempo para
ninguna de las dos estructuras analizadas; corteza insular (F,,,,=0.019) p= NS) e hipocampo
(Fug=0.676), no hubo tampoco una interaccion entre los grupos a lo largo del tiempo en la

cortezainsular (F .= 0.844) p= NS) e hipocampo (F 5 = 0.818) p= NS).

Gréfica 10. Neuroquimica de la corteza insular durante la adquisiciébn en la tarea conductual de
localizacion de objeto en lugar. Cambios en los niveles de glutamato (A), GABA (B), norepinefrina (C) y
dopamina (D) entre ratas control y con SM durante tarea de localizacién de objeto en lugar. Los valores en
la gréficas (A-D) estan expresadas como el promedio del % de concentracién basal + SEM. Abreviaciones:
glutamato (GLU), acido y aminobutirico (GABA), norepinefrina (NA) y dopamina (DA).
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Gréfica 11. Neuroquimica del hipocampo durante la adquisicion en la tarea conductual de localizacién de
objeto en lugar. Cambios en los niveles de glutamato (A), GABA (B), norepinefrina (C) y dopamina (D)
entre ratas control y con SM durante tarea de localizacién de objeto en lugar. Los valores en la gréficas
(A-D) estén expresadas como el promedio del % de concentracién basal + SEM. Abreviaciones: glutamato
(GLU), acido y aminobutirico (GABA), norepinefrina (NA) y dopamina (DA). Los valores de los puntos
representan el promedio + SEM.
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Gréfica 12. Neuroquimica de la corteza insular durante la prueba en la tarea conductual de localizacion de
objeto en lugar. Cambios en los niveles de glutamato (A), GABA (B), norepinefrina (C) y dopamina (D)
entre ratas control y con SM durante tarea de localizacion de objeto en lugar. Los valores en la gréficas
(A-D) estan expresadas como el promedio del % de concentracién basal + SEM. Abreviaciones: glutamato
(GLU), acido y aminobutirico (GABA), norepinefrina (NA) y dopamina (DA). Los valores de los puntos
representan el promedio + SEM.
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Gréfica 13. Neuroquimica del hipocampo durante la prueba en la tarea conductual de localizaciéon de
objeto en lugar. Cambios en los niveles de glutamato (A), GABA (B), norepinefrina (C) y dopamina (D)
entre ratas control y con SM durante tarea de localizacién de objeto en lugar. Los valores en la gréficas
(A-D) estan expresadas como el promedio del % de concentracién basal + SEM. Abreviaciones: glutamato
(GLU), acido y aminobutirico (GABA), norepinefrina (NA) y dopamina (DA) . Los valores de los puntos
representan el promedio + SEM.

Serealiz6 €l andlisis de los datos conductuales para tarea de reconocimiento de objeto
lugar, en la Gréfica 14 se muestra el indice de reconocimientos de los objetos para la
adquisicion y la prueba donde se compararon |os animales control contralos de SM. En lafase
de la adquisicion para los animales controles (n= 3) se observd unatendencia en la preferencia
hacia un objeto la cua se reflggd en € indice de exploracion. En la fase de prueba, los
animales control exploraron los objetos aproximadamente la misma cantidad de tiempo, sin
embargo, para que la tarea tenga validez esto animales debieron tener un indice de

reconocimiento el diade la adquisicion =0.5.

on



Por otra parte, los animales con SM (n= 4) en la fase de adquisicién exploraron,
aproximadamente, la misma cantidad de tiempo los dos objetos. Por otra en la fase de la
prueba los animales con SM exploran mas tiempo € objeto novedoso, es decir, € que fue

objeto desplazado, comparado con el familiar, pero sin diferencias significativas.

Gréfica 14. Indice de reconocimiento de objeto en lugar en la adquisicion y la prueba de memoria durante
la microdidlisis. Controles n=3, SM n=4. Los valores de las barras representan el promedio + SEM.

Se analizaron los datos de los dializados de | as tres primeras fracciones obtenidas en la
microdidlisis, las cuales corresponderian a las concentraciones basales de los
neurotransmisores, para evaluar s existe una diferencia entre las concentraciones basales de
los animales controles y con SM. La Gréfica 15 muestra el neurotransmisor (Glu, GABA, NE,
DA), la estructura (Ci o HD) que se analiz0, los niveles extracelulares en la adquisiciéon y
prueba entre controles y tratadas. El andlisis estadistico no mostré ninguna diferencia
significativa entre las concentraciones basales de neurotransmisores entre 10s grupos controles

y con SM.
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Gréfica 15. Concentraciones basales de neurotransmisores. En las graficas de la izquierda se muestran las
concentraciones de glutamato, norepinefrina (NA) y dopamina (DA) dentro de la corteza insular (Cl) y en
las gréficas de la derecha las concentraciones de glutamato, NA y DA en la region del hipocampo dorsal



(HD). Ratas control CI adquisicién: Glu n= 9, NE n= 6 y DA n= 6; Ratas control Cl prueba: Glu= 9, NE
n= 6y DA n= 6; Ratas control HD adquisicion: Glu n=9, NA n= 3y DA n= 3. Ratas control HD prueba:
Glu n=5, NA n=5y DA n=5. Ratas con SM CI adquisicién: Glu n=6, NA n= 6 y DA n=6. Ratas con SM ClI
prueba: Glu n=5, NA n= 12 y DA n=11. Ratas con SM HD adquisicion: Glu n= 5, NA n= 6 y DA n=3.
Ratas con SM HD prueba: Glu n=6, NA n=6 y DA n=6. Los valores de las barras representan el promedio
+ SEM.
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