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I. RESUMEN

La Diabetes Mellitus es una enfermedad caracterizada por hiperglicemia crénica que
afecta a varios organos y tejidos; el estrés oxidante derivado de la hiperglucemia es uno
de los factores involucrados en el desarrollo de las complicaciones de la enfermedad. El

cerebro es uno de los 6érganos con mayor vulnerabilidad al estrés oxidante y maltiples

estudios han asociado a la Diabetes Mellitus tipo 2 con la incidencia de enfermedades
como Alzheimer e impedimento cognitivo. La metformina es el farmaco que se utiliza con
mayor frecuencia en el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2 ya que presenta multiples
efectos benéficos; sin embargo, diversos estudios la relacionan con el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer promoviendo la aparicién y acumulacién del péptido beta-
amiloide y del estrés oxidante. Por medio de ensayos de funcién mitocondrial, FRAP,
poder reductor de hierro, asi como inmunodeteccion de productos de peroxidacion de
lipidos y sinaptofisina se caracterizo la respuesta de sinaptosomas con dafio oxidante
inducido con CuSQ, ante la metformina; los resultados muestran que la metformina
disminuye el efecto oxidante del CuSO4sobre la funcion mitocondrial, aunque no se
encontraron diferencias significativas en la peroxidacion de lipidos ni en la cantidad de la
proteina sinaptofisina presentes en los sinaptosomas, se demostré que el farmaco no es
un agente reductor por lo que el efecto sobre la mitocondria involucraria un mecanismo
distinto.ll. INTRODUCCION

2.1 DIABETES MELLITUS
2.1.1 Definicion de Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica-degenerativa considerada como una
de las de mayor incidencia a nivel mundial. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la
define como un desorden metabdlico de origen endocrino con multiples etiologias cuya
caracteristica principal es la hiperglucemia crénica con subsecuentes alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, como resultado de un defecto en la
secrecién y/o accion de la insulina (OMS, 1999; 2016a), hormona producida en el pancreas
cuya principal funcién consiste en regular el transporte de glucosa del torrente sanguineo a

las células (Federacion Internacional de Diabetes, 2017).

2.1.2 Clasificacion de la Diabetes

(2]



Se consideran valores normales de glucemia en ayunas, los menores a 100 mg/dL y de 140
mg/dL después de 2 horas de una carga de glucosa de 75 gramos. Cuando el nivel de
glucemia se encuentra por encima del rango normal pero no alcanza los umbrales de
diagnostico de diabetes se denomina hiperglucemia intermedia o prediabetes,
caracterizada por el descenso en la sensibilidad a la insulina 0 aumento de la resistencia a

la hormona (Tablal) (FID 2017; Rojas, Molina & Cruz, 2012).

Tablal. Criterios de diagnéstico de la Diabetes Mellitus. Tomada de Federacioén Internacional de Diabetes,

2017.

Se diagnostica Diabetes cuando
se cumplen uno o mas de los
siguientes criterios:

Glucosa en plasma en ayunas >
7.0 mmol/L (126 mg/dl)

Glucosa en plasma mayor a 140
mg/dl tras dos horas de haber
ingerido por via oral una carga de
glucosa de 75 g.

Se diagnostica alteracion de la
tolerancia a la glucosa (ATG)
cuando se cumplen ambos
criterios:

Glucosa en plasma en ayunas
<7.0 mmoll/L (126 mg/dI)

La glucosa en plasma tras dos
horas de haber ingerido por via
oral una carga de glucosa de 75g
es de 7.8-11.1 mmol/L (140-200

Se diagnostica alteracion de la
glucemia en ayunas (AGA) cuando
se cumplen ambos criterios

Glucosa en plasma en ayunas 6.1-6.9
mmol/L (110-125 mg/dL).

La glucosa en plasmatras dos horas de
haber ingerido por via oral una carga
de glucosa de 75 g es <7.8 mmol/L
(140 mg/dLl).

mg/dl).
El nivel de glucosa al azar >11.1

mmol/L (200 mg/dL) o la HbAlc >
48 mmol/mol (equivalente a 6.5 %)

La Federacién Internacional de Diabetes (2017) ha definido tres tipos principales de
Diabetes: Diabetes Mellitus tipo 1, Diabetes Mellitus tipo 2 y Diabetes Mellitus Gestacional.
Otros tipos de diabetes menos frecuentes son la diabetes monogénica y la secundaria (FID,
2017).

1) Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) o insulinodependiente: se presenta como resultado
de una reaccién autoinmune en la que el sistema inmune destruye a las células 3 del
pancreas dando como resultado la deficiencia relativa o absoluta de insulina (Rojas et al.,
2012). Normalmente se presenta en nifios y adolescentes que necesitan la administracion
de insulina diariamente con el fin de mantener la glucosa en concentracion adecuada. Este

tipo de diabetes representa el 5-10% de los enfermos a nivel mundial (FID, 2017).

2) Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) o no insulinodependiente: en este caso, el pancreas
produce la insulina, sin embargo, el cuerpo desarrolla cierta resistencia a la accién de la
hormona como resultado de alteraciones en la respuesta celular posterior a la union de la

misma con su receptor y, en casos menos frecuentes, alteraciones en el receptor (Diaz-
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Flores et al., 2004). Durante la resistencia a la insulina, aumenta la produccion de ésta
(hiperinsulinemia) con el fin de disminuir el nivel de glucosa, sin embargo, con el tiempo se
pueden presentar defectos en la secrecion de la hormona. La DMT2 es el tipo mas comun
de diabetes y representa el 90-95 % de los casos, normalmente se asocia a obesidad o
incremento en la grasa visceral y aparece con mayor frecuencia en adultos (Asociacion
Americana de Diabetes, 2010), sin embargo, la incidencia en nifios, adolescentes y jévenes
adultos ha ido en aumento debido al incremento en la obesidad, sedentarismo y deficiencias
en la dieta (FID, 2017).

3) La Diabetes Mellitus Gestacional: es una condicién temporal que se caracteriza debido
a que la deteccién de hiperglucemia se realiza por primera vez en cualquier momento del
embarazo; se clasifica como: a) Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), caracterizada por
un nivel de glucosa ligeramente elevado y b) Diabetes Mellitus en el Embarazo (DME) en
donde el nivel de glucosa en sangre se encuentra bastante elevado. La mayoria de los
casos (75-90%) de hiperglucemia diagnosticados durante el embarazo son DMG, esta
afeccion es resultado de la resistencia a la insulina debido a la produccién de hormonas
como estrogeno, cortisol y lactdégeno en la placenta, es transitoria y suele desaparecer al
finalizar éste. Las mujeres diagnosticadas con DMG son propensas a presentarla
nuevamente en un siguiente embarazo y tanto madre como hijo pueden desarrollar DMT2
en el futuro (FID, 2017).

2.1.3 Sintomas y complicaciones

Los sintomas de la DM son mudltiples, entre los mas comunes se encuentran: poliuria,
polifagia, polidipsia y pérdida de peso sin causa aparente (Moreno-Altamirano & Limén -
Cruz 2009; OMS, 1999). La DM provoca disfuncién y falla de 6rganos y sistemas, siendo el
principal factor de riesgo la concentracion elevada de glucosa en el torrente sanguineo, por
ello, las primeras complicaciones crénicas de esta enfermedad son resultados de las
reacciones quimicas y de la activacion o alteracién del metabolismo causado por el exceso
de glucosa (Diaz-Flores et.al., 2004); estas alteraciones pueden incapacitar y poner en
riesgo la vida de los enfermos (FID, 2017). Las complicaciones diabéticas pueden dividirse
en cronicas y agudas, las complicaciones crénicas mas frecuentes de la hiperglucemia son:
aterosclerosis de grandes vasos sanguineos miocardicos (infartos), cerebrales (accidente
cerebrovascular) y periféricos (riesgo de amputacion de miembros inferiores), asi como
complicaciones en los pequefios vasos que dan lugar a retinopatias, neuropatias y

nefropatias (Figura 1) (De Fronzo, 2009, Moreno-Altamirano & Limoén- Cruz, 2009). Las
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complicaciones macrovasculares son las mas comunes en la DMT2 y representa una de
las principales causas de muerte en el paciente diabético; estudios previos muestran que
el riesgo de padecer infartos al miocardo aumentan con cualquier incremento de la glucemia
por encima del rango normal, mientras que las complicaciones microvasculares ocurren
solo con concentraciones de glucemia extremas, el dafio renal, a la retina y neurolégico se
asocian con niveles posprandiales superiores a 11 mM y pueden iniciar cinco o diez afios

después de manifestarse en enfermedad (Stratton, 2000).

Por otro lado, las complicaciones agudas incluyen hipoglucemia, cetoacidosis diabética
(CAD), estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH), coma diabético hiperglucémico,
convulsiones o pérdida de conciencia, infecciones e incluso la muerte (Arnold, 2012; FID,
2017; OMS, 2016a). Por otra parte, la DMG incrementa el riesgo de pérdida fetal,
malformaciones congénitas, muerte perinatal, complicaciones obstétricas, ademas de
aumento en la morbilidad y mortalidad tanto para madre como para hijo (OMS, 2016 a). La
DM ha sido asociada con el desarrollo de tipos especificos de cancer y un incremento en
discapacidades fisicas y cognitivas, tuberculosis y depresion (Wong et al., 2013).

2.1.4 Epidemiologia en México y a nivel mundial

En el 2017 la Federacion Internacional de Diabetes (FID) estimd en 425 millones el nimero
de personas con DM, esta cifra representa el 8.8 % de la poblacién a nivel mundial; datos
de la OMS indican que en 2017 la hiperglucemia constituyé el tercer factor de riesgo para
la mortalidad prematura, con 5 millones de decesos reportados por esta causa. Las
proyecciones de la FID para el afio 2045 son de 629 millones de personas con DM
equivalentes al 10.4 % de la poblacion (de 20-79 afios) (FID, 2017; OMS, 2016a), para
realizar estas estimaciones se han utilizado las proyecciones de poblacion de la Division de
Poblacion de Naciones Unidas. Estas proyecciones asumen que la prevalencia de diabetes
no cambia dentro de cada grupo de edad, pero tiene en cuenta los cambios de la estructura
de la poblacién segun la edad y los indices de urbanizacion (Organizacion de las Naciones
Unidas, 2014)
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SINTOMAS COMPLICACIONES
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Figura 1. Sintomas y complicaciones de la diabetes mellitus. Modificado de
www.centroantidiabetico.com/blog/tag/complicaciones-cronicas-de-la-diabetes-tipo-2/

Con 12 millones de pacientes con DM, segun informes de la FID (2017), México ocupa el
quinto lugar en la prevalencia de este padecimiento después de China, India, Estados
Unidos y Brasil. La incidencia de esta enfermedad en la poblacion mexicana se ha
incrementado notablemente en las Ultimas décadas (Figura 2); desde el afio 2003 se han
reportado aproximadamente 400 000 casos nuevos de DM al afio y, en el afio 2012, ésta
cifra representé el 0.4 % de la poblacion mexicana. Los reportes de la FID indican que en
el 2013 existian 8.7 millones de personas con DM2 en nuestro pais y la prevalencia en
personas de 20-79 afios era del 11.77% (Moreno-Altamirano et al., 2014). Si la incidencia
de la enfermedad sigue aumentando, se espera que para el afio 2045 México sea el cuarto
pais con mayor incidencia de DM, con 21.8 millones de pacientes con este padecimiento
(FID, 2017).
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Figura 2. Reporte anual de nuevos casos de DMT2 diagnosticados en México en el lapso de1984-2015.
Modificada de Altamirano et al. 2014.

La mortalidad asociada a la DMT2 se ha incrementado de forma significativa durante las
Ultimas décadas, en la década de 1990 la tasa de mortalidad por cada 100 000 habitantes
se encontraba en 29.6 para la poblacion general y en el 2011 ésta se incrementé a 69.9%
con 80 788 defunciones, lo que representa un incremento del 136%, un afio después esta
tasa se encontraba en 72.66% con 85 055 muertes. De acuerdo con el Sistema Nacional
de Informacion en Salud (SINAIS) desde el afio 2000 a la DMT2 es considerada como la
primera causa de muerte en la poblacion, sin embargo, la OMS (2016b) y el Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informética (INEGI) la declaran como la segunda y
tercera causa, respectivamente, después de las enfermedades del corazon y de los tumores
malignos (Moreno-Altamirano et al. 2014).

La DM ha sido considerada como la primera causa de ceguera adquirida en edad productiva
en la poblacién mexicana, asi como la primera causa de amputaciones no traumaticas de
miembros inferiores y de insuficiencia renal cronica (Direccion General de Informacién en
Salud de la SSA, 2005); ademas, reduce la esperanza de vida de los pacientes en promedio
10 afios; en el afio 2010 se reportd que la edad promedio de las personas fallecidas a causa

de la DM fue de 66.7 afios (Hernandez-Avila, Gutiérrez& Reynoso-Noveréon, 2013).

2.1.5 Tratamiento
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De las personas diagnosticadas con DMT2 que estan bajo tratamiento, la mayoria (84.81%)
recibe agentes antidiabéticos orales, 6.79 % se tratan Unicamente con insulina y solo el
2.46% recibe tratamiento combinado de antidiabético oral e insulina (Villalpando et al.,
2010).

Los farmacos orales utilizados en monoterapia para el tratamiento de la DMT2 van dirigidos
a la correccion de una o varias alteraciones metabdlicas presentes en la enfermedad.
Segun su mecanismo de accion son clasificados en: sensibilizadores, secretagogos,
inhibidores de la a-glucosidasa, péptidos e inhibidores de la dipeptil peptidasa 4 (Mujica,
2016). Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés; 2010),
la metformina es el farmaco de primera eleccion en los pacientes con DMT2 salvo
intolerancia o contraindicacion. Este farmaco actia como sensibilizador de los tejidos a
insulina, actualmente se encuentra preescrita a mas de 150 millones de personas a nivel
mundial (Mujica, 2016).

2.2 DETERIORO COGNITIVO ASOCIADO A DIABETES
2.2.1 Deterioro cognitivo asociado a la diabetes

Desde el afio 1922 se ha reconocido que la DM puede conducir al deterioro cognitivo, desde
entonces, varios estudios en modelos experimentales y clinicos muestran alteraciones
electrofisioldgicas, en la neurotransmision, anormalidades estructurales en el cerebro, asi
como disfuncién cognitiva y riesgo de padecer depresion (Biessels et al., 1994). En el 2006,
Mijinhout y colaboradores sugirieron el término “deterioro cognitivo asociado a la diabetes”
para describir un estado de leve a moderado en el deterioro cognitivo, principalmente
realentizacion psicomotora y reduccion de la flexibilidad mental que no es atribuible a otras
causas (Mijinhout et al., 2006).

Multiples estudios muestran que la hiperglicemia es seguida por una lenta y progresiva
anormalidad funcional en el cerebro (Arvanitakis et al., 2004; Duarte et al., 2013; Nelson
2009). Se ha demostrado que las personas con DM presentan déficits cognitivos asociados
con la reduccién del desarrollo de multiples dominios de funcién cognitiva. En el estudio
llevado a cabo por Monette et al. (2014) los pacientes diabéticos mostraron alteraciones en
diferentes areas, una de las mas afectadas fue la velocidad de procesamiento de la
informacién, con mayor alteracion en las tareas motoras respecto a las verbales. Ademas

de esto Sommerfield et al. (2004) encontré alteraciones en el proceso de la informacion
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rapida, memoria de trabajo y en aspectos de atencion en pacientes con DM. Estas
deficiencias han sido asociadas con los cambios en la plasticidad sinaptica del hipocampo
(Biesseld, 1998).

Por medio de imagenes de resonancia magnética (IRM) se han observado cambios en la
estructura cerebral de sujetos con DMT2, estos presentan el hipocampo y la amigdala
atrofiados en comparacion con sujetos control (den Heijer et al.,, 2003), ademas de
inflamacion y dafio en tejidos periféricos, asi como alteraciones en la corteza cerebral y
cambios circulatorios en la sustancia blanca profunda del cerebro (Tiehuis et al., 2008).

La DM es considerada como un factor de riesgo para desarrollar la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Butterfield, Domenico & Barone, 2014) puesto que los pacientes con DM
tienen un 50-100% de mayor probabilidad de desarrollar este padecimiento que las

personas sanas (Ott ,1999; Peila, Rodriguez & Launer, 2002).
2.2.2 Mecanismos involucrados en el deterioro cognitivo

Hasta la fecha, no se ha podido determinar la causa del deterioro cognitivo durante la DM,
multiples factores podrian estar involucrados en la patogénesis de la disfuncién cerebral
tales como los episodios de hipoglucemia, alteraciones cerebrovasculares, el papel de la
insulina en el cerebro y los mecanismos de dafio inducidos por hiperglucemia (Brands, Bell
& Gibson); a nivel celular, esta enfermedad se ha asociado con disfuncidon mitocondrial,
estrés del reticulo endoplasmico, inflamacién y metabolismo energético alterado, que
causan anormalidades funcionales tanto en las neuronas como en las células de la glia,
provocando muerte neuronal (Lin, 2006; Lindholm et al., 2006; Kalaria, 2009). Para explicar
el deterioro cognitivo se han propuesto dos mecanismos patogénicos: 1) origen vascular
y 2) origen no-vascular. Este Gltimo ligado al metabolismo del péptido B-amiloide (AB) y
proteinas tau. EIl AB se origina a partir de la proteina precursora amiloide, tiene una
solubilidad limitada y forma autoagregados que constituyen fibrillas insolubles, las cuales
son téxicas para las neuronas. Por otra parte, la proteina Tau forma parte de una familia de
proteinas asociadas a microtubulos, por lo que es fundamental en el mantenimiento de la

estabilidad del citoesqueleto neuronal (Garcia & Jay, 2004).

En el mecanismo patogénico de origen vascular, la DM es considerada como un factor de
riesgo al aumentar la incidencia de infartos y microinfartos que causan demencia vascular

ademas de disminuir el umbral de acumulacion necesario del péptido AR para producir
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deterioro cognitivo. Por otro lado, el origen no-vascular se explica por la hiperinsulinemia ya
gue se han determinado multiples mecanismos que relacionan a la insulina con la cascada

fisiopatoldgica del deposito del péptido AB:

a) La enzima degradadora de insulina (IDE) se encuentra relacionada con la eliminaciéon

de AB, por lo que el aumento de la insulina disminuiria la eliminacién del péptido AB.

b) Al aumentar la insulina en tejidos periféricos, la barrera hematoencefalica disminuye el
paso de esta hormona al interior del cerebro, esto trae como consecuencia la disminucién
de IDE que conlleva al aumento de AP.

c) La insulina podria aumentar la fosforilaciobn de la proteina Tau, esta modificacion
postraduccional provoca la pérdida de las funciones fisiol6gicas de la proteina, conllevando

a alteraciones del citoesqueleto.

d) El aumento de los productos finales de glicacion avanzada (AGES) que consisten en la
union de azucares no reductores a los grupos amino de las proteinas, produce la
sobreexpresion de sus receptores (RAGES), se sabe que la union de los AGEs a sus

receptores esta involucrada, entre otros mecanismos, en la produccion de estrés oxidante.

e) Se ha visto un aumento de AP cerebral debido a un déficit en su eliminacion, la cual es
mediada por la LRP-1 un miembro de la familia de receptores de lipoproteinas que se

encuentra disminuido en sujetos con DMT2 (Luchsinger, 2012).

Por otro lado, algunos autores han descrito que la disfuncién cerebral durante la diabetes
se relaciona con la muerte celular por estrés oxidante (anteriormente referenciado como
estrés oxidativo) mediado por radicales libres, la hiperglicemia crénica tiene como
consecuencia la alteracién de la cadena transportadora de electrones al aumentar la
produccion de radicales libres y disminucion del poder antioxidante (Stewart & Liolitsa 1999;
Magistretti & Pellerin, 1996); de este modo, las células se ven sometidas a estrés oxidante
y disfuncion mitocondrial, con alteraciones en el potencial redox provocando la activacion
de genes sensibles al potencial y cuyas consecuencias son la inflamacion, defectos en
autofagia, necrosis neuronal y apoptosis (Muriach et al., 2014). La apoptosis inducida por
estrés oxidativo se ha relacionado con la inhibicion de la neurogénesis (Cui, Zuo & Zhang,
2006).
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Cardoso et al. (2013) demostraron que las mitocondrias del hipocampo de ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina (STZ) presentan niveles mas altos de malonaldehido (MDA),
aumento de la actividad de la enzima glutation disulfuro reductasa (GSSG) y baja actividad
de la superoxido dismutasa dependiente de magnesio (MnSOD), también encontraron
alteraciones en la fosforilacién oxidativa caracterizadas por la disminucién del potencial
mitocondrial asi como en los niveles de ATP y mayor fase de retardo de la repolarizacion,
estas evidencias sefalan a las especies reactivas de oxigeno (EROs) como elementos
clave en procesos neurodegenerativos y en el desarrollo de las complicaciones tardias de
la DM (Moreira, 2009; Salinas et al., 2013).

2.2.3 Vulnerabilidad del tejido cerebral al dafio por estrés oxidante

El cerebro es una estructura pequefia, constituye el 2% del peso corporal, es un érgano con
metabolismo muy activo, consume aproximadamente el 20% del oxigeno utilizado por el
cuerpo y es el 6rgano que utiliza mayor energia; su metabolismo esta basado Unicamente
en dos sustratos: la glucosa y el oxigeno (Jaramillo, 2013). La mayor parte de oxigeno que
llega a las células neuronales se utiliza para la sintesis de moléculas de trifosfato de
adenosina (ATP) necesarias para mantener la estabilidad neuronal. EI 50-60% de la masa
cerebral estd constituida por fosfolipidos, colesterol y glicolipidos; de estos, los acidos
grasos poliinsaturados como fosfatidilcolina (40-50%), fosfatidiletanolamina (20-50%),
fosfatidilserina (2-10%) son los de mayor abundancia en las membranas neuronales y les
confieren estabilidad, fluidez y permeabilidad ademas de participar en multiples eventos de
sefalizacion celular (Eyster, 2007); otra de las caracteristicas distintivas del cerebro es la
escasa cantidad de antioxidantes presentes. Estas caracteristicas lo vuelven vulnerable al
dafio causado por estrés oxidante que promueve, entre otras cosas, la heurodegeneracion

y muerte cerebral (Cerda, Borrego & Saez, 2010).
2.2.4 Estrés oxidante

Bajo condiciones fisioldgicas normales, existe un equilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno y los mecanismos antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe las
células se encuentran bajo estrés oxidante (EOx). Esta condicion se caracteriza por la
produccion de radicales libres que sobrepasa la actividad de las enzimas antioxidantes y
cuyas consecuencias se ven reflejadas en la homeostasis del organismo con dafios a nivel

celular, tisular y sistémico (Finkel & Holbrook 2000).
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2.2.5 Radicales libres y Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno

Un radical libre (RL) se define como un atomo o molécula que presenta uno o mas
electrones no apareados en el ultimo orbital (Halliwell & Gutteridge, 2006), condicién que le
confiere alta reactividad e inestabilidad por lo que tienden a estabilizarse tomando el
electron faltante de las moléculas adyacentes (Mc Cord, 2000; Johanse et al., 2005). Los
RL pueden formarse por la pérdida o ganancia de un Unico electron desde un compuesto
no radical o por el rompimiento de un enlace covalente en donde cada atomo retiene a uno
de los electrones que formaban el enlace, reaccion conocida como fision homolitica. Los
principales RL se producen continuamente durante la respiracion aerobia en el metabolismo
celular y se denominan especies reactivas de oxigeno (EROs). Generalmente, las EROs
son producidas en la mitocondria al ocurrir una transferencia electrénica incompleta en el
proceso de reduccién del Oz;a H,O (Ott et al., 2007), en donde la reduccién univalente del
mismo origina superoxido; espontdneamente o por accion de la enzima dismutasa el
superéxido se convierte en peréxido de hidrogeno (H20,) y Oy, en presencia de algin ion
metalico, los radicales superdxido y peréxido reaccionan para dar lugar al hidroxilo (“OH),
un radical muy reactivo y toxico. Ademas de esto, el ion superéxido puede reaccionar con
el 6xido nitrico induciendo la formacion de peroxinitrito (ONOO™, Almaguer & Almaguer,
2006).

Las especies derivadas del nitrégeno se conocen como especies reactivas de nitrégeno
(ERNSs). Entre las ERNs se encuentran los radicales 6xido nitrico (NOe) y dioxido de
nitrégeno (NO-) y los no radicales como el acido nitroso (HNO3) y el peroxinitrito (Mc Cord,
2000).

2.2.6 Produccion de especies reactivas de oxigeno en condiciones de hiperglucemia

La formacion de EROs y el dafio inducido por estrés oxidante en condiciones de
hiperglucemia ocurre a través de mdltiples vias bioquimicas y mecanismos de accién que
producen metabolitos y productos de sintesis que afectan de manera negativa la funcion
celular, en estas vias se incluyen: metabolismo de la glucosa, autooxidaciéon de la glucosa,
formacion y acumulaciéon de especies de glicacion avanzada, metabolismo de la
hexosamida y via del sorbitol (Robertson, 2004). Ademas del incremento de las EROs se
ha observado un declive en los metabolitos y enzimas antioxidantes como consecuencia de
la disminuciéon de NADPH vy glutation reducido, asi como dafio oxidante en las enzimas
involucradas (Diaz-Flores et al., 2004).
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El mecanismo por el que actian las EROs en las complicaciones de la DM se conoce
parcialmente; se sabe que actian por la modificacién oxidativa de macromoléculas y por la
activacion del factor de transcripcion NFKB que conduce a la expresién alterada de genes
involucrados en la respuesta inflamatoria y apoptosis (Mohamed et al. 1999).

2.2.6.1 Metabolismo de la glucosa

La glucosa es la molécula principal que provee de energia a las células y la Unica en
neuronas, su metabolismo se basa en la oxidacion o pérdida de electrones que son
transferidos a cofactores que se reducen (NADH + H* y FADH>) y posteriormente, por medio
de reacciones de o6xido-reduccién, pasan por los complejos |, II, Ill y IV de la cadena
respiratoria, se transfieren al oxigeno (O), lo reducen y se forma agua (H.O). Durante el
catabolismo de la glucosa, las EROs pueden formarse en las reacciones oxidativas de la
glucdlisis, en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y en la cadena respiratoria; esta Gltima
presenta el potencial redox y la energia libre 6ptima para poder reducir parcialmente al
oxigeno por lo que presenta mayor probabilidad de generarlas (Calderon et al. 2013). El
radical superéxido (O2" ") se produce principalmente durante la transferencia de electrones
del complejo I o Il por medio de la coenzima Q al complejo Il (Green, 2004). El radical "OH
y el H2O, se forman por reacciones ciclicas de éxido-reduccién tales como la reaccién de
Fenton en donde un ion Fe?* reacciona con el H,O; para dar lugar al radical “OH, asi como
la reaccién Haber-Weiss que resulta en la produccion de Fe?* cuando el ion férrico (Fe®")
reacciona con el H-0- (Figura 3). Otros metales de transicion que incluyen Cu, Ni, Coy V
pueden ser responsables de la formacion del radical “OH. Asimismo, una serie de oxidasas
generan cantidades importantes de EROs entre estas se encuentran: NADPH y NADH
oxidasas, xantina oxidasa y ciclooxigenasa; algunas otras enzimas como la sintasa de 6xido
nitrico (NOS) producen ERNSs, el 6xido nitrico (NO) puede reaccionar con O," para producir
el radical peroxinitrilo (ONOOQO") capaz de dafar lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Calderén, Salinas & Quintanar, 2013).
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Figura 3. Reaccion de Fenton y Haber-Weiss. La forma reducida de metales de transicion (M") reacciona con
el peréxido de hidrogeno para formar OH- en la reaccién de Fenton. El radical superoxido (O2™) puede reaccionar
con la forma oxidada de los metales de transicién (M™?) para dar lugar a M" que completara el ciclo de 6xido
reduccion en la reacciéon Haber-Weiss (Tomada de Ayala, Mufioz & Arguelles, 2014).

En condiciones fisioldgicas, el incremento de la actividad metabdlica va acompafiada del
incremento proporcional en la cantidad de EROs formadas, sin embargo, cuando la tasa
metabdlica incrementa por arriba de las condiciones fisioldgicas, la formacion de EROs se
potencia, especialmente la produccion de O, como consecuencia de la acumulacion
excesiva de protones en el espacio intermembranal (Calderon et al., 213).

Durante la DMT2 la elevada concentracion de glucosa que alimenta en exceso la cadena
respiratoria provoca el incremento en el potencial protomotriz, sin embargo, no hay un uso
proporcional de ATP, lo que impide regular el flujo de protones y da lugar al incremento en
la produccién de O™, algunos autores consideran este fendmeno como la base para el
aumento de las reacciones anabdlicas que ocurre con frecuencia en pacientes diabéticos
(Green et al., 2004).

2.2.6.2 Auto-oxidacién de la glucosa

En condiciones de hiperglucemia la glucosa es capaz de auto-oxidarse, con la oxidacion
del radical a-hidroxialdehido de la glucosa se forma un enediol que en presencia de metales
de transicién reacciona con oxigeno y una proteina para formar 1,4-dideoxiglucosona-
proteina capaz de generar una oxidacién en cadena que dara lugar a los productos de

glicacién avanzada (Yamagishi, 2011).
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2.2.6.3 Formacién y acumulacién de especies de glicaciéon avanzada (AGES)

Durante la hiperglucemia croénica, la glucosa, fructosa, glucosa-6-fosfato y sus
intermediarios interactian con las proteinas, acidos nucleicos y lipidos para formar
productos de glicacién avanzada (AGEs por sus siglas en inglés). Este proceso conocido
como glicacién, inicia con la interaccién no enzimatica de los grupos carboxilo de los
carbohidratos y los grupos amino de las proteinas, principalmente con el amino terminal y
el e-amino de residuos de lisina, arginina e histidina dando origen a una base de Schiff, si
la concentracion de glucosa se mantiene elevada, la base de Schiff sufre un reordenamiento
y da lugar a los productos tempranos de glicacion, también llamados productos de Amadori
o fructosamina, éstos sufren rearreglos moleculares que incluyen reacciones de
deshidratacién, condensacién, oxidacién y ciclacion para formar compuestos a-
oxoaldehidos como la 3-desoxiglucosona, metilglioxal y el glioxal conocidos como
precursores de los AGEs. Los a-oxoaldehidos son muy reactivos y al reaccionar con los
centros cataliticos de una proteina forman puentes cruzados estables (Diaz-Flores et
al.,2004) que alteran irreversiblemente la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas
haciendo que se agreguen y pierdan sus funciones biologicas (Olmos et al., 2009; Ahmed,
2005). Ademas, los AGEs ejercen una accion sobre receptores especificos (RAGES), en el
cerebro se han encontrado dos isoformas uno de 23 kD y otra de 48 kD (Brett et al. 1993);
las proteinas glicadas que se unen a estos receptores inducen diversos efectos como la
produccion de EROs, estado proinflamatorio, proliferacion de células (macrofagos),
activacion de factores de transcripcion, asi como la expresidn de diversos péptidos y

proteinas (Thomalley, 1998).
2.2.6.4 Via de los polioles

La via metabdlica de la glucosa depende de las necesidades energéticas de la célula, en el
SNC, al igual que en el rifidn, retina, cristalino y en el corazén que no requieren de insulina
para la captacion de glucosa, ésta se dirige a la via del sorbitol también conocida como via
de los polioles. En esta via, la aldosa reductasa es activada al detectar niveles elevados de
glucosa lo que permite reducirla irreversiblemente en sorbitol a través de la oxidacién del
difosfato de nicotinamida adenina fosfato reducido (NADPH), que funciona como coenzima
de la aldosa reductasa (Hodkingson, Sondergaard & Yang, 2001). La disminucion de
NADPH en este proceso afecta negativamente a enzimas que requieren esta coenzima,
tales como la 6xido nitrico sintasa (NOS), la glutatién reductasa (GSR), la catalasa y la

NADPH oxidasa, algunas de las cuales participan en mecanismos antioxidantes, lo que
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explicaria la eficiencia de estos sistemas en pacientes diabéticos que requieren de este
sustrato (Diaz-Flores et al. 2004).

Por otra parte, la sorbitol deshidrogenasa cataliza la formacion reversible de fructosa y
NADH a partir del sorbitol, se dice que este es el punto de la via que tiene repercusiones
en las complicaciones diabéticas dada por la acumulacion de los productos y la
caracteristica reversibilidad.

2.2.7 Efectos del estrés oxidante sobre la célula

El estrés oxidante induce en la célula efectos toxicos debido a la oxidacion de lipidos,
proteinas, carbohidratos y nucle6tidos, lo que provoca la acumulacién de agregados
intracelulares, disfuncion mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis (Dorado, Rugerio &
Rivas, 2003).

De manera general, el incremento de las EROs provoca un incremento en la actividad de
la proteina cinasa C (PKC), que activa sefales intracelulares de estrés metabdlico y
oxidante, caracterizado por incrementos en las actividades de NF-kB, p38 MAPK,
Jak/STAT, las cuales activan diferentes vias metabdlicas, encienden genes y provocan una
respuesta masiva y de largo plazo. La sefalizacion intracelular de estrés induce el
incremento de distintas citosinas como ET1, lo que conlleva a la activacion de las enzimas
NADPH y NADH oxidasas, provocando disminucion del poder reductor y en la capacidad
antioxidante total, y aumentando ciclicamente las concentraciones de EROs y de Oy~
(Calderén, Mufioz & Quintanar, 2013).

2.2.7.1 Peroxidacién de lipidos

Los fosfolipidos, glicolipidos y colesterol de las membranas neuronales contienen gran
cantidad de &cidos grasos poliinsaturados, vulnerables a la peroxidaciéon dado que los
dobles enlaces C=C debilitan la unién C-H del atomo de carbono vecino (Balderas &
Méndez, 1998).

El proceso de peroxidacion de lipidos consta de tres etapas: iniciacion, propagacion y
terminacion (figura 4). En el inicio, el prooxidante extrae el hidrégeno alilico formando el
radical lipido; la molécula se estabiliza por medio de un reordenamiento para formar un
dieno conjugado (paso 1). En la fase de propagacion, el radical lipido reacciona

rapidamente con el oxigeno para formar el radical lipido peroxilo (paso 2), cuando se extrae
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un hidrégeno desde otra molécula lipidica genera un nuevo radical lipidico y un lipido
hidroperoxidado (paso 3). En la reaccion de termino, un antioxidante dona un atomo de
hidrogeno al radical lipido peroxilo para formar un producto no-radical (paso 4;Yin, Xu &
Porter, 2011).

Los productos de peroxidacion de lipidos son el malondialdehido (MDA), propanal, hexanal
y 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). Los aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica
generalmente son estables y pueden difundir libremente en la célula e incluso escapar de
ella y atacar blancos alejados del sitio del evento original iniciados por los RL. Aunque el
MDA se produce en mayor cantidad, el 4-HNE es considerado como uno de los productos
mas téxicos generados durante la peroxidacion de lipidos (Esterbauer, 1991); puede
producirse a partir de acido araquidénico, acido linoleico o sus hidroperdxidos en
concentraciones que van de los 10 um a 5mM en respuesta al estrés oxidante; su toxicidad
es consecuencia de la reacciéon con los grupos Thiol (SH) de residuos cisteina, lisina e
histidina de las proteinas, originando un aducto estable de Michael con estructura
hemiacetal y forma pirrol (Uchida & Earl,1992; Schaur, 2003). El 4-HNE puede actuar como
molécula de sefializacion o como producto citotoxico, sus efectos incluyen la inhibicion de
la sintesis de proteinas y del acido desoxirribonucleico (DNA), inactivaciéon de enzimas,
estimulacion de la fosfolipasa C, reduccion de la comunicacion gap-junction y estimulaciéon

de la migracion de neutrdéfilos. Es considerado como el mejor marcador de peroxidacion
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Figura 4. Proceso de peroxidacién de lipidos. Tomada de Ayala, Mufioz & Arguelles, 2014.

lipidica y molécula de sefalizacién involucrada en la regulacion de varios factores de
transcripcidén sensibles al estrés como el factor nuclear (Nrf2), activacion de la proteina-1
(AP-1), NFkB vy el receptor activado de proliferacion peroxisomal (PPAR), ademas de
proliferaciéon y/o diferenciacién celular, supervivencia celular, autofagia, senescencia,
apoptosis y necrosis (Ayala et al., 2014).

Las membranas que han sufrido de peroxidacion de lipidos pierden fluidez, aumentan su
permeabilidad y provocan la reduccion del potencial electroquimico. El dafio a las proteinas
de membrana provoca que las funciones de sus canales se vean afectados y sean
incapaces de preservar su integridad; ademas el radical "OH, HNO, y ONOO" provocan
nitracion y desaminacion en adenina, guanina y citocina cuya consecuencia es la alteraciéon
en la codificacion y transcripcion del material genético (Dorado et al., 2003).
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2.3 METFORMINA
2.3.1 Caracteristicas generales de la metformina

La metformina (1,1-dimetil biguanida) es un farmaco antidiabético de administracion oral
que forma parte del grupo de las biguanidas procedentes de la isoprenilguanidina o
galegina, un alcaloide derivado de la planta Galega officinalis (Bailey & Day, 2004). Las
biguanidas fueron sintetizadas en 1920 por la uniéon de 2 guanidinas por medio de un
nitrégeno y eliminacion de un radical amino (Simé, 2002), comenzé a utilizarse clinicamente
en el afio de 1957 (Bailey 2004) y en la década de 1970 se difundié un amplio interés por

el farmaco.

CHs

| H
e
NH NH

Figura 5. Estructura quimica de la metformina. Tomada de Logie et al., 2012.

NH,

La metformina es una molécula pequefia, con peso de 129.16 Da, anfétera con valor pKa
de 2.8 y 11.5, hidrosoluble y baja liposolubilidad, poco permeable a las membranas
celulares, bajo condiciones fisioldgicas presenta forma protonada y carga positiva. El grupo
guanidino de la metformina posee deslocalizacion de los electrones en la region cargada
positivamente y puede formar pares idnicos estables con grupos cargados negativamente
de la superficie celular, esta caracteristica ha sido considerada como la responsable de la
despolarizacion de las membranas celulares observada en hepatocitos, que abren los
canales de cloruro al ser expuestos con el farmaco (Lutz, 2001); por otro lado, la cadena
hidrocarbonada apolar le confiere lipofilicidad que permite a la molécula unirse a los
dominios lipidicos de las membranas celulares (Lutz et al., 2001).

2.3.2 Farmacocinética

En la administracién via oral de 0.5-1.5 gramos de metformina en seres humanos sanos,
un 50-60 % de la metformina se absorbe en el intestino delgado a través de los receptores
de monoaminas de la membrana plasmatica en un tiempo de 0.9 a 2.6 horas (Gong et al.,

2012), se distribuye rapidamente en tejidos periféricos y fluidos, no se une a proteinas
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plasmaticas y no se metaboliza en el higado. La vida media plasmética de la metformina
oscila entre 1.5-4.9 horas y a las 12 horas de ingesta el 90 % se ha eliminado en la orina
por secrecion tubular (Herndndez, 2011). Se requiere de transportadores de cationes
organicos (OCTs) para pasar al espacio intracelular (Gong et al. 2012) y una vez en el
interior, se acumula en la mitocondria; la afinidad hacia la mitocondria es explicada por dos
caracteristicas de la metformina mencionadas previamente: atraccion del farmaco cargado
positivamente hacia la mitocondria cargada negativamente como resultado de la
acumulacion de iones OH™ generados durante el transporte de electrones en la matriz
(Owen et al., 2007), y por otro lado, la interaccién hidréfoba del farmaco con los fosfolipidos
de la membrana mitocondrial (Viollet et al., 2012).

2.3.3 Mecanismo de accién de la metformina

Aunque la metformina comenz6 a utilizarse hace 70 afios, el mecanismo de accion por el
gue actla no se conoce completamente (Jiménez, 2016); actia como antihiperglucemiante
a nivel extrapancreatico aumentando la sensibilidad a la insulina en tejidos hepaticos y
periféricos sin causar hipoglucemia. En el higado reduce la glucogendlisis y
gluconeogénesis cuya activacion en pacientes diabéticos puede alcanzar el 36% (Hundal
etal., 2000). En tejidos periféricos, especialmente a nivel del misculo, aumenta la captacion

y utilizacion tisular de la glucosa y retrasa la absorcion intestinal de ésta (Zhang, 2011).

Se ha postulado que el blanco principal de la metformina es la mitocondria, dos grupos
independientes de investigadores: Owen et al. (2000) y EI-Mir et al. (2000) reportaron que
este farmaco inhibe especificamente al complejo | de la cadena respiratoria, este efecto es
bajo (=40%) comparado con la rotenona (=80%), sugiriendo que el sitio de accion de cada
una difiere en una o varias subunidades del complejo I. Logie et al. (2012) han reportado
gue este efecto esta relacionado con la capacidad de la metformina de formar complejos
con el cobre, ya que cuando la metformina se expone al pH mitocondrial ésta se encuentra
desprotonada, propiedad que le confiere la habilidad de unirse a los iones cobre y cuyos
productos son los responsables de la inhibicién del complejo. Se ha demostrado que la
metformina impide la reduccion de la coenzima Q, aceptor de los electrones provenientes
del complejo |, probablemente por unirse a la interface hidrofilica-hidrofébica de la
membrana, atrapando a la enzima en una configuracién de asa no activa; este farmaco
también ejerce un efecto inhibidor sobre la produccion de EROs mitocondrial al bloquear
selectivamente el flujo inverso de electrones a través de los complejos de la cadena

respiratoria. El efecto de la metformina no se restringe a la mitocondria, se tienen reportes
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de que este farmaco es capaz de afectar el metabolismo de eritrocitos, células que carecen
de mitocondrias, mediante la modulacion de la fluidez de la membrana (Muller, 1997).

Con la inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria, ocurre una reduccion transitoria
de energia, inicialmente se presenta una disminucién en la oxidacion del NADH, del paso
de protones a través de la membrana interna de la mitocondria y del indice de consumo de
oxigeno, lo que conlleva a la reducciéon del gradiente de protones y, por ultimo, a la
regulacion de la sintesis de ATP a partir de ADP (Bridges et al., 2014) y al aumento de AMP
citosdlico que activara a la proteina cinasa activada por AMP (AMPK por sus siglas en
inglés). AMPK participa en la regulacion del metabolismo de la glucosa y lipidos, sensa el
estrés metabdlico e integra las distintas sefiales patologicas para reestablecer el balance
energético (Ronnett et al., 2009), ademas, actia como regulador en la supervivencia o
muerte celular en respuesta a hipoxia, estrés osmético u oxidante (Hardie, 2003; Shin, Cho
& Kim, 2009). AMPK es considerada como regulador metabdlico durante condiciones
energéticas anormales, siendo un punto de control esencial bajo estas condiciones (Sinnet
& Brenman, 2014) por lo que representa un elemento importante en la hiperglicemia

asociada a DMT2, neuroproteccion, antiinflamacion y estrés oxidante (Chakraborty, 2011).

2.3.4 Efecto de la metformina sobre el sistema nervioso central.

La metformina puede cruzar la barrera hematoencefélica y tiene efectos especificos en el
SNC, aunque los sitios y mecanismos de accion aun no son conocidos. En modelos murinos
la concentracion maxima de metformina en el cerebro se ha encontrado después de 6 horas
de la ingesta, en concentraciones similares a la del plasma (Labuzek, 2009; Nath, 2009).
Se ha observado que la administracion aguda y crénica (50 mg/Kg) de metformina, esta se
acumula preferencialmente en cerebelo y glandula pituitaria, mientras que el cuerpo
estriado presenta la menor acumulacion en ambos esquemas (Wilcock & Bailey, 1994). La
inflamacién es un factor determinante en la distribucién del farmaco, la glandula pituitaria
es el tejido que presenta mayor concentracion del farmaco en tratamientos agudos y
cronicos en presencia de inflamacion, el hipotdlamo y cuerpo estriado presentan
concentraciones significativamente mayores en presencia de inflamacion que las
encontradas en condiciones normales. La DMy aterosclerosis provocan inflamacion de bajo
grado, similar a las experimentales. Estos hallazgos son clave al explicar el efecto
anorexigénico de la metformina en personas con trastornos metabdlicos (Labuzek et al.,
2009) asi como la funcibn de este farmaco en la evolucion de enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y atrofia.
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Los efectos de la metformina han sido estudiados en mdltiples modelos tanto in vivo como
in vitro y bajo gran variedad de condiciones, sin embargo, los efectos del farmaco sobre el
SNC y sus patologias tienen resultados no del todo esclarecidos. Algunos resultados
sugieren que la metformina es capaz de potenciar la neurogénesis, mejorar el aprendizaje
y reducir el decaimiento cognitivo, mientras que otros hallazgos demuestran que el uso del
farmaco tiene consecuencias en el incremento de la incidencia de Alzheimer, disfuncion

cognitiva y una estrecha relacion con la expresiéon y acumulacion de AB (Tabla ).

Tabla ll. Efectos de la metformina sobre el sistema nervioso central.

‘ Efecto

Perfil fosfoprotedmico Incrementa la fosforilacion de proteinas relacionadas con metabolismo mitocondrial,
chaperonas y adhesion celular. Efecto neuroprotector sobre la actividad de la a-sinucleina,
reduce la actividad de ATPsintasa reduciendo fosforilacion oxidativa, reprogramacion y
preacondicionamiento celular que minimiza la muerte celular por EROs, contribuye a la
organizacion e integridad de la membrana (Khang, Park & Shin; 2014)

Neurogénesis y memoria = Sin efecto sobre la viabilidad celular, activa la via aPKC-CBP que recluta precursores neurales
espacial. en adultos e incrementa la funcién neural, potencia la neurogénesis tanto en cultivos de
roedores como de humanos, promueve la neurogénesis en adultos, incrementando el nimero
de neuronas en bulbo olfatorio e hipocampo y la memoria espacial se ve favorecida (Wang, et

al. 2012).
Proliferacion celular y Restaura la proliferacion celular y diferenciacion de neuroblastos en la zona subgranular del
diferenciacion hipocampo afectadas por la diabetes (Koo et al., 2010).
Parkinson Protege contra la catalepsia inducida con haloperidol mediante el incremento en la

concentracion de las enzimas GSH y CAT, mejora la actividad de la enzima SOD, la
peroxidacion de lipidos y la produccion de 6xido nitrico es atenuada por el farmaco. Ratones
pre tratados con metformina presentan mejoras en la memoria a corto plazo y potencia el
aprendizaje y memoria ademas de reducir la inmovilidad inducida por haloperidol (Halimah et
al.; 2013). Efectos similares encontrados con MPTP (Patil et al., 2014).

Isquemia Mejora los movimientos senso-motores después de un accidente cerebrovascular, indicando
restauracion de la plasticidad funcional y estructural; mejora el tono dopaminérgico
(recuperacion funcional), que ocurre después de un infarto, probablemente por la induccién
de angiogénesis mediante la activacion de AMPK y activacion de VEGF (Venna et al., 2014).

Lesién isquémica en Ratas tratadas con metformina reducen los niveles de estrés nitrosativo, reduce la activaciéon
ratas diabéticas. de la caspasa-3, reduce el nimero de células apoptdticas, restauran la actividad de Akty pP38
in vivo e in vitro (Abdelsaid et al., 2015).

Alzheimer Sin efecto sobre hiperglicemia, HbAlc, hiperinsulinemia y concentracion de lactato en suero.
No mejora impedimentos en aprendizaje espacial y memoria en ratones diabéticos, los ratones
no presentan deficiencias en aspectos relacionados con las emociones y memoria. Reduce
los niveles de fosforilacion de la proteina tau, disminuye la fosforilacion de JNK y no afecta la
fosforilacion de GSK-3 ni el nivel de proteina de Cdk5 (principales cinasas de tau). No tiene
efecto sobre las subunidades de la fosfatasa PP2A, atenla la reduccion de sinaptofisina en
hipocampo observada en ratones diabéticos, atenua los niveles de AB1-42 (Li et al., 2012).

Decrece la viabilidad celular dependiente de dosis y tiempo, incrementa marcadores de

apoptosis, a altas dosis incrementa la expresion de la proteina precursora del péptido amiloide
y la formacion y agregacion de fragmentos de A3 asi como los niveles de mRNA tanto de APP
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Diabetes mellitus

Hipoglucemia
ocasionada por diabetes.

Fosforilacion de la
proteina Tau

Funcién cognitiva

Neurona corticales
primarias

Encefalomielitis
autoinmune experimental
(EAE)

como de presinilina. Induce la generacion de especies reactivas de oxigeno y disfuncion
mitocondrial de manera dependiente a la dosis, incrementa la expresién de Nf-kB un factor de
transcripcion que regula APP y presinilina (Picone et al., 2015).

Incrementa el contenido intra y extracelular de AR de manera dependiente a la dosis, este
incremento resulta de la sobrerregulacion de la transcripcion de la enzima [B-secretasa
1(BACEL1) en parte por vias de sefializacion mediadas por AMPK. El efecto es independiente
de la concentracion de glucosa y sefializacion de insulina. La acumulacion de insulina en el
cerebro de los ratones fue de 1uM (Chen et al. 2008).

Rescata la viabilidad celular, normaliza la actividad de las caspasas 3/9, disminuye la
transcripcion de los receptores a AGESs, previene la salida del citocromo C desde la
mitocondria, potencia la transcripcion y traduccion de PGC1a, NRF1, y Tfam, asi como de
AMPK. Restaura niveles de ATP y promueve la biogénesis y remodelacion mitocondrial.
Restaura el nivel de la funcion respiratoria maxima, actividad de citocromo oxidasa y el
potencial de membrana mitocondrial. Aumenta la transcripcién de genes PPAR, Bcl-2 y CREB
(Chung et al., 2015).

El tratamiento con metformina reduce la concentracion de MDA en el hipocampo y cortex,
eleva la concentracion de grupos tiol, la metformina ejerce un efecto antioxidante in vivo y
mejora el aprendizaje y memoria (Mojtaba et al., 2015).

La metformina protege de la peroxidacion de lipidos, reduce la formacién de MDA, no afecta
la oxidacion de proteinas ni la produccion de H,O,, incrementa los niveles de GSH, reduce la
actividad de las enzimas GPx y Gred (Correira et al., 2008).

Reduce MDA aproximadamente un 50%, reduce la pérdida de GSH y GSSG, atenua el defecto
en la actividad de GR provocado por DM, asi como los cambios en la actividad de CAT, GPx
y SOD, disminuye la formacion de EROs, AGEs y formacion de pentosidina (Clark et al. 2017).

En condiciones de hipoglucemia la metformina disminuye la viabilidad celular en SH-SH5Y,
incrementa la produccién de especies reactivas de oxigeno, decrece la fosforilaciéon de ERK 'y
GSK3p de manera dependiente de la dosis, incrementa la expresion de proteinas Bax y Bcl-2
decrece, incrementa la protedlisis de PARP de manera dependiente de la dosis (Lamichhane
et al., 2017).

Reduce la fosforilacion de p70S6 cinasa y S6, tiene efecto directo sobre la asociacién entre
PP2Ac, la subunidad reguladora de PP2A-a4 y la ubiquitin ligasa MID1. La metformina
interfiere directamente con la PP2A inhibiendo su degradacién proteosomal, reduce la
fosforilacion de GSK3 en la posicidn ser9 activando a la enzima. En neuronas primarias
tiene un efecto agudo y prolongado en la actividad de PP2A que probablemente supere la
contra regulacién de GSK3p de la fosforilacion de tau y la activacion de AMPK sola no es
suficiente para imitar la accion de la metformina en la fosforilacion de tau

La administracion de metformina previene las deficiencias provocadas por Cisplatina sobre
la funcién cognitiva especificamente en orientacion espacial y memoria, ademas previene
completamente la allodinia mecénica, previene las anormalidades en la organizacién de la
materia blanca, arborizacion neuronal y densidad de las espinas dendriticas (Zhou et al.,
2016).

Previene la muerte celular inducida con etopésido en neuronas corticales primarias de rata,
retarda o inhibe la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial, inhibe la
disipacién del potencial de membrana mitocondrial y previene la liberacion del citocromo C
(EI-Mir et al., 2007).

Atenua la induccién de EAE por restriccion de la infiltracion de células inflamatorias dentro
del sistema nervioso central reduce la expresién de citosinas proinflamatorias (IFN-gamma,
TNF alfa, interleucina 6, interleucina 17 y sintasa de NO inducible), moléculas de adhesion
celular, metaloproteinasa 9 y quimoquinas, restaura la actividad de AMPK con la
subsecuente inhibicion de la sintesis de la biosintesis de 4cidos grasos y colesterol.
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Desorden de estrés La metformina permite la fosforilacion de AMPK en hipocampo después de 1 dia de

postraumético tratamiento,promueve la biogénesis mitocondrial al incrementar la expresion de PGC1a
protege de apoptosis en el hipocampo al reducir la expresion de PARP, incrementa mRNA
de Tfam, evita el incremento en la expresion de genes que participan en el estrés oxidante
(Wang et al., 2017).

2.4 SINAPSIS
2.4.1 Definicién de sinapsis

La sinapsis es el sitio en donde una neurona hace contacto con otra célula nerviosa,
glandular o muscular (Guo & Mattson 2000); durante este proceso las células se aproximan
sin que exista continuidad entre sus membranas plasmaticas y ocurre la transferencia de
informacion entre la célula que la emite (presinaptica) y la que la recibe (postsinaptica).
Estos contactos se hacen sobre las dendritas, donde normalmente la terminacion

presinaptica es adyacente a la postsinaptica (Purves et al. 2007).

De acuerdo con el mecanismo de transferencia de informacion, la sinapsis puede dividirse
en eléctricas y quimicas; en la primera, las membranas plasméaticas de la neurona pre y
postsinaptica establecen contacto directo a través de uniones tipo gap permitiendo que los
iones fluyan directamente de una célula a otra, favoreciendo la rapidez de este proceso, sin
embargo, esta se va perdiendo con el tiempo y la distancia. Por otro lado, en la sinapsis
guimica existen neurotransmisores almacenados en vesiculas sinapticas que son liberados
en la hendidura sindptica, los neurotransmisores se unen a receptores especificos de la
membrana postsinptica, ya sea en canales sensibles a ligandos o canales asociados a
segundos mensajeros activando cascadas de informacién (Randall et al., 2002).

Durante la sinapsis los procesos de sefalizacién se encuentran altamente concentrados y
participan en la regulacién de la supervivencia y en la plasticidad neuronal. El impedimento
cognitivo se ha relacionado con la disminucién del nimero promedio de sinapsis en el
cerebro (Terry & Katzman, 2000). La disminucion en la densidad sinaptica se refleja con la
perdida de la mayoria de los componentes de las vesiculas sinapticas, asi como de los
péptidos almacenados en éstas (Arendt, 2001) y constituye un evento previo a la muerte

neuronal.

2.4.1.1 Vesiculas sinapticas
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En la sinapsis quimica, la terminal presinaptica contiene toda la maquinaria molecular
necesaria para funcionar como un compartimento subcelular autébnomo altamente
especializado en el tréfico local y el reciclado de vesiculas sinapticas que contienen en su
interior el neurotransmisor (Perissinotti, 2010). El citoplasma presinaptico contiene gran
namero de vesiculas sinapticas de aproximadamente 50 nanémetros de diametro (300 000
vesiculas por terminal), se han detectado aproximadamente 400 proteinas distintas
asociadas a estas vesiculas sinapticas, de las que aproximadamente el 10% se consideran
residentes en las mismas y solo 6 de ellas (sinaptofisina, sinaptobrevina 2, trasportador de
glutamato (VGLUT 1 o 2), sinaptotagmina 1, Sinapsina 1 y Rab 3A) representan el 40% del
contenido proteico de las vesiculas (Nagy, 1976).

2.4.1.2 Sinaptofisina

La sinaptofisina (Syp) es una glicoproteina de 38 kD con cuatro dominios
transmembranales, es la segunda proteina mas abundante de las vesiculas presinapticas
y a menudo se utiliza como marcador de éstas (Kwon & Chapman, 2011). La sinaptofisina
se utiliza también como indicador del incremento en la sinaptogenesis que tiene lugar en la
plasticidad neuronal (Rossetti et al., 2012). Esta proteina ha sido asociada con la exocitosis,
formacion de sinapsis, biogénesis y endocitosis de las vesiculas sinapticas. La pérdida de
la proteina ha sido asociada con déficits cognitivos, que sugiere un papel importante en la
regulacion de la transmisidn sinaptica en circuitos neuronales implicados en el aprendizaje

y memoria (Kwon & Chapman, 2011).
2.5 SINAPTOSOMAS COMO MODELO DE ESTUDIO
2.5.1 Sinaptosomas

Los sinaptosomas son terminales nerviosas aisladas, obtenidas por primera vez en 1957.
Presentan una membrana plasmatica sellada, una o mas mitocondrias, vesiculas
semejantes en nimero y tamafo a las vesiculas sinapticas observadas in situ y una zona
electrodensa en la membrana similar a la presente en las membranas sinapticas. Estas
estructuras se obtienen al someter el tejido cerebral a la homogenizacién en un medio
isosmatico de sacarosa 0.32 M, contienen todos los elementos involucrados en la formacién
y consolidacion de los contactos sinapticos, almacenamiento de neurotransmisores,

liberacidn y regulacion de las funciones sinapticas.
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Se han reportado cambios bioquimicos relacionados con apoptosis en sinaptosomas
corticales cuando estos son expuestos a agentes oxidantes como el Fe?* o AB, después de
la exposicion de ha observado pérdida de la asimetria de los fosfolipidos de membrana,
activacion de caspasas y alteraciones mitocondriales caracteristicas de la apoptosis que se
pueden revertir al prevenir la activacion de ciertas caspasas con inhibidores especificos
(Mattson et al., 1998).

Los sinaptosomas han sido utilizados para el estudio de la expresiéon diferencial de
proteinas implicadas en la funcién sindptica en un modelo murino de DM inducida con
estreptozotozina (Cruz-Mendez, 2017), asi como en pruebas de estrés oxidante inducido
con FeSO., 4-hidroxinonenal y AB vy el efecto de compuestos como curcumina y DEN-
CURC(G-2)OH (Pérez, 2014), agentes antioxidantes como glutation (Keller et al., 1997)

sobre la integridad de los sinaptosomas.

Por lo anteriormente descrito, los sinaptosomas son un modelo idéneo para el estudio de
los efectos de la metformina sobre la integridad de las terminales nerviosas bajo
condiciones de estrés oxidante.

2.5.2 Estrés oxidante inducido con Cobre.

El cobre (Cu) es un metal esencial en el organismo, es el tercer elemento traza con mayor
abundancia en el cuerpo y a concentraciones fisiolégicas es requerido para el desarrollo y
funcionamiento normal del cerebro. Desempefia un importante papel como cofactor de
diversas enzimas envueltas en procesos celulares indispensables como la respiracion
mitocondrial, la defensa antioxidante y la sintesis de neurotransmisores (Bulcke et al.,
2015). El cerebro es el segundo 6rgano con mayor concentracién de Cu, esta concentracion
oscila entre 2.9-10.7 pug Cu/g de tejido. En concentraciones que exceden el rango
fisiologico, este elemento ejerce efectos tdxicos sobre la célula; concentraciones de 7.8-
37.8 mg/l de Cu han sido reportados en pacientes con sintomas neuroldgicos relacionados
con la demencia (Nschwtz, 2008). Especificamente, en la demencia tipo Alzheimer se ha
reportado que la concentracion de este elemento en el SNC se encuentra dos veces mas
elevada que en sujetos sanos (Hershey et al., 1983; Basun et al., 1991). Diversos estudios
epidemiolégicos y clinicos han mostrado una fuerte correspondencia entre la exposicién a
metales y enfermedades neurolégicas como la aceruloplasminemia, EA, esclerosis lateral
amiotrdfica, trastornos autistas, enfermedad de Guillain-Barré, enfermedad de Huntington,

esclerosis multiple, Parkinson y enfermedad de Wilson (Chen, 2016)
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La toxicidad de este metal ha sido asociada a su alta actividad redox; para actuar como
cofactor, presenta la forma mono (Cu*) y divalente (Cu?"), la transicion entre estos dos
estados de oxidacion generan EROs rapidamente sometiendo a la célula a estrés oxidante,
dafiando componentes celulares y conduciendo a la muerte celular (Manzl et al., 2004).

Diversos estudios han demostrado que la exposicidn de cultivos celulares al cobre induce
la muerte. Tanto cultivos neuronales como gliales expuestos a 10-100 pM de Cu
presentaron contraccion progresiva del cuerpo y posteriormente la muerte (Sheline et al.,
2002), este elemento es capaz de inhibir de forma temprana a la enzima piruvato
deshidrogenasa neuronal, asi como a la a-cetoglutarato deshidrogenasa (Sheline et al.,
2004). Ensayos con MTS muestran que la exposicion de estos cultivos a concentracion de
40 uM o mas altas, reduce considerablemente la actividad mitocondrial indicando la
reduccion en la actividad metabdlica o la viabilidad celular, incrementa la produccién de
EROs, aumenta el estrés oxidativo por la deplecion en el nivel de la enzima glutation y

promueve la peroxidacion lipidica.

lll. JUSTIFICACION

La metformina es el farmaco que se utiliza con mayor frecuencia para el tratamiento tanto
de la DMT2 como de la obesidad ya que es el que presenta menos efectos adversos y son
multiples los beneficios que se han asociado a su uso. El estudio de los efectos de la
metformina se ha extendido en modelos tanto in vivo como in vitro cuyos resultados
sugieren que la metformina promueve la supervivencia celular al actuar como molécula
antioxidante ademas de contener contra la aparicion de enfermedades neurodegenerativas;
sin embargo, en otros trabajos se ha encontrado que bajo algunas condiciones actia como
molécula pro oxidante y promueve la aparicién y acumulaciéon de AB. Debido a estos
hallazgos controversiales, en este trabajo se evaluara el efecto de la metformina sobre
terminales nerviosas dafiadas con un agente oxidante y determinar su actividad como

molécula pro oxidante/antioxidante.
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IV. HIPOTESIS

Si la metformina posee capacidad antioxidante atenuara el dafio en sinaptosomas
causado por estrés oxidante inducido por sulfato de cobre.

V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto que ejerce la metformina sobre la funciéon sinaptica ante dafio
oxidativo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la funcién mitocondrial de sinaptosomas expuestos a la metformina en
concentraciones de 1mM o 10mM antes o después de causar dafio por estrés
oxidativo.

e Evaluar la capacidad antioxidante total de la metformina y de los sinaptosomas
expuestas al farmaco.

e Determinar el efecto de la metformina sobre la peroxidacion lipidica de las
membranas sinaptosomales tratadas con metformina.

e Evidenciar cambios en la cantidad total de la proteina sinaptofisina de los

sinaptosomas tratados con metformina antes y después de un dafio oxidante.

VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biol6égico

Para llevar a cabo las pruebas experimentales se utilizaron terminales sinapticas

(sinaptosomas) obtenidas del cerebro de ratas.

El tejido cerebral se obtuvo de ratas macho (Rattus novergicus) adultos de la cepa Wistar
de 250-300 gramos de peso, criadas en el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”, bajo condiciones ambientales controladas (22-24
°C, 45-55% de humedad relativa y ciclos de luz oscuridad 12/12) y alimentadas con una
dieta estandar ad libitum hasta 12 horas antes del momento del sacrificio. Todos los
animales fueron tratados de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 vy el reglamento interno
del Comité Interno para el Cuidado de los Animales de Laboratorio (CICUAL) para evitar o

disminuir el sufrimiento de los animales (“Estudio del impacto de la diabetes sobre | sintesis
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de proteinas sinapticas y su implicacién en los mecanismos neurodegenerativos, con
namero de registro 09/16).

6.1.1 Obtencion de la fraccion sinaptosomal

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (50ul/Kg) i. p. y posteriormente
decapitadas, inmediatamente después de la decapitacion, el cerebro fue extraido y lavado
con buffer de fosfatos (NaCl 138mM, KCI 3 mM, Na:HPO48.1mM, KH2PO4 1.5mM, pH 7.4),
se separaron y desecharon los bulbos olfatorios y el cerebelo, el tejido restante fue
homogeneizado al 10% p/v en un medio de homogenizacién (HEPES 3.7mM , sacarosa
320 mM, pH 7.4) con inhibidor de proteasas 1: 10; para llevar a cabo esta operacion se
utilizé un homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (Wheaton®) de 15 ml con vastago de teflon
y eje de acero inoxidable, se realizaron 10 toques ascendentes y descendentes a 1200 rpm,
el primer golpe con una duracién de 5-6 segundos y los restantes de 3-4 segundos. Todo

el procedimiento se realiz6 a 4°C.

El homogenado obtenido fue centrifugado a 1200 xg durante 10 minutos a 4°C utilizando
una centrifuga refrigerada (Z383K Hermle), el pellet (P1) fue descartado y el sobrenadante
(S1) fue centrifugado nuevamente a 22 000 xg durante 30 minutos a 4°C en una
microcentrifuga refrigerada (eppendorf ®), el sobrenadante (S2) fue desechado y el pellet
(P2) resuspendido en 3 ml de buffer de homogenizacion con inhibidor de proteasas 1:10.
Estas muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso. Se tomaron 250 pl de cada una

de las fracciones S1, P1, S2 y P2 para verificar la presencia de sinaptofisina.
6.2 Reactivos

La metformina utilizada en los experimentos fue adquirida en la presentacion comercial de
500 mg, se prepar6 en una solucion stock de 1M en HEPES 50 mM a pH de 7.4 y se
mantuvo a 4 °C. El sulfato de cobre (CuSO.) se prepar6 en una solucién stock de 1M al
inicio de cada experimento, a partir de esta solucion de hicieron las diluciones
correspondientes para obtener la concentracion requerida, la solucion se mantuvo a 4 °C

durante el experimento.
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6.3 Diseflo experimental
6.3.1 Lavado de sinaptosomas

Para realizar el tratamiento, los sinaptosomas previamente congelados fueron
descongelados a temperatura ambiente, posteriormente, la muestra fue centrifugada a 22
000 x g durante 10 minutos a 4°C en la microcentrifuga. A continuacion, a la muestra se le
realizaron tres lavados, cada uno de ellos consistié en la resuspension del pellet (P2) en
buffer HEPES-Na (50mM, pH 7.4) y posterior centrifugacion a 22 000 xg durante 10 minutos
a4°C.

El pellet obtenido en la ultima centrifugacion fue resuspendido en medio de incubacion
(NaCl 1.4 M, KCI 50 mM, HEPES 200 mM, NaHCO3; 50 mM, MgCl, 10mM, Na;HPO,4 12
mM, Glucosa 100 mM, pH 7.4) con inhibidor de proteasas 1:10; el volumen del medio de
incubacion necesario para la resuspension de los sinaptosomas fue calculado a partir de la

siguiente formula: Volumen de resuspension= (gramos de tejido cerebral X 1000) / 40.
6.3.2 Curva concentracion-efecto de sinaptosomas tratados con CuSO..

Los sinaptosomas fueron divididos en 7 grupos, cada uno por triplicado y posteriormente
preincubados a 37 °C durante 30 minutos en el agitador, transcurrido el lapso, 6 de las
muestras fueron tratadas con sulfato de cobre (CuSO,) a concentraciones de 1, 5, 10, 50,
100 y 150 puM durante 30 minutos a 37°C. La funcion mitocondrial fue estimada con el
ensayo de MTT (apartado 6.4.1), para los tratamientos posteriores se utilizé la

concentracion que disminuyd la viabilidad celular aproximadamente al 50%.
6.3.3 Tratamiento de sinaptosomas con CuSO , y metformina.

Una vez lavados, los sinaptosomas fueron divididos en 8 grupos, cada uno por triplicado,
las muestras fueron preincubadas a 37 °C durante 30 minutos en agitacion, después de la
preincubacion cada uno de los grupos fue tratado con metformina 1mM, 10 mM o sulfato
de cobre 50 uM como se muestra en la tabla Il. y se incubaron a 37°C durante 30 minutos,
el tiempo total de incubacién fue de 120 minutos para todos los grupos

Tabla lll. Tratamiento de sinaptosomas con CuSO4y metformina. En la tabla se muestran los tiempos de
incubacién y concentraciones del sulfato de cobre y metformina a los que fueron sometidas las muestras de los
diferentes grupos después de que fueran preincubadas. Control (C), sulfato de cobre 50 pM (CuSOa),

metformina ImM (m 1mM), metformina 10 mM (m 10mM), sulfato de cobre + metformina 1mM
(CuSOs+ m 1mM), sulfato de cobre + metformina 10 mM (CuSO4+ m 10mM), metformina 1mM +
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sulfato de cobre 50 pM (m 1mM+CuSO4), metformina 10 mM + sulfato de cobre 50 pM (m
10mM+CuSOa).

Grupo 12 incubacion (0-30 22 incubacion (30-120
minutos) minutos)
C e e
CuSO4 sulfato de cobre 50 yM~ —emmemm e
m 1mM metforminal mM e
m 10mM metformina 10 mM | e
CuSO4+ m 1ImM CuS0O4 50 uM metformina 1mM
CuSO4+ m 10mM CuS0O4 50 uM metformina 10 mM
m ImM+CuSO4 metformina 1 mM CuS0O4 50 uM
m 10mM+CuSO4 metformina 10 mM CuSO4 50 pM

6.4 Evaluacion del efecto del sulfato de cobre y metformina sobre los sinaptosomas
6.4.1 Funcion mitocondrial.

La funcion mitocondrial fue estimada por el ensayo de reduccion del Bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a cristales de formazan. De cada uno de los
grupos tratados previamente se tomaron 50 ul de muestra y se colocaron en una microplaca
de 96 pozos (Falcon ®), a cada muestra se le agregaron 5 pl de solucion de MTT preparada
a 5mg/ml en PBS. La microplaca fue introducida en la incubadora a 37°C durante 120
minutos; una vez terminada la incubacion y con el fin de disolver los cristales formados en
la reaccion con MTT fueron agregados 55 pl de dodecil sulfato sédico (SDS) al 10% a cada
muestra e incubadas durante 30 minutos, las muestras fueron leidas a 570 nm en el lector
multimodal de placas Cytation3 (Biotek ® instruments, Inc.) con el software Gen5 ™, las

absorbancias fueron expresadas como porcentajes con respecto al grupo control.

6.4.2 Capacidad antioxidante total por medio de la prueba de Poder Antioxidante por
Reduccién del Fierro (FRAP).

Para llevar a cabo esta prueba, las muestras fueron centrifugadas a 22 000 x g durante 10
minutos a 4 °C después de finalizado el tiempo de tratamiento, el sobrenadante fue utilizado
para realizar la prueba de capacidad antioxidante extracelular. Al pellet se le realizaron dos

lavados (descrito en el apartado 6.2.1), en el segundo lavado, las muestras se separaron
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en dos alicuotas, una de 750uL y otra de 250 uL y fueron centrifugadas; para esta prueba
se utilizé la alicuota de 250 L, ,al pellet se le agreg6 100 pL del reactivo de FRAP y se
realizaron tres ciclos de sonicacién de 60 segundos cada uno, entre estos, las muestras se
agitaron en e | vortex; posteriormente las muestras se centrifugaron a 22 000 x g durante
10 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue utilizado para realizar la prueba de capacidad

antioxidante intracelular.

La prueba se llevé a cabo siguiendo el método descrito por Katalinic et al. (2004). En una
microplaca de 96 pozos se agregaron (por cada muestra a analizar) 30 ul de agua calidad
HPLC y 200 pl de solucién de trabajo, compuesta por 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10
mM diluido en acido clorhidrico 40 mM a 50°C, buffer de acetatos ( pH 3.6) y cloruro férrico
20 mM en proporcién 1:10:1 y se incubaron a 37 °C durante 10 minutos; posteriormente, a
la solucién contenida en los pozos de la microplaca se agregaron 20 ul de cada una de las
muestras y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Se construyé una curva patron con
disoluciones de concentracién conocida de FeSO4 comprendidas entre 0.1 y 1mM. La
absorbancia fue medida a 530 nm en el lector multimodal de placas. La capacidad de la
muestra de reducir el ion férrico se calcul6 a partir de la curva de calibracion y la capacidad

antioxidante se expres6 como umol/L de Fe (Il) por mg de muestra.
6.4.3 Poder reductor de la metformina

La prueba se realizé siguiendo el método descrito por Oyaizu (1986). A una alicuota de 500
pl de metformina a concentracién de 1 y 10 mM se les afiadié 1 ml de buffer de fosfatos
(NaCl 138mM, KCI 3mM, Na;HPO.8.1mM, KH.PO, 1.5mM, pH 6.6) y 1 ml de ferrocianuro
potasico al 1%, la mezcla se incubo a 50 °C durante 30 minutos en el agitador orbital,
posteriormente, a la muestra se le agreg6 1 ml de acido tricloroacetico al 10% (p/v) en agua.
La muestra fue centrifugada a 1650 x g durante 10 minutos, se tomé 1ml del sobrenadante
y se le agreg6 1ml de agua destilada y 0.25 ml de cloruro férrico al 0.1 %, las muestras
fueron incubadas durante 10 minutos en oscuridad. La absorbancia se midié a 700 nm en
un espectrofotbmetro, como control positivo se utilizé acido ascérbico en concentraciones

similares a la muestra de metformina.
6.4.4 Precipitaciéon de proteinas

La alicuota de 750 pL obtenida en el apartado 6.4.2 se utiliz6 para precipitacion de

proteinas. Una vez centrifugado, al pellet se le agregaron 100 uL de buffer RIPA (NaCl 150
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mM, tris pH 8.0, Deoxicolato de sodio, SDS 10%, NP-40 10%) e inmediatamente fue agitado
en el vortex hasta su completa resuspension, posteriormente las muestras fueron
centrifugadas a 22 000 x g durante 10 minutos a 4 °C, el pellet fue descartado, al
sobrenadante se le agregd 1 mL de acetona y se mantuvo en refrigeracion a -20 °C durante
1 hora, posteriormente fue centrifugado a 22 000 x g durante 10 minutos a 4 °C, el
sobrenadante fue descartado y el pellet se dejo secar al aire libre durante 5 minutos,
después se le agrego 1 mL de etanol a 4 °C, se resuspendi6 el pellet y nuevamente fue
centrifugado a 15 7000 x g durante 5 minutos a 4 °C, el pellet se secé al aire libre durante
5 minutos, finalmente se agregaron 100 pl de buffer RIPA y se agitaron en el voértex

nuevamente.
6.4.5 Método Slot-Blot para inmunodeteccion de 4-HNE y sinaptofisina.

A las muestras obtenidas en el apartado 6.4.4. se les afadié 250 pl de PBS, las muestras
se mezclaron y después se centrifugaron a 22 000 x g durante 3 minutos a 4 °C,
posteriormente el sobrenadante fue transferido a una membrana de nitrocelulosa con un

aparato de Slot-Dot Blot (Bio-Rad) y una bomba de vacio (Felisa).

La membrana de nitrocelulosa se equilibré durante 5 minutos en TBS (Tris-base 20mM.
NaCl 1.37M, pH 7.6) y posteriormente el equipo de Slot-Dot Blot fue montado siguiendo el
instructivo del fabricante. Se aplic6 vacio en la membrana durante 10 minutos para remover
el exceso de TBS, posteriormente, para rehidratar la membrana se colocaron 100 pl de TBS
en cada pozo, se aplicé vacio nuevamente hasta remover el exceso de TBS, se apago el
vacio y las muestras fueron afiadidas en los pozos del equipo y nuevamente se aplico vacio
durante 45 minutos o hasta que la muestra fuese removida, las paredes de cada pozo

fueron enjuagadas con 200 ul de TBS y éste fue filtrado nuevamente.

La membrana fue removida del aparato de Slot-Dot Blot y se procedié a realizar la tincion
con rojo de Ponceau durante 30 minutos, posteriormente se realizaron tres lavados con
TBS-T (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, Tween 20 0.05%, pH 7.6) de 5 minutos cada uno
para remover el exceso de colorante. La membrana se incub6 con anticuerpo primario
1:1000 en TBS-T leche 3% durante una hora a temperatura ambiente, transcurrido el lapso,
la membrana fue lavada 2 veces con TBS-T durante 5 minutos, una vez realizados los
lavados, la membrana fue a incubada con el anticuerpo secundario en TBS-T leche 3%

durante 60 minutos a temperatura ambiente seguida de 2 lavados con TBS-T de 5 minutos
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cada uno. Finalmente, la deteccion fue realizada con el reactivo Clarity ™ Western ECL
substrate (Bio-Rad).

Tabla IV. Anticuerpos utilizados para la deteccion de 4-HNE y sinaptofisina.

Anticuerpo primario Dilucion Anticuerpo secundario Dilucion
4-HNE 1:1000 a-mouse 1:2000
Sinaptofisina 1:1000 a-rabbit 1:2000
GADPH 1:1000 a-rabbit 1:2000

6.5 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media = SEM. Los datos obtenidos fueron analizados
con el programa estadistico GraphPad Prims 5. Para determinar las diferencias entre
grupos se realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni. Se considerd una diferencia significativa a una
p<0.05.

El procesamiento de las imagenes obtenidas de las inmunodetecciones de 4-HNE y
sinaptofosina se analizaron con el programa image J y posteriormente con el programa
estadistico GraphPad Prims 5.

VIl. RESULTADOS

7.1 Curva concentracion-efecto de CuSO4 sobre la funcién mitocondrial de

sinaptosomas.

Con la finalidad de encontrar la concentraciéon a la que el CuSO. induce el 50% de pérdida
de la funcién mitocondrial en los sinaptosomas, éstos fueron incubados durante 30 minutos
a distintas concentraciones de CuSQO, y posteriormente analizados con el ensayo de MTT.
En la figura 6 se observa que la reduccion del MTT decrece conforme aumenta la
concentracion de CuSO., se tomé como referencia al grupo control que representa el 100%,
a concentracion de 1 uM de CuSOQO., la actividad enzimatica decrece al 82.9 %, a 5 UM se
encuentra al 73%, en 10 uM la reduccién del MTT se encuentra al 61.8%, mientras que a
50 pM ésta se encuentra al 41 %, a 100 y 150 uM el porcentaje de MTT reducido fue de
32.4y 23.2% respectivamente. De acuerdo con la prueba estadistica de Bonferroni, todos

los grupos fueron significativamente diferentes con respecto al grupo control y con
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excepcion de las concentraciones 50 y 100 uM que no difieren entre si, hay diferencias
entre los grupos.
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Figura 6. Curva concentracion-efecto del CuSOassobre lafuncién mitocondrial de sinaptosomas de rata.
Cada punto en la gréafica representa la media +SEM de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes cada
uno realizado por triplicado (n=2). *p<0.05 vs control. Se realiz6 una prueba ANOVA seguida de una prueba de

Bonferroni.

Por lo tanto, a partir de estos resultados, la concentracion utilizada para inducir estrés
oxidante a los sinaptosomas fue de 50 uM de CuSO.4 que induce la pérdida de

aproximadamente 58% de la funcién mitocondrial en los sinaptosomas.

7.2 Efecto de la metformina sobre la funcion mitocondrial de sinaptosomas bajo

estrés oxidante.

En los ensayos realizados con los sinaptosomas en donde la metformina, a concentracion
de 1y 10 Mm, fue utilizada como pretratamiento durante 30 minutos antes de la induccion
de estrés oxidante o se afiadi6 a la reaccion después de 30 minutos de inducido el estrés
se evalud la actividad mitocondrial de la misma forma que en el apartado anterior mediante
el ensayo de reduccion de MTT. El grupo control (sin tratamiento alguno) se tomé como
referencia y representa el estado 6ptimo de la funcién mitocondrial (100%). En la figura 7
se observa que la toxicidad del CuSO, a 50 uM reduce a un 48.87% la funcion mitocondrial
de los sinaptosomas, con una diferencia minima en lo determinado en la curva de

concentracion-efecto (Figura 6); se observa que la metformina en concentraciéon de 1y 10
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mM no tiene efecto sobre la funcion mitocondrial (96.46 y 109.1% con respecto al control).
Asi mismo se observo que los grupos tratados con metformina 1 mM pre y post dafio
oxidante no presentan diferencias en su funcion con respecto a los tratados Unicamente
con CuS04(48.51 y 53.59%), por lo que la metformina parece no tener efecto protector a
esta concentracién. Sin embargo, en concentracion de 10 mM, la metformina reduce la
disfuncion mitocondrial causada por el sulfato de cobre, pues se encontré que después de
la induccion de estrés oxidante, la reduccion del MTT se encuentra en un 62.9%, mientras
gue su efecto al ser afiadida antes del CuSO: se refleja en un 67.1%, teniendo un aumento
de alrededor del 16 % en promedio con respecto al tratamiento con CuSO450uM, estas

diferencias son significativas.

Con estos resultados se muestra que la metformina no afecta la actividad enziméatica de los
complejos respiratorios en condiciones basales, Unicamente en la concentracion de 10 mM
atenua el dafio oxidante provocado por el CuSO4 ademas de ser capaz de recuperar la

actividad mitocondrial ain después de haber inducido el dafio oxidante.
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Figura 7. Efecto de la metformina sobre la funcion mitocondrial de sinaptosomas de rata. Cada columna
de la gréfica representa la media +SEM de valores obtenidos en 8 ensayos independientes realizados por
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triplicado (n=8). *p<0.05 vs control, #p<0.05 vs CuSO,. Se realiz6 una prueba ANOVA seguida de una prueba

de Bonferroni. m 1 mM: metformina 1 mM, m 10 mM: metformina 10 mM.

7.3 Poder antioxidante de sinaptosomas pre-y postratados con metformina ante dafio
con CuSOa.

Con el objetivo de evaluar el efecto antioxidante de la metformina sobre los sinaptosomas,
estos fueron sometidos a la prueba de FRAP. Este ensayo esta basado en la réapida
reduccion de tripiridiltriazina férrica (Fe(lll)-TPTZ) por antioxidantes presentes en las
muestras y da lugar a la formacion de tripiridiltriazina ferrosa (Fe(Il)-TPTZ).En la figura 8 se
muestran los resultados de este ensayo. Se observa que la los valores obtenidos para la
capacidad antioxidante del medio extracelular del grupo CuSQOa4 (0,028 uMol de Fe(ll)/ mg
de muestra) se encuentra mas elevada que en condiciones control (0.015 pMol de Fe(ll)/
mg de muestra), los grupos tratados con metformina a 1 y 10 Mm presentan condiciones
similares que el grupo control (0.017 uMol de Fe(ll)/ mg de muestra para ambos grupos),
mientras que los tratados con 1 mM de metformina antes y después del estrés oxidante son
similares al grupo CuSO4 (0.027 y 0.026 uMol de Fe(ll)/ mg de muestra), mientras que los
grupos tratados con metformina 10 Mm la capacidad antioxidante se encuentra en 0.032
KMol de Fe(ll)) mg de muestra tanto para el grupo pre como post dafio oxidante. Sin

embargo, estas diferencias no son significativas.
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Figura 8. Capacidad antioxidante extracelular de sinaptosomas de rata tratados con metformina. Cada
barra representa la media +SEM de 3 ensayos independientes realizados cada uno por triplicado (n=3). Se

realiz6 una prueba ANOVA seguida de una prueba de Bonferroni.

7.4 Poder reductor de la metformina

Para comprobar los resultados obtenidos en la prueba de FRAP se realiz6 la prueba de
poder reductor de la metformina. En la figura 9 se presentan los valores obtenidos de la
capacidad reductora de la metformina comparada con el acido ascorbico, que fue utilizado
como referencia en las mismas concentraciones de la metformina. La capacidad de la
metformina a 1 mM de reducir al hierro se encuentra en 0.059 unidades de absorbancia
(UA)y en 0.0573 UA a 10 mM leidas a 700 nm, sin presentar diferencias significativas entre
el grupo control. Comparando estos valores con los obtenidos con el acido ascérbico, cuyos
valores fueron de 1.168 y 2.98 para 1 y 10 mM respectivamente, con diferencias
significativas respecto al control (0.06), se comprueba que la metformina carece de

actividad reductora.

absorbancia 700 nm

Figura 9. Comparacién del poder reductor de la metformina contra el acido ascorbico.. Cada barra
representa la media +SEM de 3 experimentos independientes (n=3). Se realiz6 una prueba ANOVA seguida de
una prueba de Bonferroni *p<0.05.
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7.5.1 Deteccion de 4-HNE como marcador de peroxidacién de lipidos.

El 4-HNE fue utilizado como marcador de peroxidacion lipidica de las membranas celulares,
ya que es considerado uno de los compuestos con mayor toxicidad producidos durante la
lipoperoxidacién. Se empleé la deteccion de GADPH, como control de carga, para poder
realizar la normalizacion de 4HNE y detectar de esta manera los cambios en los niveles de
proteinas modificadas por 4HNE. En las figuras 10 y 11 se observa que la peroxidacion de
los sinaptosomas del grupo tratado con CuSO4 es 20% menor con respecto al control,
mientras que la metformina en concentracion de 1 mM disminuye la concentracion de 4HNE
en 6%, sin embargo, a 10 mM se incrementa el 13% sobre el control. Cuando los
sinaptosomas se trataron previamente con CuSO4 y posteriormente se trataron con
metformina los niveles de proteinas modificadas con 4-HNE se no se incrementaron en el
caso del tratamiento con 1 mM o se incrementa en 19% con una concentracion de 10 mM.
En los grupos que se trataron con metformina antes del dafio oxidante los valores fueron

de -8% y -28% para las concentraciones de 1y 10 mM respectivamente.

A)
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Figura 10. Inmunodeteccion de 4-HNE en sinaptosomas de cerebro de rata tratados con
metformina. A) La imagen es representativa de 2 experimentos independientes. 1: control, 2:
CuSOs4, 3: metformina 1 mM, 4: metformina 10 mM, 5:CuSOs+metformina 1 mM, 6:
CuSOs+metformina 1 mM, 7: metformina 1 mM + CuSOs4, 8:metformina 10 mM+ CuSOas. B)
Porcentajes de lipoperoxidacion en sinaptosomas de rata tratados con metformina. Las barras en la
gréfica representan la media + SEM de 2 experimentos independientes. Se realizé una ANOVA

seguida de una prueba de Bonferroni.

7.5.2 Deteccién de la proteina sinaptofisina como marcador de la integridad de las

vesiculas sinapticas.

En la figura 11 se observa que con respecto al control (100%) los niveles de sinaptofisina
(SYP) disminuyen cuando los sinaptosomas son expuestos a CuSO4 (-33%), tratados
Unicamente con metformina a 1 la SYP disminuye un 8% mientras que con 10 mM aumenta
un 9% con respecto al grupo control. La exposicion previa de los sinaptosomas con el
CuSO0. y posterior tratamiento con metformina a 1 y 10 mm hace disminuir la SYP el 36% y
el 43% respectivamente, mientras que el pretratamiento con metformina en concentraciéon
de 1 mM los niveles de SYP disminuyen solo el 21% y con 10 MM 25% con respecto al
grupo control, mostrando que ambas concentraciones pueden incrementar los niveles con

respecto al tratamiento con CuSQO4 solo, aunque las diferencias no son significativas.
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Figura 11. Inmunodeteccidon de sinaptofisina en los sinaptosomas de rata tratados con
metformina. A) La imagen es representativa de 2 experimentos independientes. 1: control, 2:
CuSO4, 3: metformina 1 mM,4: metformina 10 mM, 5: CuSOstmetfromina 1 mM, 6:
CuSOs+metfromina 1 mM, 7: metformina 1 mM + CuSOas, 8. metformina 10 mM+ CuSOa. B)
Cuantificacién de los niveles de sinaptofisina en sinaptosomas de rata tratados con metformina. Cada
barra representa la media + SEM de dos experimentos independientes (n=2). Se realiz6 una ANOVA

seguida de una prueba de Bonferroni.

En conjunto, estos resultados se resumen en la tabla V.

[41]



Tabla V. Valores obtenidos en las distintas pruebas realizadas en los sinaptosomas de rata tratados

con CuSO4y metformina.

MTT SEM FRAP SEM 4-HNE SEM SYP SEM
Control 100 0 0.0157 0.0043 1 0 1 0
CuSOq4 48.87 7.97 0.0286 0.0026 0.802 0.28 0.669 0.055
m 1 mM 96.46 8.51 0.0170 0.0048 0.945 0.26 0.915 0.09
m 10 mM 109.15 5.81 0.0173  0.0047 1.130 0.24 1.019 0.08
CuSOs+m 1ImM 48.51 5.7 0.0270 0.0041 1.024 0.53 0.642 0.18
CuSO4+m10mM 6290 10.35 0.0328 0.0099 1.119 0.57 0.570 0.04
m 1ImM+ CuSOq4 53.59 8.91 0.0263  0.00043 0.926 0.08 0.792 0.15
M10mM+CuSO4 67.11 12.27 0.0325 0.0082 0.724 0.06 0.753 0.1

VIII. DISCUSION

El estrés oxidante es uno de los factores implicados en una gran variedad de desérdenes
neurologicos y se ha determinado como uno de los principales causantes del dafio al tejido
cerebral durante el desarrollo de DMT2. El cerebro de ratas con DM tiene un mayor
contenido de MDA, EROs y NO-, ademas presentan reduccion en la defensa antioxidante,
alteraciones en la funcién mitocondrial, potencial de membrana y produccion de ATP ( Acar
et al, 2012; Cardoso et al. 2013;Kumar & Menon 1993; Ortiz-Avila et al. 2015);
sinaptosomas obtenidos del cerebro de ratas diabéticas presentan disfuncion mitocondrial
y aumento en la peroxidacion de lipidos en porcentajes similares a los obtenidos al tratar

sinaptosomas de ratas sanas con FeSO, (Cruz-Méndez, 2017).

El CuSO4 es un compuesto que se ha reportado con un alto potencial redox, sin embargo,
no se conocia su efecto como agente oxidante sobre terminales nerviosas, estudios
anteriores sugieren que la citotoxicidad del metal puede ocurrir como resultado de la
formacion de EROs en la mitocondria independientemente de la formacion de EROs en el
citosol (Pourahmad , 2000), nuestros resultados muestran que la actividad enzimética de
los complejos mitocondriales se ven afectadas con el CuSO, vy el efecto incrementa
conforme la concentracion de CuSO., probablemente por la produccion de EROs.
Pourahmad & O’Brien (2000) encontraron que en la concentracion de 50 yM, el cobre

induce el 50% de lisis celular después de dos horas; en nuestro trabajo, aunque no fue
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posible valorar muerte celular, se encontré que a esta concentracion la cadena respiratoria
se encuentra comprometida en un 50% aproximadamente a los 30 minutos de exposicion,
se tienen reportes de que el cobre induce la formacion de radicales libres rapidamente
(Valco et al. 2005) por lo que su efecto sobre la mitocondria puede verse en tiempos cortos.

Se han realizado mudltiples estudios de los efectos de la metformina sobre células no
neurales, la concentraciéon de metformina encontrada en plasma usualmente es de <50 uM
(Martin-Castillo et al. 2010), sin embargo, en los ensayos in vitro que muestran efectos
benéficos del farmaco sobre las células utilizan concentraciones mayores a esta, 100 uM,
1y 10 mM son las concentraciones que se utilizan con mayor frecuencia en estos ensayos
(Fang et al. 2010); efectos anticancerigenos se han encontrado en concentraciones de 5-
10 mM (Martin-Castillo et al, 2010). Se ha encontrado que, en fibroblastos humanos, la
metformina a 10 mM compromete la integridad celular y estas entran en apoptosis, a 1 mM
parece no tener efecto, mientras que en la concentracion de 100 uM estimula la proliferacién
celular (Fang et al, 2010). Picone et al. (2015) muestran que en células mononucleares de
sangre periférica tratadas con metformina durante 24 horas en concentraciones superiores
a 10 mM, el farmaco es capaz de reducir la funcion mitocondrial a un 60%
aproximadamente, mientras que en concentraciones inferiores no se observa efecto alguno.
El tratamiento de neuronas corticales primarias expuestas a etopésido con metformina en
concentraciones de 1-10 mM durante 24 horas previene la muerte celular (EI-Mir et al,
2008), sin embargo, también se ha reportado que a estas concentraciones 100uM-10 mM,
en neuronas corticales primarias y células de neuroblastoma la metformina incrementa la
produccion y acumulacién de AB (Chen et al. 2008). En nuestros resultados, la actividad
enzimatica mitocondrial, reflejada en la reduccién del MTT de los sinaptosomas en
condiciones basales no se ve afectada a 1 mM y a 10 mM se observa un incremento en la
reduccion de MTT, aunque este cambio no es significativo; cuando los sinaptosomas son
tratados con CuSOQO., la metformina a 1 mM aplicada antes o después de CuSO4 no tiene
efecto alguno, por el contrario, cuando se utiliza la concentracién de 10 mM se observa un
incremento en la funciébn mitocondrial en ambas condiciones; en este trabajo no fue posible
medir marcadores de apoptosis ni proliferacion celular debido a las limitantes del modelo,
sin embargo con los resultados mostrados, es claro que la metformina actia a altas
concentraciones atenuando los efectos del estrés oxidante sobre la mitocondria y el efecto

es mayor cuando se utiliza como pretratamiento.
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Los efectos benéficos de la metformina se han asociado a su capacidad antioxidante, sin
embargo, las propiedades antioxidantes de la metformina no han sido completamente
caracterizadas, Pavlovic et al (2000), Chakraborty et al. (2011) y Esteghmati et al. (2013)
han reportado que la metformina tiene la habilidad de neutralizar a las ROS directamente,
mientras que Martin-Montalvo et al. (2013) encontraron que la metformina incrementa la
expresion de varios genes mitocondriales de los complejos |, Il y Il que pueden reducir la
produccion de ROS, ademas Nrf2 es activado y actda como regulador de la defensa
antioxidante mediante la translocacion nuclear y activacion de elementos de la respuesta
antioxidante regulando de este modo la homeostasis antioxidante. Son varios autores los
gue han reportado que la metformina acta promoviendo la transcripcidon de genes de las
enzimas involucradas en la defensa antioxidante como son SOD, GSH y Cat (Alsharidah et
al, 2018; Khallaghi et al. 2016; Chukwunonso et al. 2016; Diniz Vilela et al, 2016)
previniendo la pérdida y cambios en la actividad de estas enzimas (Clark, 2017). Por otro
lado, entre los hallazgos de Picone et al. (2015) se encuentra que este farmaco actia
induciendo la produccion de ROS tanto en células de neuroblastoma como en células
mononucleares de sangre periférica. La prueba de FRAP permite cuantificar a las especies
antioxidantes que se encuentran en el medio, se tienen reportes de que las EROs estimulan
a enzimas como la GPx y GSR por lo que los valores encontrados para esta prueba son
mas altos bajo condiciones de estrés oxidante (Diniz Vilela et al. 2016). Los sinaptosomas
son vesiculas que carecen de nucleo por lo que la metformina no puede desencadenar una
respuesta transcripcional sobre las enzimas de defensa antioxidante y aunque los
resultados que obtuvimos en nuestros ensayos muestran que la actividad de enzimas
antioxidantes es mayor en todos los grupos que fueron tratados con CuSO, estas
diferencias no llegan a ser significativas, esto probablemente a que, como se mencioné
anteriormente, no hay una regulacién sobre la expresién génica de las enzimas. La prueba
de poder reductor de hierro muestra la capacidad de una molécula de reducir el Fe (ll), los
resultados obtenidos muestran que la metformina carece de poder reductor y al menos bajo
condiciones de estrés oxidante inducido con CuSQys, la metformina no estabiliza a las EROs
directamente; por otro lado, se ha reportado que uno de los mecanismos de la metformina
para disminuir el estrés oxidante es la disminucion de la produccién de EROs en la
mitocondria, esto se logra por la inhibicién parcial del complejo | de la cadena respiratoria
(Matsuzaky & Humphries 2015); el complejo | de la mitocondria cataliza la oxidacién de
NADH y es en donde se genera el anion O~ (Murphy, 2009), se ha reportado que se

requiere de al menos una concentraciéon de 5 mM o 10 mM y una incubacién de al menos
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2 horas para que se observe un efecto sobre los substratos dependientes de NADH (Owen
et al. 2000), Palenickova et al. (2011) mostraron que la metformina inhibe la oxidacion de
substratos dependientes de NADH después de 3-5 minutos de incubacion en
concentraciones de 2.5-5 mM en homogenados de higado de rata; nuestros resultados
sugieren que podria ser este el mecanismo por el que actia la metformina en los
sinaptosomas, ya que la disminucién de la disfuncién mitocondrial solo se observa a la
concentracion de 10 mM, ademas, Logie et al. (2012) encontraron que la metformina tiene
fuerte afinidad por el cobre e incluso “secuestra” a este elemento cuando se encuentra en

la mitocondria y que es este complejo el que inhibe a la mitocondria.

Durante el estrés oxidante, uno de los blancos de dafio oxidante provocado por las EROs
son las colas hidrofébicas de los lipidos de membrana. El 4-HNE es un producto bioactivo
de peroxidacion de lipidos que promueve la disfuncién de las estructuras celulares via
formacion de 4-hidroxialquenales estables con proteinas, fosfolipidos y DNA (Vazdar et al.
2012) constituye uno de los marcadores mas importantes de estrés oxidante ya que afecta
la fluidez de la membrana y debido a su capacidad de modificar proteinas, altera la actividad
de estas (Chukwunonso et al., 2016). Se ha observado que ratas con DM presentan un
aumento en la produccion de 4-HNE, tanto como sinaptosomas tratados con FeSO, 50 uM
(Cruz-Méndez, 2017). Los resultados mostrados en las Figuras 10ay b parecen indicar que
cualquiera de los tratamientos induce la modificacion de proteinas por 4-HNE y no existen
diferencias significativas entre el grupo control y los tratados con CuSO.y metformina,
nosotros creemos que estos resultados se pueden deber a una cuestion técnica, ya que es
posible que ocurra una saturacién del espacio en donde se depositan las proteinas en el
aparato de Dot-Blot, con un exceso de proteinas lo que impide que se puedan cuantificar
las diferencias de manera Optima, por lo que se requiere de la cuantificacion de proteinas
previa a la colocacion de las muestras para obtener resultados precisos de esta prueba,
dada la importancia de este marcador para la determinacién de dafio por estrés oxidante, y
en dado caso, identificar la formacion de otros productos de peroxidacion lipidica como el
malonaldehido o carboxilacién de proteinas para descartar cualquier tipo de error en la

metodologia.

Los sinaptosomas se caracterizan por conservar gran cantidad de vesiculas sinapticas, que
contienen a los neurotransmisores utilizados durante la sinapsis, la conservacion integra de
estas vesiculas sinapticas permitira llevar esté proceso de manera 6ptima. La sinaptofisina

es una proteina que forma parte de estas vesiculas y se considera un marcador de la
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plasticidad neuronal, la pérdida de esta proteina estd asociada con déficits cognitivos y
constituye uno de los elementos mas importantes a evaluar en este trabajo. Las figuras 11a
y b muestran que la metformina a 10 mM aplicada antes del estrés oxidante tiene la
capacidad de preservar a las vesiculas sinpticas, lo que implica que hay un mejor proceso
de sinapsis que los sinaptosomas con dafio oxidante. Sin embargo, cuando se aplica
después del dafio oxidante inducido por CuSO4, no es capaz de preservar los niveles de
esta proteina, esto implica un dafio irreversible en la integridad de las vesiculas sinapticas,
sin embargo, aunque se observa esta tendencia, las diferencias no son significativas con
respecto al grupo control. Se han encontrado cuatro isoformas de la sinaptofisina: 1 y 3
dependientes de Calcio y 2 y 4 dependientes de voltaje, estas isoformas se encuentran
abundantemente en las vesiculas sinpticas (Bustillo, 2009) que dificulta la deteccion de

cambios en la expresién de la proteina en un sistema aislado como lo son los sinaptosomas
IX. CONCLUSIONES

1. En condiciones basales la metformina no afecta la funcién mitocondrial de los
sinaptosomas después de 2 horas de exposicion.

2. La metformina en concentracion de 10 mM atenda la disfuncién mitocondrial
provocada por CuSOy,
La metformina no tiene capacidad reductora.

La metformina disminuye la pérdida de la proteina sinaptofisina.
X. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos, se espera caracterizar la respuesta de los
sinaptosomas expuestos a estrés oxidante provocado por agentes distintos al CuSQOa, y el
efecto de la metformina sobre estos. Seria interesante evaluar los parametros presentados
en este trabajo en un modelo de DM con la administracién créonica de metformina en
distintas concentraciones, asi como el efecto de este farmaco sobre la expresién de las

principales enzimas de respuesta antioxidante.
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