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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) es un problema de salud publica, en los dltimos afios
su prevalencia ha incrementado considerablemente, principalmente por estilos de
vida sedentarios y el consumo de dietas hipercaléricas altas en azucares y grasas.
SM se definé como la presencia de al menos tres de cinco alteraciones metabdlicas,
entre las que deStacan la obesidad, la hiperglucemia, colesterol HDL bajo, colesterol
LDL alto e hipertension arterial. La presencia de estas alteraciones metabdlicas
puede dafar la macro y microvasculatura, incluyendo la del sistema nervioso
central, esto puede conducir a una disfuncion endotelial y dafar la barrera
hematoencefalica, propiciandoun estado neuroinflamatorio y deterioro cognitivo
que podria asociarse al desarrollo de Alzheimer. El objetivo de este estudio fue
analizar el efecto que tiene—el sindrome metabdlico sobre la memoria, la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE), la expresion de las uniones
estrechas y la activacion astrocitica; en ratas Wistar macho de 21 dias de edad
sometidas al consumo de dos dietas ‘hipercaldricas (alta en sacarosa o alta en
grasa) durante 8, 10 y 12 meses. Nuestros resultades muestran una disminucion de
la memoria espacial desde los 8 meses, la permeabilidad de la BHE aumentd en
ambas dietas luego de 10 y 12 meses de ingesta de las dietas. Las proteinas de
unién estrecha Claudina 1y ZO-1 no mostraron cambios en st expresion, mientras
gue ocludina mostré una disminucion de su expresién hasta los 12-meses con la
dieta alta en grasa. Se observa activacion astrocitica hasta los 12 meses con la
dieta alta en sacarosa. Estos resultados apoyan la hipotesis que el®sindrome
metabalico puede tener efectos sobre la permeabilidad de la BHE y causar deterioro

cognitivo.
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SUMMARY

The imetabolic syndrome (MS) is a public health problem, in the last years the
prevalénce has increased considerably, mainly due to sedentary lifestyles and the
consumption of hypercaloric diets high in sugars and fats. MS is defined as the
presence of three to the five metabolic disorders, among which obesity,
hyperglycemia#”low. HDL-cholesterol, high LDL-cholesterol and hypertension. The
presence of these ‘'metabolic disorders can be damaged the microvasculature,
including the central nervous system, this could lead to endothelial dysfunction and
damage the blood-brain barrier (BBB), promoting a neuroinflammatory response and
cognitive impairment that couldsbe linked to the development of Alzheimer's. This
study aims to analyze the effect-that the metabolic syndrome under memory, the
permeability of the BBB, tight/junctions-expression and astrocytic activation in new
born male Wistar rats, after intakeajto two hypercaloric diets, high in fat and high in
fat for 8, 10 and 12 months. Our results shown)a decrease in spatial memory at 8
months, the permeability was reduced_in both.diets after 10 and 12 months of
consumption of the diets. The tight-binding proteins«Claudin 1 and ZO-1 expression
was not changes and Occludin decreases during 12 menths with the high fat diet.
Astrocytes are activated at 12 months with the high sucrose~diet. These results
support the hypothesis that metabolic syndrome can have effeets on,BBB and could

contribute a cognitive impairment.



l. INTRODUCCION

SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) se define como la presencia de tres 0 mas alteraciones
del metabolismo, dentro de las que destacan la obesidad central, la
hipercolesterolemiaysla hiperglicemia, la hipertrigliceridemia, la resistencia a la
insulina y la hipertensién arterial, segun lo establecido por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), la federacion internacional de la diabetes (IDF), el Ill Panel de
Tratamiento para Adultos del Rrograma Nacional de Educacion sobre el Colesterol
(NCEP-ATP Ill) y la Asociacion”Americana de Clinica Endocrinolégica (AACE). Los
ultimos datos reportados estimansgque entre un 20% y un 25 % de la poblacion
mundial padecera sindrome“metabdlico/para el afio 2025 y que su prevalencia
seguira en aumento (Lizarzaburu Rables 3€2009). En este mismo contexto, México
ocupa los primeros lugares en sobrepesq y obesidad tanto en niflos como en adultos
a nivel mundial, ambas condiciones son“de grang€levancia pues preceden al SM
(Figura 1) (www.unicef.org/mexico/; Ketevan R. et al. 2013).

Tanto la obesidad como el SM son factores de riesgo importantes para desarrollar
enfermedades cronico-degenerativas tales como diabetes tipo 2 (DM2),
enfermedades cardiovasculares (ECV) e incluso eventos cerebrovasculares (EVC)
todas ellas vinculadas a un dafio vascular. Investigaciones recientes)sefialan que
las alteraciones metabdlicas presentes en estas patologias generan una disfuncion
en los vasos sanguineos, lo que representa un factor de riesgo preponderante para
el deterioro cognitivo, razon por la cual se asocia con el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer (EA) (Solfrizzi V 2010; Po LY et. al 2012,



Bhatta A et al. 2017). También se ha demostrado que tanto la hipertension como la
hiperglucemia, son capaces de inducir estrés oxidativo y disfuncion del endotelio
vascular, la hiperglucemia sostenida, por ejemplo, genera cambios en la macro y
microvasculatura (Pasquier et al. 2006, Alexandru et al. 2016); estas alteraciones
aumentan el riesgo de sufrir accidentes cerebrovasculares y otros tipos de
complicaciones neurolégicas y cognitivas incluidas las demencias (Prasad et al.

2014).
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Figura 1. Prevalencia de la obesidad en México segln. los Ultimos datos de la

Organizacion Mundial de la Salud tomados en 2016 (https://www.who.int/).

BARRERA HEMATOENCEFALICA Y DANO VASCULAR

La barrera hematoencefélica (BHE) es una estructura constituida por-diversos tipos
celulares tales como los pericitos, los astrocitos y las células endoteliales,'su funcién
primordial radica en el control del flujo de moléculas, iones y nutrientes desde y
hacia el sistema nervioso central (SNC), donde la presencia de las proteinas~de

unién estrecha (TJ, por sus siglas en inglés) juega un papel fundamental en”su


https://www.who.int/

funcién. (Ballabh et al. 2015). Las uniones estrechas estan constituidas por
diferentes proteinas como: las Claudinas, la Ocludina y las proteinas de la Zona
Ocludens, estas Ultimas son proteinas de anclaje que sirven de puente para la
interaccion con otras proteinas de union, mientras que las Claudinas y la Ocludina
forman uniones\célula-célula que mantienen estable la permeabilidad de la BHE
(Haseloff RF et al. 2014). Las funciones de la BHE son vitales para SNC, pues es la
interfaz entre el tejido.cerebral y la periferia, la permeabilidad selectiva de esta
barrera se debe a la interaccidbn entre sus componentes celulares (astrocitos,
pericitos y células endoteliales).lo que promueve un perfil de expresion sobre las
proteinas que constituyen a las’uniones estrechas (Erickson MA 2013).

Investigaciones recientes sefialan® que la obesidad, la hiperglicemia, la
hipertrigliceridemia y la hipertensiéniarterial pueden alterar la permeabilidad
selectiva de la BHE por lo que diversas moléculas dafinas y células inflamatorias
podrian atravesar esta estructura e ingresar indiscrimidamente al SNC (Kook SY et
al. 2013, Romanitan MO et al. 2010). Lo anterior'sugiere que el SM es un factor que
puede modificar la permeabilidad de la BHE, alterando-quizé& el perfil de expresion

de la TJ (Figura 2).
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Figura 2. Esquema comparativo de la_estructura normal y comprometida de la

Barrera Hematoencefalica.

PROTEINAS DE UNION ESTRECHA

Las uniones estrechas cumplen un ‘papel fundamental en la regulacion del
transporte paracelular de iones, fluidos y proteinas plasméaticas de pequefio tamario,
asi como el paso de células inmunolégicas hacia el SNC{(Cong X 2019).

Entre las principales funciones de las uniones estrechas son-€l formar complejos
multiméricos que se localizan en la membrana lateral de las células«endoteliales de
tal forma que sellan completamente el espacio intercelular. Entre.loes principales
componentes de las uniones estrechas se encuentran las Claudinas'y la Ocludina,
las cuales son proteinas transmembranales de adhesion célula-célula, otro
componente importante son las proteinas de la Zona Ocludens, también

denominadas ZO, (ZO-1, ZO-2 Y Z0O-3), estas proteinas funcionan como nexo entre



las proteinas de union transmembranales y el citoesqueleto, proporcionando el
seporte necesario para el correcto funcionamiento de la barrera hematoencefalica

(Figuras3) (Stamatovic SM et al. 2017).
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Figura 3. Interaccion de las proteinas de union estrecha en células endoteliales de

la barrera hematoencefalica.

La familia de las Claudinas esta compuesta por aproximadamente 27 proteinas, que
oscilan entre los 20 y 27 KDa, estas son las principales reguladoras del paso de
sustancias entre la periferia y el cerebro. Contienen cuatro dominios transmembrana
con porciones citoplasmaéticas ricas en Serina (Ser), Treonina (Thr)gnTirosina (Tyr),
denominados motivo de union a PDZ, la cual interactia con los dominios, PDZ de
las proteinas ZO-1, ZO-2 y ZO-3. La fosforilacion de las Claudinas se ha propuesto
como un mecanismo clave en su regulacion, los sitios de fosforilacion se encuentran

aguas arriba de extremo C terminal y son capaces de afectar también los motivos



de unién a PDZ. La fosforilacion de diferentes residuos tienen efectos sobre la
funeion de las Claudinas, por ejemplo, si Claudina 4 se fosforila en la Tyrl disminuye
la intéraccion con ZO-1, de la misma manera, la fosforilacion del mismo residuo en
la Claudina2 disminuye la afinidad de esta al sitio PDZ de union a ZO-1, se ha
demostrado que, la fosforilacion de Claudina 1 en el residuo Tyr191 se asocia con
un aumento en la formacion o localizacion de los filamentos de union y rio arriba
parece afectar al ‘dominio PDZ, aun y cuando los ultimos cuatro residuos se
mantengan en contacto directo con el PDZ de la proteina ZO-1 (Van ltallie, CM et
al. 2017).

Por otro lado, la Ocludina es una proteina con un peso molecular de 65 KDa, fue la
primera proteina integral de membrana de las uniones estrechas descrita en el
endotelio, tiene cuatro dominies transmembranales y dos giros extracelulares,
aungue no es el principal regulador.del transperte de sustancias, la ausencia de esta
puede tener consecuencias graves, ) por..ejemplo, en ratones modificados
genéticamente, la ausencia de ocludina“promuéve fa formacion de calcificaciones
alrededor de los vasos cerebrales (Greene C et al.»2016). Esta proteina posee
diferentes sitios de regulacién por fosforilacion en el extremo C terminal, algunos
estudios demostraron que la defosforilacion se asocia con una pérdida en la funcion
de barrera. La cantidad de fosfatasas y quinasas involucradas en Ia regulacion de
la Ocludina es amplia, destaca la participan de CK1, CK2, PKC, Rho, gquinasa, Src,
receptor de quinasas acoplados a G (GRK). La fosforilacion en la regién-Ser408 y
Ser490 debilita la interaccion con ZO-1, por lo que se ha sugerido como un
mecanismo de disociacion dentro de las uniones estrechas, ya que esto aumentala

permeabilidad de la barrera. También se ha demostrado que cuando CK2 fosforila



los residuos Try400, Tyr404 y Ser408, se afecta la interaccién con ZO-1y ZO-2 (Van
Itallie CM et al. 2017).

Finalmente la familia de las proteinas de la Zona Ocludens esta compuesta por tres
miembros{tZ0-1,Z0-2 y ZO-3, que oscilan entre los 130 y los 220 KDA, estas
proteinas citoplasmaticas cumplen diversas funciones, como la regulacion, el
crecimiento y la proliferacion celular, de igual forma en la barrera hematoencefalica
forma parte de las uniones estrechas, al formar conexiones entre el citoesqueleto y
los filamentos de Claudinas'y Ocludina, esta puede dejar de ejercer su funcion si
otras proteinas de union estrecha pierden su conexion con las ZO (Cong X 2019).
Uno de los mecanismos proptiestos en la regulacién de las proteinas de union
estrecha es la endocitosis mediante-balsas lipidicas dirigidas por la Caveolina 1, la
cual al fosforilarse desencadepa la formacion de las caveolas. Se ha descrito la
internalizacion de las uniones .estrechas” mediada por clatrinas en donde la
interaccion entre clatrina y fosfatidinositol (4,5). bifosfato (pip2) desencadena la
formacién de las vesiculas, la GTPasa“juega ‘un papel importante en la fusion
vesicular fuera de la membrana plasmética, este mecanismo es muy importante en
la eliminacion y disociacion de las uniones estrechas. Otra via de regulacion es el
reciclaje, se conocen dos formas, una dependiente de (Rab 4 y 11) que son
promotores de la translocacion y es un reciclaje rapido. En contraparte se encuentra
el reciclaje lento dependientes de (vps 26,29 y 35) que seleccionam™y_empacan las
proteinas en endosomas. En el cerebro la quimiocina CCL2 induce la*acumulacion
de las Claudinas y la Ocludina en vesiculas Rab 4 y Rab 11, lo que ocasiona un

reciclaje rapido de las uniones estrechas, una vez en el citoplasma, al ser retirada



la CCL2 las uniones estrechas regresan a la membrana plasmética para sellar de

nuevo el espacio entre células endoteliales (Stamatovic SM et al. 2017).

OBESIDAD

La OMS define_a la obesidad como una acumulacién excesiva de grasa corporal,
gue comprende’un.desequilibrio energético como consecuencia del aumento en la
ingesta de alimentos’con alto contenido caldrico (ricos en azlcares y grasas),
acompafado por un descenso en la actividad fisica (sedentarismo), que acarrea
consigo un ambiente pra-inflamatorio debido a una elevada concentracion de
moléculas como IL-1, IL-6, TNE@; entre otras (Stolarczyk E. 2017).

El hipocampo es una estructura cerebral especialmente susceptible a cambios
ambientales, se ha observado.-que rataszjovenes alimentadas con dietas altas en
grasa sufren de pérdida de memeria €spacial. De igual manera, se observan
cambios en las proteinas de unién estrecha{por ejemplo, decrece la expresion de
las Claudina 5y 12 asi como la Ocludina,/en adieion el citoesqueleto que juega un
papel fundamental en la funcion de las uniones estrechas se ve afectado, habiendo
una regulacion negativa de algunas proteinas como vimentina y tubulina (Ouyang S
et al. 2014).

Por otro lado, los adipocitos producen citosinas pro-inflamatorias como IL-6, y TNF,
las cuales pueden cruzar la barrera hematoencefalica mediante mecanismos de
transporte saturables, sin embargo, aln no esta del todo claro como Se transportan
hacia el SNC. Estas citosinas circulantes pueden activar la expresion de maléculas

de adhesion por parte del endotelio. Se identifico la proteina C Kinasa Beta (PKEB)



como un responsable de alterar la barrera hematoencefalica durante un estado de
elevacion de citosinas circulantes (Rhea EM et al 2017).

Se ha_demostrado que una alta cantidad de la IL-6, sirve de sefializador y modula
la talla corperal y el metabolismo celular en el sistema nervioso central, entre los
efectos negativos se encuentran la inhibicion de la neurogénesis, ademas, es capaz
de causar una diSrupcion de circuitos neurales. Otros reportes demuestran que el
endotelio no expresa receptores de IL-6, sin embargo, funciona como
transefializador en conjuntorcon TNFa, induciendo un cambio en los niveles de las
uniones adherentes y laswuniones estrechas, lo que genera un aumento en la

permeabilidad de la BHE (Buie”JJ et al. 2019).

HIPERGLUCEMIA

La hiperglucemia que caracteriza‘a)la diabetes tipo 2 incrementa la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). en €l endotelio vascular, los pericitos y
astrocitos, lo cual promueve un aumento.del estrés oxidativo que activa NFkf , la
proteina activadora 1 y las vias STAT, que inducen la sintesis de citosinas pro-
inflamatorias, la comunicacion del endotelio con los atroeitos se ve interrumpida por
la inhibicion de las proteinas de unién, a largo plazo, se promueve la perdida de
pericitos, degeneracion de los pies de los astrocitos y una disfuncian de la barrera
hematoencefélica que puede inducir un deterioro cognitivo. El estade inflamatorio
causado por la diabetes tipo 2, regula de forma negativa las proteinas de union,
como las claudinas, ZO-1 y la ocludina, lo que permite una mayor afluencia de
algunas sustancias como albumina y sacarosa. Se observa un engrosamiento dela

membrana basal mediante la activacion de PKC, AGE y TGF-B, lo que cambia la



composiciéon de la matriz extracelular, el aumento de la fibronectina, coldgeno IV y
laminina compromete la union existente entre célula-célula y por lo tanto la barrera

hematoencefalica se ve afectada (Van Itallie CM et al. 2017).

DISLIPIDEMIA

El aumento en 195 niveles de triglicéridos y colesterol LDL pueden contribuir a una
disfuncién de la barrera_ hematoencefalica por el aumento del estrés oxidativo. Los
altos niveles de lipidos en sangre pueden causar la formacion de placas
ateroescleroticas en los vasos. sanguineos, por lo que se presentan cambios
estructurales y funcionales en el endotelio, la acumulacion de colesterol, triglicéridos
y fibrina en la intima arterial, conduee-a un estado inflamatorio y por lo tanto aumenta
el estrés oxidativo. Los ateromas engrosan la pared de los vasos y reducen el
espacio interior, debido a esto se produce-un reducido flujo sanguineo que ocasiona
hipoperfusion, asi como, un mayor riesgo de.fermacion de coagulos (Ferrer | et al.
2018). La aterosclerosis disminuye la ‘biodisponibilidad de éxido nitrico, que en
condiciones normales tendria un rol protector contra elestrés oxidativo, al disminuir
la produccion de éxido nitrico endotelial, la produccién.de especies reactivas de
oxigeno aumenta como consecuencia de la actividad de NADPH sintasa, factores
gue dafan el endotelio y su funcidén. Todo el conjunto de alteraciones presentes en
la ateroesclerosis también promueve la activacion de las células _endoteliales,
favoreciendo la infiltracion de macrofagos y un estado neureinflamatorio

(Forstermann U et al. 2017).
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HIPERTENSION

La hipertension se caracteriza por un aumento en los niveles de especies reactivas
de oxigeno, derivados de la actividad mitocondrial, asi como de la actividad de la
NADPH oxidasa en el endotelio vascular, niveles elevados de C3a deterioran la
funcion endotelial a través de la reduccion de la actividad de EPC y el aumento de
la proteina C reactiva (Incalza MA et al. 2018). Se describe que, al aumentar la
presion arterial, esta’provoca un aumento en la produccion de superéxido y una
disminucion de la biodisponibilidad de 6xido nitrico. Al parecer la disfuncion del
endotelio esta dado por unsmecanismo de regulacion positiva, la vasoconstriccién
provocada por la angiotensina“ll (ANGII) promueve la produccién de otro potente
vasoconstrictor, la endotelina_que-eausa disfuncion endotelial, la produccién de
superoxido promovida por la ANG 1l induce la formacién de peroxinitritos, que oxidan
el &cido araquiddnico y forman isoprostane‘que es otro potente vasodilatador (Mordi
| et al. 2016). Reportes indican que” durantesla hipertension aguda aumenta la
permeabilidad de las uniones estrechas, sin embargo, en la hipertension crénica, no
es asi, lo que sugiere que existe una adaptacion en las-uniones estrechas (Cong X
et al. 2019). Uno de los principales factores del desarrollo’de la hipertension es la
ANG lI, esta es capaz de activar la tirosina-hidroxilasa dentro_de las neuronas y
modificando la cantidad de algunos neurotransmisores evitando, una correcta
transmision de sefales, en modelos animales se ha observado quecel desarrollo de
hipertension conduce a una disrupcion de la barrera hematoencefalica. l-ka ANG Il
es capaz de activar los receptores de angiotensina 1 (AT1) en las_células

endoteliales, incrementando la permeabilidad de la barrera hematoencefalical Los
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mecanismos por los cuales sucede aun no estan claros, por lo que se necesitan
mas’estudios para dilucidarlos (Setiadi A 2017).

Por otre’lado, la interrupcion del flujo laminar y la formacién de un flujo turbulento
durante lathipertensién es capaz de causar disfuncion endotelial, que se define
como la expresion de moléculas de adhesion celular, causado por un estado
inflamatorio, a sy vez, aumenta el estrés oxidativo, el cual regula la extravasacion
de leucocitos a través.de una activacion directa de moléculas de adhesién celular
(CAM, por sus siglas en ingles), regulados por NF-KB, y AP-1. Cuando el endotelio
entra en disfuncion existe...un desequilibrio entre los vasodilatadores y
vasoconstrictores, que conducen a un estado pro-trombotico, pro-aterogénico, que
se caracteriza por una vasoconstriccion, adhesién leucocitaria, activacion de

plaguetas, que aumenta el estado inflamatorio del endotelio (Incalza MA et al. 2018).

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una’'de las démencias con mas prevalencia a
nivel mundial, se estima que de 26 millones de personas la padecen y el riesgo de
desarrollarla aumenta con la edad (Fettelschoss A. et al'2014). La EA se caracteriza
por una pérdida progresiva de las habilidades cognitivas, como.consecuencia de la
acumulacion extracelular del péptido B-amiloide y la formacion yde agregados
intracelulares de la proteina Tau hiperfosforilada que conlleva a la formacion placas
neuriticas y ovillos neurofibrilares respectivamente (Estrada AE et al. 2017). Varios
estudios han evidenciado que la presencia de alguna alteracion metabolica‘es.capaz

de aumentar el riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer. En modelos
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animales alimentados con sacarosa, estos presentaron anomalias mitocondriales,
aumento del estrés oxidativo, aumento en los niveles del péptido amiloide y
pequefios incrementos en la proteina TAU hiperfosforilada, en conjunto son
caracteristicas que se pueden asociar a la fisiopatologia de la EA, también se ha
evaluado la conducta y cogniciébn de estos animales y se encontré6 que tienen
trastornos conductuales como el miedo y ansiedad, pero también muestran una
disminucién en el“aprendizaje y la memoria, signos que a su vez estuvieron
acompafiados de disfuncién endotelial, aumento de la permeabilidad de la BHE, y
un significativo aumento enslos niveles de BA (Carvalho C et al. 2012, Carvalho C,
et al. 2013).

La resistencia a la insulina también-puede causar un aumento de la agregacién del
péptido ya mencionado a través de algunos mecanismos, como el aumento de la
actividad de las alfa y gamma secretasas; que se encargan de cortar la proteina
precursora de amiloide, y potencialmente pueden generar la forma patoldgica de la
proteina. Algunos cambios en la morfolegia de'la"vasculatura cerebral durante la
hipertension pueden estar asociados a al inicio desun deterioro cognitivo y la
progresion de este deterioro, estos cambios incluyen una.disfuncién en el endotelio
gue causa remodelacion de los vasos sanguineos, y dafios ada BHE, que se asocia
también a la acumulacion de BA. A su vez, el estrés oxidativo causado por la
disfuncién endotelial agrava el problema de la agregacién de BA, presentando un
estado neuroinflamatorio que aumenta el problema y se convierte en_un circulo

vicioso (Campos-Pefa V et al. 2017).
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Il. ANTECEDENTES

Algunos’ trabajos han descrito alteraciones estructurales en el cerebro de
adolescentes con obesidad y sindrome metabdlico (SM), evidenciando una
disminucién en“el volumen de diversas regiones cerebrales como el hipocampo, la
corteza frontal, limbiea y orbitofrontal; aunque estos cambios no se asocian con un
coeficiente intelectual bajo (Convit A 2012, Belsky DW et al. 2013). Otros estudios
sugieren que las alteraciones que se presentan en el SM pueden desencadenar una
respuesta inflamatoria cronica.y.la muerte neuronal, al inducir estrés oxidativo, lo
gue afecta los procesos cognitivos (Samuel T et. al 2012). Ademas, hay evidencia
que muestra una relacién estrecha-entre la diabetes tipo 2 y una mayor prevalencia
de la enfermedad de Alzheimer(EA) (Arvanitakes Z et. al 2012).

Diversos trabajos han demostrada_que-alteraciones en la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica y una disrupcion de-as uniones estrechas, favorecen la
extravasacion de sustancias pro-inflamatorias y‘un’incremento del estrés oxidativo
causando neuroinflamacion crénica, que puede versesreflejado en la activacion
astrocitica (Abbott et al. 2010, Serban et al. 2016, Wang.et al. 2012, Kook SY et al.
2013, Zlokovic BV 2011).

Las dislipidemias también pueden estar asociadas al desarrollo de EA, por ejemplo,
algunos estudios apuntan que un exceso de colesterol circulante\promueve de
alguna forma una mayor acumulacion del péptido § amiloide y un incremento en la
cantidad de proteina TAU hiperfoforilada,que son las principales proteinas

relacionadas con la enfermedad de Alzheimer (Zhang et al. 2015, Chen YL et al.
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2016). Hoyk Z et al. en 2018 reportan que la hipertrigliceridemia disminuye la
expresion de algunas proteinas de las uniones estrechas como la Claudina 5 y
Ocludina, causando una disrupcion de la BHE, también observaron estrés oxidativo,
hiperfosfarilacion de TAU, disfuncion sinaptica, aumento de la apoptosis neuronal y
deterioro cognitivo, por lo que sugieren una fuerte relacion de estos eventos con el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

Por otro lado, otros trabajos han sefialado que las alteraciones en el sistema renina-
angiotensina pueden estar»implicados en la patogénesis de la enfermedad de

Alzheimer (Papadopoulos P _et-al. 2016). La hipertension se caracteriza por una

mayor cantidad de angiotensina.l, (ANG IlI) circulante, estudios muestran que la
ANG Il tiene capacidad de aumentarla permeabilidad del endotelio vascular en la
barrera hematoencefalica mediante la’ activacion de los receptores AT1, sin
embargo, faltan estudios que muestren el'mecanismo de sefalizacion intracelular

que modifica la permeabilidad. (Fleegal-DeMottaM et al. 2009), a su vez también

causa la activacion del endotelio vascular, ligado'a una neuroinflamacion debido a
la liberacion de sustancias pro-inflamatorias, o que puede asociarse a un deterioro
cognitivo. (Winklewsky et al. 2016).

La diabetes tipo 2 se ha asociado fuertemente a un mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer, en estudios de pacientes y modelosanimales con
diabetes se ha demostrado que la presencia de hiperglucemia, favorece’la pérdida
de memoria espacial, y atrofia en algunas areas cerebrales, donde eharea con
mayor afectacion es el hipocampo, estructura vital para la memoria y el aprendizaje

(Cherubin N et al. 2012, Biessels GJ et al. 2014).
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Una cantidad elevada de lipidos en sangre puede causar diversos desordenes
cardiovasculares (Sun et al. 2017), por ejemplo, en ratones Knockout con
hipercolesterolemia se observo una desregulacion en la actividad mitocondrial del
hipocampey un marcado déficit cognitivo, asi como acumulacion de BA (De la
Monte SM et al:"2014, De Oliveira et al. 2014). En ratones modificados para suprimir
la expresion de/APOE, alimentados con una dieta alta en grasa para inducir
hiperlipidemia, mostraron una gran cantidad de lipidos en el hipocampo y grandes
cantidades de BA lo que esta fuertemente ligado a la enfermedad de Alzheimer

(Zhao XS et al. 2017).
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lll.  HIPOTESIS
Las”alteraciones metabdlicas que forman parte del sindrome metabdlico inducen
una disfuncion en la barrera hematoencefélica favoreciendo la presencia de un
estado de“neuroinflamacién crénica que contribuye a un deterioro cognitivo y por

tanto al desarrollo de Alzheimer.

IV. JUTIFICACION

La prevalencia de la‘abesidad y sindrome metabdlico (SM) causado por un estilo de
vida sedentario y un régimen dietario alto en azucar o grasas, sigue en aumento en
todo mundo y es uno de los principales problemas de salud publica. Las alteraciones
metabdlicas propias del sindrom€ymetabdlico se relacionan con la perdida de la
capacidad cognitiva, la acumulacion de BA y TAU que son proteinas muy
relacionadas con la enfermedad\de Alzheimer, la obesidad se asocia con la
reduccion de los volumenes de algunas areas cerebrales como el hipocampo, a si
mismo induce un estado de inflamaciop”sistémica que puede inducir
neuroinflamacion, por otro lado, la hiperglucemia causa una activacion del endotelio
vascular provocando una disfuncion de la vasculatura; modificando la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica (BHE) tambien en la obesidad se puede traducir en
una neuroinflamacién y un deterioro cognitivo, por otra parie las dislipidemias
pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, ya que\propician una
acumulacion del péptido amiloide, hiperfosforilacion de TAU, asi come'inducir estrés
oxidante, causado en un principio por cambios en la permeabilidad la BHE: Tambien
la hipertension puede modificar la permeabilidad de la barrera por el exceso de ANG

Il circulante que activa los T1, también induce una activacion del endotelio vaseular
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causando una disfuncion del mismo, volviendo mas permeable a la barrera y
causando la extravasacién de algunas sustancias que deberian estar en la periferia

que a st vez inicia un estado de neuroinflamacion cronica.

Debido alque el sindrome metabdlico causado por diferentes dietas hipercaldricas
tambien desencadenan perfiles lipidicos diferentes se hace importante analizar si
las dietas altas en.azucares o grasa pueden repercutir en la BHE y en la memoria
de forma distinta. Nuestro estudio se basa en un modelo de sindrome metabdlico
con ratas recién destetadas, diferentes a la mayoria de los modelos, por lo cual la
reaccion que puedan tener séra distinto, por lo que es necesario esclarecer los
mecanismos moleculares que contribuyen el desarrollo de EA con el fin de generar

estrategias preventivas y de diagnastico temprano.
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V. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del sindrome metabdlico inducido por dos diferentes dietas
hipercCaléricas (altas en sacarosa y altas en grasa) sobre la integridad y
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, asi como, su repercusion sobre la

memoria.

VI. OBJETIVOS‘PARTICULARES
1.-Inducir sindrome metabélico en ratas Wistar macho recién destetadas, mediante
el consumo de dietas hipercalQricas (alta en sacarosa y alta en grasa).
2.-Demostrar la presencia de ,sfndrome metabdlico en las ratas mediante la
medicion del peso, grasa.fetroperitoneal y presion arterial, asi como la
determinacién de pruebas bioguimicas (glucosa, colesterol, triglicéridos).
3.-Analizar los cambios en la mémoria y elraprendizaje en ratas a los 8,10 y 12
meses después del consumo de una ‘dieta“alta en sacarosa o alta en grasa,
mediante el laberinto acuatico de Morris.
4.-Evaluar la permeabilidad in vivo de la barrera hematoencefédlica mediante la
perfusion del colorante azul de Evans.
5.-Medir la expresion de las proteinas que conforman las unhiegnes estrechas de la
barrera hematoencefalica (Claudina 1, Ocludina y ZO1) mediantesWestern Blot y
PCR tiempo real (qQPCR).
6.-Determinar la neuroinflamacion por la medicion de la expresion de¢la proteina
acida fibrilar glial (GFAP).

7.- Medir la cantidad de BA en el hipocampo por western blot.
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VIl. METODOLOGIA

MODELO MURINO

Para“este estudio se usaron ratas machos de la cepa Wistar recién destetadas, de
aproximagdamente 21 dias de edad, obtenidas de la Unidad de Produccion, Cuidado
y Experimentacion animal (UPCA) de la Division Académica de Ciencias de la Salud
de la Universidad'Juarez Autonoma de Tabasco. Siguiendo los procedimientos para
el cuidado de los animales de experimentacién establecidos en la NOM-062-ZO0O-
1999, los animales permanecieron durante toda la fase experimental en un area con
temperatura controlada a=25.°C y periodos de luz-oscuridad de 12 horas
respectivamente. Fueron colocados en cajas de acrilico con cama de viruta y tapas
de acero tipo tolva para permitir aeeeso ilimitado al alimento y agua. Los animales
fueron divididos aleatoriamente”en 3'grupos: 1) CONTROL consumié alimento
estandar y agua corriente, 2) SACAROSA.consumi6 alimento estandar y una
solucién de sacarosa al 30% y 3) GRASA consumio6 alimento estandar adicionado

con 30% de manteca de cerdo y agua corriente estandar durante 8, 10 y 12 meses.

ELABORACION DE LAS DIETAS

DIETA CONTROL

La dieta del grupo control consistié en alimento peletizado de la ymarca LabDiet
5001y agua corriente a libre demanda.

DIETA ALTA EN SACAROSA

La dieta alta en sacarosa consistio en el consumo de alimento estandar de\la marca
LabDiet 5001 y una solucion de sacarosa al 30%, la cual se preparo de la siguiente

manera: en un vaso de precipitado se pesaron 300 gramos de azucar refinada
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marca Zulka y se agrego 1 litro de agua corriente, se dejo en agitacion durante 10
minutos en una parrilla magnética a 350 rpm, una vez disuelta toda el azlcar la
soluciom® se vertio en los bebederos para roedores y se les proporcion6é a los
animales alibre demanda.

DIETA ALTA EN GRASA

La dieta alta en grasa consistio en el consumo de alimento estandar 5008
adicionado con 30% de manteca de cerdo y agua corriente a libre demanda. La
preparacién de alimento pelletizado adicionado con manteca se prepar6 de la
siguiente manera: se trituraron. 750 gramos de pellets de alimento LabDiet 5008, la
cual fue cernida hasta obtener una textura de polvo fino, el resto de alimento fue
licuado e integrado al alimento previamente molido, posteriormente en un recipiente
se pesaron 250 gramos de manteca de cerdo para ser mezclado con el polvo, se
agreg6 agua hasta formar una masa homogénea, con ayuda de una jeringa se
formaron nuevamente las croquetas,/1as cuales fueron colocadas en bandejas de

aluminio y horneadas a 50 °C durante 48*horas.

DETERMINACION DEL SINDROME METABOLICO

Obesidad: Se realiz6 un monitoreo mensual del peso corperal a los animales de
cada grupo experimental hasta cumplir 8, 10 y 12 meses de consumo de las dietas
hipercaloricas. Los animales fueron colocados en un recipiente de plastico con tapa
para evitar que se salieran y limitar el movimiento, posteriormente, con ayuda de
una balanza tipo granataria marca OHANUS, se procedio a determinar el peso de

cada rata.
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Porcentaje de grasa: Una vez cumplidos los 8, 10 y 12 meses consumo de las dietas

hipercaldricas, los animales se sacrificaron por decapitacion debido a que la Norma
Oficial sMexicana 062-ZO0-1999 sobre las especificaciones técnicas para la
produccion;y cuidado y uso de los animales de laboratorio, recomienda la
decapitacion como método mecénico para el sacrificio de roedores y que permite la
obtencién de tejidos.y fluidos corporales libres de contaminacién quimica y/o tejido
cerebral integro, posteriormente realiz6 una incisién abdominal para la diseccion y
colecta de la grasa retroperitoneal. Toda la grasa obtenida se peso6 en una balanza
tipo granataria marca OHANUS y posteriormente se realiz6 el célculo del porcentaje
de grasa corporal, el cual se calculd haciendo un cociente del peso de la grasa entre

el peso del animal y multiplicado pe#200.

Presion arterial: Una vez cumplidos los 8,20y 12 meses de consumo se realizo la

determinacion de la presién arterial, da cual‘consistio en dos fases (habituacion y
registro) que se explican a continuacion:

1) Habituacion: Con el objetivo de minimizar el estrés-de los animales y obtener
mediciones mas precisas y consistentes se realizaron las’maniobras para la toma
de la presion arterial. Primero se coloc6 un foco incandescente dentro de una caja
de carton hasta alcanzar una temperatura de 30 °C, posteriormente Se introdujo una
caja de acrilico con el grupo experimental a examinar, durante 20\minutos para
permitir que los vasos sanguineos de la cola de las ratas se dilataran y las
mediciones fueran mas exactas. Después de los 20 minutos se coloc6 a la'rata en
un inmovilizador de acrilico para evitar que se moviera y se cubrié con una franela

para mantenerla tranquila, posteriormente se coloco el transductor en la cola y se
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hicieron 10 mediciones por cada rata, este proceso se repiti6 3 dias antes de la
obtencién de los registros se utilizdé un equipo para la medicion de presion arterial
para‘cola de animales pequefios marca BIOPAC System modelo NIBP 200A con un
transducter de 9.5mm.

2) Registro deffa presion: Al cuarto dia se repitié el procedimiento anterior y se
realizaron las mediciones definitivas, un total de 10 mediciones por animal, se
realizaron 10 mediciones para obtener un promedio mas exacto y se promediaron
los valores de la presion de cada grupo, se determind calcular la presién arterial
media (PAM) ya que esté relacionada con la correcta perfusion en la BHE.

Glucosa, Colesterol y Trigliceridos: Una vez cumplidos los 8, 10 y 12 meses de

consumo las ratas se sacrificaron=por decapitacion y se colectaron muestras de
sangre en tubos sin EDTA y‘fueron centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos
para separar el suero, el cual fue.almacepade en tubos Eppendorf a -20 °C hasta
su procesamiento. Una vez colectadas todas, las muestras se realizaron las
determinaciones bioquimicas de glucosa, colesterol y triglicéridos por métodos
colorimétricos con ayuda del equipo de quimica clinica’Selectra Xpro, utilizando kits

comerciales de la marca Randox® para cada parametro.

EVALUACION DE LA MEMORIA Y APRENDIZAJE

Después de 8, 10 y 12 meses de consumo de las dietas hipercaldricas, se les evaluo
la memoria y aprendizaje mediante la prueba del laberinto acuatico de“Merris, esta
se desarrollé en una piscina circular de 1.8 metros de diametro y se lleno ‘con.agua
a una profundidad de 30 cms, estaba dividida en cuatro cuadrantes imaginarios

(designados como noroeste, suroeste, noreste y sureste). En uno de los cuadrantes
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se coloc6 una plataforma sumergible y movil de plexiglas, a una altura de 0,5 cm
par-debajo del agua. Alrededor de la piscina se colocaron cuatro sefiales visuales,
una por‘cuadrante, para facilitar la orientacion espacial del animal. En una primera
fase de adquisicion se introdujo a la rata con el hocico apuntando hacia la pared de
la piscina en, el'cuadrante opuesto de donde se colocé la plataforma, para que la
buscara por 90 segundos, en caso de no la encontrara, se le coloc6 de forma manual
por 30 segundos sobre ésta. Se consideré que el animal habia encontrado la
plataforma cuando permanecié 5 segundos en ella, después se retird la rata de la
plataforma. Este procedimiento se repiti6 con cada animal por 4 dias consecutivos.
Al dia siguiente de finalizar la”fase anterior se llevd a cabo la ultima prueba de
retencion, repitiendo el procedimienteranterior, pero sin plataforma y sin referencias
visuales durante 120 segundoS,€sta Ultima prueba es video grabada, en secciones

de aproximadamente dos minutos.por anigalpara su posterior analisis.

EVALUACION IN VIVO DE LA PERMEABILIDAD DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA

Una vez completada la prueba del laberinto, se procedié con el ensayo de
permeabilidad in vivo de la barrera hematoencefalica a 10s/8, 10 y 12 meses de
consumo de las dietas. Cada animal fue anestesiado con pentobarbital sodico
(Sedalpharma) a una dosis de 50 mg/kg, después de confirmar¢el efecto de la
anestesia la rata se coloc6 en una placa de unicel sobre la mesa y se'sujetaron las
extremidades para evitar algin movimiento, posteriormente se retiré el\pelo del
cuello y se desinfecto la zona con Isodine para realizar una incision. Se disecté la

arteria carotida para administrar una soluciéon de Azul de Evans al 2% (Sigma-
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Aldrich) en PBS a una dosis de 100 pl por cada 100 gramos de peso, se verifico
hemoOstasia y luego se suturd la incision para mantener en recuperacion a cada rata
durantesuna hora y media. Se verifico la distribucion del colorante en todo el cuerpo,
y se anestesido nuevamente para realizar perfusion del sistema vascular, para ello
se expuso la, cavidad pectoral y se localizé el ventriculo izquierdo del corazén, se
colocé una candla,.en él y con una maquina de perfusion marca CONTROL
COMPANY se comenzg.el bombeo de PBS a una velocidad de 9 mililitros por minuto
por 15 minutos (aproximadamente 135 mililitros) para eliminar restos de colorante y
sangre del sistema, inmediatamente se cort6 la vena hepatica para permitir la salida
del liquido.

Una vez terminada la perfusion cen-PBS se inicido de nuevo con 100 mililitros de
paraformaldehido al 4% a una.velocidad de 9 mililitros por minuto para la fijar al
animal, posteriormente se decapitd y“s€ jrealizd la diseccion del cerebro e
hipocampo, fueron guardados en 2 y’5)mililittes. respectivamente de formamida y
almacenados a -80°C hasta su procesamiento.

Para el procesamiento las muestras de hipocampe fueron puestas en un
Termoblock a 80°C por 20 horas, pasado este tiempo.se disgregé el tejido con
ayuda de un vortex, y se centrifugd a 9740 gravedades por-2hora, terminado esto
se tomaron 100 pl de sobrenadante y se colocé en placas de 96 pozos, se elaboro
una curva estandar de Azul de Evans y se procedidé hacer la™lectura en un

espectrofotometro tipo EPOCH a una longitud de onda de 620 nanomettos.
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DETERMINACION LAS PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Las/muestras de hipocampo fueron homogenizadas en 100 ul buffer de lisis con
inhibidores de proteasas mediante trituracion mecanica con pistilo después se llevo
al sonicadar; el cual se programé a una amplitud de 80% a 20 por 30 pulsos por 1
minuto, todo el'proceso anterior fue hecho en frio con la ayuda de una nevera con
hielo, luego se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos y se rescato el sobrenadante
en tubos de 2ml, posteriormente se procedio a la cuantificacion de las proteinas con
la técnica colorimétrica de»Bradford y analizadas en un espectrofotometro tipo
EPOCH a 495 nanémetros:

Luego se prepard la proteina”a’una concentracion de 400 upg/ pl en buffer de
Laemmli 5X y buffer de lisis y se=incub6 a 100°C por 10 minutos para que las
proteinas se desnaturalizaran'yduego se/almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.
Para el procesamiento las muestras_fueroen sacadas del congelador y vortexeadas
para homogenizar las muestras, luego estas fueron separadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% a 80V y transferidas a una membrana de PVDF
mediante transferencia hUmeda por 16 horas a 110mHa;,luego se tifié la membrana
con Rojo Ponceau para asegurar una correcta transferencia y fue cortada de
acuerdo a los pesos moleculares de las proteinas de interés#y_fueron lavadas con
buffer tris-fosfatos/tween 20 (TTNS) 3 veces por 10 minutos, posteriormente se
blogqueo con una solucion de leche sin grasa al 5% en TTNS por 2'horas, al pasar
este tiempo fueron lavadas 3 veces por 10 minutos con el TTNS y posteriormente
las membranas fueron incubadas por 1 noche a 4°C con los anticuerpos primarios
Anti-Claudina 1, (Santa Cruz) , Anti-Ocludina(Abcam), Anti-ZO-1(Abcam), (Anti-

GFAP (Abcam) y Anti-B-amiloide(Santa Cruz) a una concentracion de 1:1000 en
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una solucién de albumina sérica bovina al 5% en TTNS, posteriormente se lavd 3
veces por 10 minutos cada lavado y se incub6 por 2 horas con el anticuerpo
secundario que correspondia en una solucién 1:10,000 en leche al 5%, luego de se
efectuaront3, lavados por 10 minutos con TTNS y finalmente se revel6 usando un
sustrato quimigiyluminiscente (Perdxido de hidrogeno y luminol), la sefial luminosa
fue capturada en” unsfotodocumentador Image quant LAS500 (GE Healtcare) y la

imagen obtenida se:@naliz6 utilizando el programa ImageJ.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE GENES ESPECIFICOS POR PCR EN
TIEMPO REAL

Para la extraccion de ARN de’las muestras de hipocampo previamente extraidas,
se les agrego6 800 ul de TRIzol LS Reagent AMBION y se guardo toda la noche a -
80 °C, posteriormente se descongelé a temperatura ambiente y se procedio a
disolver de manera mecénica con pistilo?y'se pasaron por el vortex para asegurar la
correcta disgregacion del tejido, luego de agregd 160l de cloroformo vy llevé al por
al vortex por 15 segundos, posteriormente se dejo” incubar por 3 minutos a
temperatura ambiente hasta que se observaron dos fases, después se centrifugd a
12000 rpm por 15 minutos a 4°C y se colecto la fase acuosa'\(' aproximadamente
450ul) en tubos estériles de 1.5 ml y se le agreg6 400 ul de isopropanol al 100% y
se vortexeo por 15 segundos, paso seguido se incub6 por 10 minutos atemperatura
ambiente, posteriormente se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos a4°C y se
decanto el sobrenadante, se agregaron 1000 ul de etanol al 70%, una vez hecho lo

anterior, se mezclo por inversion y se centrifugé de a 12000 rpm por 10 minutos a

27



4°C, se decantO y se sec0 volteado al aire, una vez seco se agreg6 20 ul agua
DEPC (Pirocarbonato de Dietilo) y se llevo al Termoblock a 50°C por 10 minutos y
finalmente se almacend a 80°C hasta tu uso.

El ARN previamente extraido se cuantificé con un espectrofotometro tipo EPOCH y
se calculd la cantidad de muestra necesaria para tener 1ug de RNA. Para la sintesis
de cDNA se utilizé el Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit,
para esto en tubos de 0.2 ml se colocé la cantidad necesaria de muestra para tener
1pg de ARN y se agregd 1pl de Random Hexamer Primer y se completd con agua
libre de nucleasas hasta 1es 12pl, luego se llevé al termociclador a 65°C por 5
minutos para eliminar estructuras secundarias en el ARN posteriormente se agrego
8 ul de MIX de reaccion a cada.muestra, el cual contenia: 4ul de 5x Reaction Buffer,
1 pl de RiboLock RNASE inhibiter, 2 pl'de 10mM dNTP Mix y 1 pl de ReverdAid M-
MuLV RT y se llevé al termociclador_con fa‘Siguiente programacién: 5 minutos a 25
°C, seguido de 60 minutos a 42 °C, 5 minutos.a/70°C y terminada la reaccion a 4 °C
indefinido, una vez sintetizado el cDNA s€ almacen6,a -80°C hasta su uso.

Para la reaccién de PCR tiempo real en tubos de PCR-\de 0.2ml se coloc6 1ul de
muestra y 19 pl de Mix de reaccion a cada una de ellas, el cual contenia: 10 ul de
Quanti Nova SYBR Master Mix, 5 ul de primer especifico para cada gen y 8.5 ul de
agua, el volumen de reaccion fue de 20 pl, luego de llevéd a un termaciclador Rotor-
Gene Q marca QIAGEN. Primero fue evaluado el gen GAPDH para verificar la
integridad del ARN y que sirvio como gen de referencia, posteriormeénte fueron
evaluados los genes de las uniones estrechas (Claudina 1, Ocludina y Z0O-1), todas

las pruebas se hicieron por triplicado.
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El termociclador fue programado a 38 ciclos de 10 segundos a 95°C seguido de 30

segundos a 60°C, se programé una ganancia de florescencia de 10 en verde.

PRIMERS
Gen Secuencia
Z0-1 5 -ACAGGTAGGACAGACGATCA-3’
5 -TCAGCAGCAACAGAACCAG-3’
Ocludina 5-TGTCTCTAGGTTATCGTTGCTG-3
5-CTTTGTATAAGTCACCGCCTCT-3
Claudina 5 -GCACTTCATCATCTTCTAAGCAC-3
5 TTCGACTCCTTGCTGAATCTG-3’
GAPDH 5-TCTCTGCTCCTCCCTGTTC-3

5- GTAACCAGGCGTCCGATAC-3’

29




VIIl. Anélisis estadistico
Se utilizé una prueba de ANOVA para reconocer diferencias entre los grupos y una
prueba Pos-Hoc de Dunnet para comparar contra los controles utilizando el

programa Graph Pad Prism 7, se consideraron significativos los valores con una p<
0.05
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IX.

RESULTADOS

Determinacion de la presencia de sindrome metabdlico

Tabla 1. Niveles bioquimicos, presion:arterial, presion arterial medial y % de grasa después de 8 10 y 12 meses de consumo

de dietas hipercaléricas. Para los experimentos n=6 ANOVA con poshoc de Dunnet vs control *p<0.05 * Cambio
significativo.
8 meses 10 meses 12 meses
‘,1
Control Sacarosa Grasa C Control Sacarosa Grasa Control Sacarosa Grasa
Peso corporal 537 = 45 583 = 29 505 = 555 = 43 519 = 48 552 = 30 582 = 35 654 = 23 591 = 88
v
Grasa ,
. 19=065 3.2+053* 5.2=180* 152044 37:120* 5.4=0094* 23=0.40 49=210" 63=130*
retroperitoneal e
@
Glucosa 130.16£10.0 149.8+11.1* 131.2:7.4 =] [1118.43.3 137.4=1.94* 150.2=14.09* | 100.7210.44 121.7<14.06 128.8216.6
Triglicéridos 1525 = 2857 | 177.2 = 3409 | 90.5 = 2480~ | 12866 = 86.96 [*818 = 4626 | 1542 = 32.01 |124.28 = 2228 [197.22 = 31.22%| 108 =43
Colesterol 96.8 = 9.2 748 = 92 973 = 75 848= 1325 | 814 2176, 88.4 = 89 1163 = 17.3 84 = 134 93.83224.0
HDL 24 £ 21 234 + 38 2216 = 1.16 208 = 25 284 = 85 ?zs £33 215228 213 21.326.0
LDL 131 = 3.7 84 =16 14 = 3.0 12 3.3 64 =13 @14 16 = 41 73 =15 101= 35
Presion 104 = 25 106 = 9.8 115 = 86 94 = 40 143 = 30.1* 131.4&.4* 126 = 15 143 = 15 135 = 11
sistolica
Presién 54 + 67 52 = 39 69 = 145 69 = 5.1 839 = 1722 | 920 = 21. iz 20 Ba.t11
3 £ 126215
diastolica «
PAM 71.46:12.9 69.05=4.72 82.73+10.26 77.83.76* 104.2:18.32 | 105.94=19.47* | 106.89=17.07 | 178.4=28.14* | 102.0=11.45
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A los ocho meses se puede observar que, en el grupo de grasa hubo un aumento
en_.el porcentaje grasa corporal, asi como en los niveles de glucosa en suero, en el
grupo_alimentado con la dieta alta en grasa Unicamente hay aumento en el
porcentajetde grasa, por lo cual el sindrome metabdlico no esta establecido de
consumo de las\dietas experimentales.

A los 10 meses de dieta, hay aumentos en el porcentaje de grasa corporal, presion
arterial, glucosa en-suero y triglicéridos en ambos grupos experimentales con
respecto al grupo controly por lo que el sindrome metabdlico se encuentra
establecido al haber cuatrosde.las cinco alteraciones propias de este sindrome.

A los doce meses de consumo de las dietas, en el grupo control se observa un
aumento en la presion arterial, atribuible a la edad de las ratas, en el grupo
alimentado con sacarosa estan aumentados el porcentaje de grasa corporal,
presion arterial, glucosa en suero.y.triglicéridos, mientras que en el grupo de la dieta
alta en grasa solo hay aumento en porcentaje‘de grasa corporal, presion arterial,
glucosa en suero, los triglicéridos disminuyerony posiblemente debido a la auto

restriccion dietética que se presenta en las ratas de forma normal por la edad.
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Analisis de memoria mediante el laberinto acuatico de Morris

De acuerdo a los datos obtenidos se observa una disminucion en la memoria
espacial eén_comparacion con los grupos control, que tienen un tiempo de latencia
promedio de 20 segundos, mientras que con las dietas experimentales se reduce a

aproximadamente 10 segundos en los 3 tiempos experimentales.
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Gréfica 1. Tiempos de latencia mostrados en segundos luego de 8410 y 12 meses
de consumo de las dietas hipercaloricas. Para todos los experimentes n=4. Anova

y poshoc de Dunnet vs control. (Barra blanca) *p<0.05
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Ensayo de permeabilidad in vivo de la barrera hematoencefalica

La grafica muestra que en relacion con el grupo control a los 8 meses de consumo
de dietas'no hubo cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, a
los 10 meses comparando con su grupo control la permeabilidad aumento
considerablemente’en los grupos de sacarosa y grasa, a los 12 meses se repite en

mismo patrén que el grupo anterior.
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Grafica 2. Se muestra la permeabilidad de la barrera hematoencefalica en ng por
gramo de hipocampo. ng= nanogramos AE= Azul de Evans. Para,todos los

experimentos n=5. ANOVA y poshoc de Dunnet vs control. (Barra blanca) ¥P<0.05
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Niveles de expresion de las proteinas de unién estrecha

Los datos 'no muestran cambios en los niveles de expresion de Claudina 1 en
comparacionicon el grupo control, en ninguno de los tiempos experimentales, del

mismo modo, no hay diferencias entre los grupos de sacarosa o grasa.
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Grafica 3. Se muestran los niveles de expresion de Claudina 1 mediante gPCR a
los 8, 10 y 12 meses de consumo de las dietas. Para todos los experimentos n=3

prueba de ANOVA *p<0.05
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La.grafica muestra que a los ocho y diez meses de consumo de las dietas
experimentales no hubo cambios en los niveles de ocludina, a los doce meses el
grupo de sacarosa no mostré cambios con respecto al grupo control, en el grupo de

grasa hay unagreduccion bastante significativa en los niveles de ocludina.
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Gréfica 3. Se muestran los niveles de expresion de Ocludina mediante\W.estern Blot
alos 8, 10 y 12 meses de consumo de las dietas. Para todos los experimentos n=4.

ANOVA y poshoc de Dunnet vs control (Barra blanca) *p<0.05
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En la gréfica se observa que a los ocho y diez meses de consumo de las dietas
experimentales no existen cambios en la expresion de ocludina, a los doce meses
el grape’de sacarosa no muestra cambios con respecto al grupo control, sin
embargo,.€n el grupo de grasa, hay una reduccion bastante significativa en los

niveles de expresion de Ocludina.
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Grafica 4. Se muestran los niveles de expresion de Ocludina mediante gPCR a los
8, 10 y 12 meses de consumo de las dietas. Para todos las\experimentos n=3.

ANOVA y poshoc de Dunnet vs control (Barra blanca) *p<0.05
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Los daros obtenidos muestran que hay cambios en los niveles de ZO-1 en ninguno
de_los tiempos experimentales, tampoco se observan cambios con respecto a las

dietas.
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Gréfica 5. Se muestran los niveles de ZO-1 mediante Western Blot a los 8, 10y 12
meses de consumo de las dietas. Para todos los experimentos n=4. Prueba de

ANOVA *p<0.05
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La grafica muestra que no hubo cambio en los niveles de expresion de ZO-1 en
ninguno de los tiempos experimentales, tampoco se muestran cambios con

respecto a las dietas.
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Gréfica 6. Se muestran los niveles de ZO-1 mediante qRCR a los 8, 10 y 12 meses
de consumo de las dietas. Para todos los experimentos h=3 Prueba de ANOVA

+p<0.05
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Determinacion de activacion astrocitica

A los 8'y»10 meses de consumo de las dietas experimentales no hay evidencia de
haber activacion astrocitica, debido a que no se observa aumento en los niveles de
GFAP, alos 12 meses de consumo, el grupo de sacarosa presenta un aumento de

estos niveles, mientras que en el grupo de grasa de este tiempo no hay aumentos.
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Grafica 6. Niveles de expresion de GFAP en unidades arbitrarias. Parastodos los

experimentos n=4. ANOVA y poshoc de Dunnet vs control (Barra Blanca). *p<0.05.
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Determinacion de la cantidad de B-amiloide

El graficolmuestra que no hay elevacion de la cantidad de BA en aquellos animales
que fueron alimentados con la dieta alta en sacarosa en ninguno de los tiempos
experimentales, porotro lado, en aquellos animales que fueron alimentados con una

dieta alta en grasa mastraron una mayor concentracién de 3 amiloide.
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Grafica 6. Niveles de BA en unidades arbitrarias. Para todos los experimentos n=4.

ANOVA y poshoc de Dunnet vs control (Barra Blanca). *p<0.05
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X. DISCUSION

La ©rganizacion Mundial de la Salud, la Federacion Internacional de la Diabetes y
el Fondo_de las Naciones Unidas para la Infancia llegaron al consenso que el
sindrome ‘es.un problema de salud publica que va en aumento en todo el mundo
metabdlico, aleanzando proporciones epidémicas, (Gomez-Crisostomo et al 2018).
Los principales factores para el desarrollo de sindrome metabdlico son una vida
sedentaria y el consumo“de dietas altas en azucares y altas en grasas. (Grundy SM
2016)

Diversos estudios han evidenciado que el consumo de dietas altas en grasa o altas
en sacarosa por doce a 18 semanas son suficientes para la generacion y
establecimiento del sindrome /metabdlico (Moreno-Fernandez S et al. 2018, Aslam
M et al. 2017), sin embargo, en nuestro modelo, este se establece hasta los diez
meses de consumo de las dietas experimentales, debido principalmente a una
diferencia sustancial, en nuestro estudio‘se utilizaron ratas Wistar macho recién
destetadas, de aproximadamente 21 dias de edad'aliniciarse la dieta, mientras que
en la mayoria de los estudios los animales utilizados tienen una edad aproximada
de tres meses cuando estos inician la dieta. Posiblemente-la diferencias en los
tiempos para el establecimiento del sindrome metabdlico en\nuestro modelo se
deba a adaptaciones metabdlicas, ya que los animales no han tehido otro tipo de
dieta, mientras que cuando la dieta es iniciada luego de tres meséss“esta puede
resultar muy agresiva al metabolismo y establecerse desde las 8semanas’(Irevifio

Setal. 2017)
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Desde hace varios afios se ha reportado una relacion entre el sindrome metabdlico
yseldesarrollo de un deterioro cognitivo, (Trevifio et al. 2015) los resultados
muestran que, desde los ocho meses de las dietas hipercaléricas, repitiéndose el
patron a lesydiez y doce meses del consumo de las dietas, en donde al parecer la
edad no es uncfactor que juegue un papel sinérgico en el deterioro de la memoria
espacial, ya que”enslos tres tiempos experimentales en promedio, el tiempo de
latencia bajé de apreximadamente 20 segundos en los grupos control a poco mas
de diez segundos en los animales que consumieron las dietas, interesantemente, a
los ocho meses, si bien el'sindrome metabdlico no se encuentra establecido , si se
observa un decremento en lasmemoria espacial, lo que parece indicar que con la
sola presencia de alguna alteracion-metabdlica, es suficiente para que se refleje un
dafio a las capacidades cognitivas, lo anterior concuerda con algunos estudios, por
ejemplo, Boitard C et al. 2014 mostraron gue en ratas tratadas con una dieta alta en
grasa desde el destete, mostraron/disminucion de la memoria espacial y un
ambiente inflamatorio en el hipocampo, usando‘la'misma dieta, pero iniciada en la
edad adulta no mostraron cambios conductuales ni“presencia de un ambiente
inflamatorio. En estudios en los que se suministré una digta alta en sacarosa como
el publicado por Lemos C et al. 2016, en el cual, se les suministré6 una dieta con
35% de sacarosa por 9 semanas a ratas Wistar macho, mostraban un marcado
deterioro cognitivo.

La barrera hematoencefalica cumple un papel vital en la homeostasis-dekcerebro,
esta sirve como interfaz entre la periferia y el cerebro, regulando el‘paso de
sustancias como iones, proteinas, ceélulas inmunologicas y sustancias

proinflamatorias, al aumentar la permeabilidad, hay extravasacion de sustancias al
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sistema nervioso central, lo que por diversos mecanismos puede causar deterioro
cognitivo (Janelidze et al. 2017). En este estudio se muestra un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica desde los diez meses, en ambos
grupos detdieta experimental, a los doce meses, esta tendencia se repite, sin
embargo, a lps ocho meses de consumo de las dietas, la memoria espacial esta
afectada, pero en'relacion al grupo control no existe un aumento en la permeabilidad
de la BHE lo que podria sugerir otro mecanismo por el cual hay deterioro cognitivo,
por ejemplo Kothari V et al.»2016 publicaron un trabajo en donde se les suministro
una dieta alta en grasa lossCuales mostraron deterioro cognitivo y se le atribuye a
algunos mecanismos como” la acumulacién del péptido B-amiloide, la
hiperfosforilacion de TAU, asi come-la disminucién de la plasticidad sinaptica.

Las uniones estrechas son clave para\mantener la permeabilidad selectiva de la
BHE, existen 3 grupos de proteinas.de unién.estrecha, entre ellas la familia de las
claudinas, las cuales son las principales respensables de mantener el sello entre
celula-celula, sin embargo, esta no presenté cambios en los niveles de expresion a
lo largo del tiempo, tampoco se mostraron diferencias-entre las dietas.

La Ocludina es otra proteina transmembranal de‘“.sdma importancia en la
homeostasis cerebral, es la segunda en importancia en-la_participacion en la
selectividad de la BHE, en este trabajo no se observaron cambios en, la expresion a
los ocho ni diez meses de consumo de las dietas experimentales, a los doce meses,
con la dieta alta en sacarosa no hubieron cambios en los niveles de expresion nien
la cantidad de proteina, en el mismo tiempo, en el grupo alimentado con'grasa se
observd un decremento en el nivel de expresion de ARN asi como en la cantidad de

proteinas, indicando posiblemente que con la dieta y en tiempos tan prolongados
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puede resultar en una imposibilidad de mantener los niveles de la proteina , en
contraste, Ogata S et al. 2019, publicaron una investigacion en donde se les
suministro a ratones una dieta alta en grasa por dos a diez semanas, estos
mostraron®n decremento significativo de los niveles de ocludina, sin embargo, los
niveles de recuperaron a niveles normales en los tiempos posteriores de dieta.

La familia de lasgroteinas de la zona ocludens también conocidas como ZO-1 sirve
como nexo entre ‘el citoesqueleto y las proteinas tansmembrana Claudinas y
ocludina, proporcionando el andamiaje y soporte necesario para que las uniones
estrechas mantengan su funcidn, los resultados no muestran cambio alguno en los
niveles de expresiéon ni en la €antidad de proteina, al ser una proteina citosdlica,
puede sufrir menos dafios que una-expuesta. (Stamatovic SM 2017)

Lo anterior es evidencia de que.a permeabilidad de la BHE no se ve disminuida por
cambios en la concentracion o.expresion de las proteinas de unién estrecha,
resultados similares fueron presentados por.(Contu et al. 2019). Existen varias
formas de regulacion de estas proteinas'que se paodrian estar llevando a cabo, como
las ya mencionadas anteriormente, estas pueden estar encapsuladas en balsas
lipidicas por accion de las caveolinas sin haber disminucion en la cantidad o pueden
sufrir fosforilacion en algunos de sus residuos, y cambiar ligeramente su
constitucion, lo que puede desacoplar el complejo de union estrecha o cambiar de
lugar en el espacio y dejar de ejercer su funcion (Keaney J et al. 2015).

La proteina GFAP se expresa de forma constitutiva en los atrocitos,_tiene una
funcién fundamental en el mantenimiento de las funciones del mismo, sin embargo,
esta aumenta su expresion durante un estado inflamatorio, esta proteina sirve ¢como

marcador indirecto de neuroinflamacion, algunos trabajos reportan que algunos
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tipos de dieta como las altas en grasa son capaces de inducir un aumento de la
expresion de GFAP debido a un ambiente pro inflamatorio, como lo reportado por
(Lizarbe® B et al 2019),en contraparte, los niveles de GFAP en nuestro grupo
experimental no mostré cambios a los ocho ni los diez meses de consumo, a los
doce meses de“consumo, se observo un incremento de la proteina en las ratas con
una dieta alta ep’saearosa, y sin cambios con la dieta alta en grasa, por lo que la
dieta alta en sacaresa.podria causar neuroinflamacion en periodos muy largos de
tiempo, no siendo asi la dieta alta en grasa. Un estudio publicado por Kothari et al.
2016 en la que alimentaren ratones con una dieta alta en grasa, mostraron un
deterioro cognitivo, pero no maesttaron activacion astrocitica, lo que podria indicar
una ausencia de neuroinflamacién=y hay otras vias interviniendo en el declive
cognitivo.

El B-amiloide se expresa de manera nermal en todas las neuronas, pero su
sobreproduccién se asocia con la ehfermedad.de Alzheimer, hay reportes que
indican que algunas dietas pueden incrementar fa cantidad del amiloide, por
ejemplo, Taylor MK et al. en 2018 reportaron que uha dieta con un alto indice
glicémico era capaz de aumentar la cantidad de este péptido en ratas adultas, lo
gue potencialmente incrementa el riesgo de desarrollar la,enfermedad. Por otra
parte, nuestros experimentos no mostraron aumento en los niveles de esta proteina,
pero exhiben deterioro cognitivo, lo que indica otras vias que deteriaran la memoria,
puede deberse a nuestro modelo murino, basado en ratas recién destetadas, lo que

podria conferirle cierta adaptacion.
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Hay reportes en donde una dieta alta en grasa es capaz de propiciar la acumulacion
de la proteina en el cerebro, por ejemplo, Walker JM et al. 2017 quienes sometieron
a ratones APP/PSENL1 a una dieta alta en grasas causO deterioro cognitivo y
acumulacién,de BA, condiciones que pudieron ser revertidas al cambiar la dieta por
una baja en grasa. En nuestro estudio, aquellas ratas que fueron alimentadas con
una dieta alta en grasa mostraron un marcado deterioro cognitivo posiblemente

ocasionado por la aeumulacién del BA.
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XI.CONCLUSIONES

El consumo de nuestras dietas hipercaloricas altas en sacarosa y alta

grasa afectan el metabolismo de forma diferencial.

Ambas dietas causan dafio sustancial en la barrera hematoencefalica

aumentando su permeabilidad.

El aumenta desla permeabilidad no estd mediado por la disminucion de
las proteinas de union estrecha.
La neuroinflamaci@n,no es el mecanismo por el cual la BHE esta dafiada

y la memoria disminuye\en nuestro modelo.
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