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Resumen.

El sistema nervioso central coordina todas las funciones del organismo y su funcion
principal es la transmision del impulso nervioso. La Na*/K*-ATPasa (NKA) es una enzima
transmebranal de transporte que regula el gradiente iénico en la membrana, ademas de ser parte
del gran esquema de sefializacion celular. En México y el mundo las enfermedades metabdlicas
son un grave problema de salud publica, principalmente la diabetes mellitus (DM) que esté ligada
a una dieta excesiva en calorias y ademas parte del denominado sindrome metabdlico. Se ha
relacionado a la DM entre otras alteraciones caracteristicas que también afecta al sistema
nervioso, por ejemplo en la actividad de una enzima (NKA) y en la disminucién de la sintesis de
serotonina. Actualmente no se conoce si una dieta hipercaldrica modifique la actividad de la
enzima NKA y el metabolismo de lipidos y carbohidratos por lo que el objetivo del presente trabajo
fue determinar el efecto de una dieta hipercalérica sobre el perfil de lipidos y carbohidratos y
sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de ratas. Por lo cual se
establecié un modelo de dieta alta en carbohidratos y en lipidos en ratas Wistar macho adultas y
se compar6 su efecto contra un grupo control. Se registro el peso corporal, los niveles de glucosa
y se realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina para establecer
posibles signos de alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos. Se determiné el perfil
lipidico y la actividad de la NKA. Los resultados muestran aumento en el peso corporal de los
animales con dieta, asi como un incremento significativo en algunos parametros el perfil de
lipidos. El nivel de glucemia en ayunas no presentd una diferencia entre grupos, pero la prueba
de tolerancia a la glucosa y la de resistencia a la insulina si mostraron diferencias con respecto
al grupo control. La actividad de la NKA disminuyé con respecto al grupo control. Con estos
resultados podemos concluir que sin que existan signos de hiperglicemia, existen alteraciones en

la actividad de una enzima y en el perfil de lipidos y carbohidratos por la dieta hipercalérica.

Palabras clave: sistema nervioso, diabetes mellitus, bomba de sodio y potasio.
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Abstract.

The central nervous system manages all functions in the organism, which main function is
synapsis and transmission of the neuronal impulse, with the help of neurotransmitters. The Na*/K*-
ATPase pump is a membrane-bound enzyme responsible for maintaining the ionic gradients
across the membrane, also it is part of the cellular signaling pathway. In Mexico and the world,
metabolic related diseases are a public health concern, especially diabetes mellitus, a disease
related to a high-calorie intake and which is part of the metabolic syndrome. To this day it is
unknown if a high-calorie intake would alter the NKA activity and its effect in the metabolic of lipids
and carbohydrates, therefore our main goal is to determinate the effect of a high-calorie intake in
the lipid profile, the tolerance of glucose and the activity of the NKA. A diet model of high
carbohydrates and high lipids intake was established in male Wistar rats and its effect was
compared against a control group. Meanwhile this model was implemented, body weight and
blood glucose levels were recorded, also oral glucose tolerance test and insulin resistance test
were executed. Lipid profile and activity of the NKA were obtained. As a results, an increase in
body weight was observed in animals with high-calorie diet, also an increase in blood lipids level
was observed too. Though fasting blood glucose levels were not different between groups, oral
glucose tolerance test in fact shows hints about an impaired glucose tolerance in rats with high-
calories diet. These results suggest us that a high-calorie diet decreased NKA pump activity

although without signals of hyperglycemia, altered lipid profile.

Key words: nervous system, diabetes mellitus, sodium potassium pump.
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1. Introduccioén.
1.1 Sistema Nervioso Central

En los mamiferos, las funciones del organismo estan coordinadas por el sistema nervioso,
un sistema desarrollado a través de la evolucién para especializarse en uno de los principios
fundamentales de los organismos vivos, la capacidad de reaccionar a estimulos. Es la base de
toda la experiencia consciente, la personalidad y el comportamiento humano (Saladin, 2013). El
sistema nervioso es el que ve, oye, siente, se mueve, recuerda y suefia. El sistema nervioso de
todos los mamiferos tiene dos divisiones, el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso

periférico (SNP) (Bear, Connors & Paradiso, 2016).
1.1.1 Organizacion
1.1.1.1 Sistema nervioso central

El SNC esta formado por encéfalo y médula espinal, las partes del sistema nervioso que se
encuentran dentro de huesos, craneo y columna vertebral (Bear, Connors & Paradiso, 2016). Se

forma a partir del tubo neural desde los cuatro meses de gestacion (Brailowsky, 2002).

La médula espinal se compone de sustancia gris (cuerpos neuronales) rodeada de fibras
nerviosas (sustancia blanca), es la via mayor de comunicacion de los tejidos con el cerebro y del
cerebro con los tejidos. El encéfalo se compone de cerebro, cerebelo y tallo cerebral (Bear,

Connors & Paradiso, 2016).

El tronco encefalico es la estructura de la cual brotan el encéfalo y el cerebelo. Regula
funciones del sistema nervioso autbnomo y esta formado por el tallo cerebral y el mesencéfalo
(Bear, Connors & Paradiso, 2016). El tallo contiene los centros regulatorios de la respiracion,

temperatura y frecuencia cardiaca. El mesencéfalo es el puente entre el tallo cerebral y el cerebro
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y contiene la formacion reticular, responsable de los ciclos de suefio y vigilia y sus estimulos

(Brailowsky, 2002).

El cerebelo (del latin “pequefio cerebro”) es el centro primario de control motor, se
encuentra por detras del tallo cerebral y esta formado por dos hemisferios y una parte central, por
la que se conecta con tallo y con corteza. El cerebelo procesa las sefales para el equilibrio, la

postura y los movimientos coordinados (Brailowsky, 2002).

El cerebro esta formado por multiples estructuras especializadas, como son el diencéfalo
formado por el tAlamo y el hipotalamo, la hipdfisis y glandula pineal que responden al hipotalamo
para la produccion de hormonas; el sistema limbico que estd compuesto por diversos nucleos
distribuidos en el cerebro encargados de la mayoria de los impulsos basicos, las emociones y los
movimientos basicos para la supervivencia; el hipocampo que se relaciona con la memoria a corto

plazo y otros procesos (Brailowsky, 2002). La parte principal del cerebro es la corteza cerebral.

La corteza cerebral esta formada por una capa de células nerviosas que rodea
completamente al resto del cerebro. La corteza es la responsable de interpretar la informacion
proveniente del mundo exterior y del medio interno. Los centros del lenguaje y las areas de
percepcion de las sensaciones de todo el cuerpo se encuentran en la corteza (Brailowsky, 2002).
Las cisuras dividen a la corteza en hemisferios, derecho e izquierdo y ademas muestra una cisura
central y otra lateral que divide a cada hemisferio en I6bulos: frontal, parietal, temporal y occipital
(Fig. 1) La corteza también se divide segun sus funciones, sean de recepcion, de salida y de

asociacion (Brailowsky, 2002).
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Lobulo frontal Lébulo parietal

Circunvolucién
precentral

Cisura de

Rolando

- Lébulo occipital

| Cisura de Silvio

Lobulo temporal

Figura 1. Anatomia de la corteza cerebral (Saladin 2013)

El SNC esta recubierto para su proteccion por tres membranas denominadas meninges (del
griego “envoltura”) que se conforman de la piamadre, la membrana aracnoides y la duramadre
de adentro hacia afuera (Bear, Connors & Paradiso, 2016). Ademas, el SNC cuenta con el
desarrollo de la barrera hematoencefalica (BHE) que es la filtracion selectiva del transporte de
compuestos que pasan de la sangre al cerebro (Brailowsky, 2002), mediada por células
endoteliales més gruesas y sin fenestraciones. No todas las areas del cerebro cuentan con esta
barrera. Después de la capa endotelial se encuentra una matriz extracelular con queratina que
se encuentra casi recubierta de pies de astrocitos (Laterra et al., 1998). Esta estructura tiene una

importancia especial en el paso de nutrientes y en rutas terapéuticas.
1.1.1.2 Sistema nervioso periférico

El SNP se forma de los nervios que salen por fuera de la médula espinal y los ganglios
nerviosos (Brailowsky, 2002). Los ganglios nerviosos son protuberancias en forma de nudo donde
se concentran los somas de las neuronas (Saladin, 2013). El SNP se divide a su vez en funciones,
sensorial y motora, que a su vez se dividen en visceral y somatica,; la division motora visceral es

la conocida como el sistema nervioso auténomo (SNA) (Saladin, 2013)
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El SNA se encarga de la regulacion del corazén, vasos sanguineos, glandulas, visceras y
musculo liso vascular. Se encarga de regular las funciones inconscientes del organismo que a su
vez se regulan por 6rganos como el hipotalamo. EI SNA se divide en simpdatico (usa acetilcolina
y noradrenalina como neurotransmisores) y parasimpatico (usa acetilcolina) que regulan

funciones similares, a veces antagonistas el uno del otro (Brailowsky, 2002).

1.1.2 Neurobiologia celular

La unidad funcional basica de cada tejido es la célula. En el sistema nervioso las células
que los conforman se pueden dividir en dos amplias categorias: neuronas y glia. La glia
representa el 90 % de las células nerviosas, pero son las neuronas las que llevan a cabo la

funcion fundamental del sistema nervioso (Bear, Connors & Paradiso, 2016).

1.1.2.1 Neuronas

Todas las neuronas tienen la cualidad de ser excitables, conducir sefiales de una a otra
neurona y de secretar sustancias que transmitan las sefiales a otras neuronas (Saladin, 2013).
Las neuronas pueden ser excitadoras, inhibidoras o moduladoras en su efecto, asi como

secretoras o0 sensoriales en su funcién (Raine, 1998).

La imagen clasica de la neurona con un soma con amplias dendritas emergiendo de un polo
y un largo axén emergiendo del otro es el resultado de los trabajos de Purkinje en 1839 y de

Deiters, Ramoén y Cajal y Golgi al final del siglo XIX (Raine, 1998).
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Vaina
de mielina

P2
Citoplasma del Nodo \
olgodendrocito de Ranvier ~ Mitocondria

Figura 2 Detalle del axdn neuronal. Se observa la estructura de los filamentos de mielina 'y

los nédulos de Ranvier (Saladin, 2013).

Las neuronas contienen los mismos componentes intracelulares que la mayoria de las
células. El soma de las neuronas es identificable por la sustancia de Nissl, consistente en masas
basofilas intracitoplasmaticas que ramifican a través del citoplasma, se compone principalmente

de reticulo endoplasmico rugoso (Raine, 1998).

El axdn neuronal se puede dividir en ramificaciones conocidas como axones colaterales. El
axon se divide en tres regiones que se diferencian en funcionalidad y morfologia, la parte inicial
del ax6n en la que aun se puede encontrar sustancia de Nissl (axon hillock en inglés). Al final del
axoén se encuentra una protuberancia que forma el boton sinaptico, este sitio ya no tiene mielina
y es el sitio de contacto con otra neurona que sera la receptora de la sefial nerviosa. Esta parte
del axén contiene toda la maquinaria para la produccién, empaqguetamiento y liberacién de

neurotransmisores (Bear, Connors & Paradiso, 2016).
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Las dendritas (derivado del griego para arbol) tienen la funcién principal de recibir las
sefales enviadas desde otras neuronas, por lo que se encuentran rodeadas de estas conexiones
sinapticas (Bear, Connors & Paradiso, 2016). Las dendritas se pueden encontrar en forma estelar

alrededor de la neurona o provenir de un solo tronco del cual ramifican (Raine, 1998).

Las neuronas se pueden clasificar de diversas formas, a continuacién, se enumeran

algunas de ellas.

e Segun el numero de ramificaciones:
= Unipolares: Solo tienen la ramificacion que sale del soma. Estan
representadas por las neuronas que llevan sefiales sensoriales a la médula
espinal (Saladin, 2013).
= Bipolares: Solo poseen un axén y una dendrita, como ejemplo estan las
células olfatorias y algunas de la retina (Bear, Connors & Paradiso, 2016).
= Multipolares: La mayoria de las neuronas, que poseen un axén y varias
dendritas (Saladin, 2013).
e Segun la forma de sus dendritas:
= Piramidal
» Estrelladas

= Espinales o no espinales (Bear, Connors & Paradiso, 2016).
1.1.2.2 Glia

En 1846, Virchow reconocié la existencia de un grupo de células diferentes a las neuronas
a las que llamé neuroglia. Hoy se reconocen tres amplios grupos de células gliales: la macro glia,
compuesta por astrocitos y oligodendrocitos, que se originan del ectodermo, la micro glia que

se origina del mesodermo y las células del epéndimo. Las células gliales difieren de las neuronas
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difieren de las neuronas en que no poseen sitios de sinapsis y mantienen la capacidad de division

a través de la vida, especialmente en respuesta a lesiones (Raine, 1998).

Los astrocitos proveen y sostienen a las células del sistema nervioso, regulan el contenido
quimico en el espacio. Envuelven los sitios sindpticos para evitar la pérdida de neurotransmisores
y recapturan algunas moléculas de estos, también regulan el contenido extracelular de potasio
(Bear, Connors & Paradiso, 2016). Envian sefales a la vascularizacidn cercana para aumentar o
reducir la vascularizacion, secretan factores de crecimiento neuronal y ante lesiones reparan el

tejido dafiado llenando los espacios de las células perdidas (Saladin, 2013).

Los oligodendrocitos son las células gliales productoras de mielina en el SNC, su
contraparte en el SNP son las células de Schwann, aunque al contrario de éstas, los
oligodendrocitos pueden producir mas de un intervalo de mielina simultdneamente (Raine, 1998),
la mielina ayuda con la transmision del impulso nervioso, existen pequefios espacios descubiertos

de mielina denominados nddulos de Ranvier (Felten et al., 2016).

Las células encargadas de la respuesta inmune en el espacio neuronal son las de la
microglia que en reposo se encuentran en un estado normal, pero se vuelven un macréfago activo
muy movil durante procesos de enfermedad (Raine, 1998). La microglia se encarga de la
fagocitosis de células apoptdcticas y restos celulares, remodelan y eliminan sinapsis del SNC,
ademas de la respuesta alta a estimulos que indiquen patégenos, dafio o muerte celular y otros,
tienen la capacidad de producir las sustancias para su funcion de fagocitos y de sefalizacion

(Felten et al., 2016).

Todas las células del SNC juegan un papel importante en el sistema de neurotransmision,

la falla de alguno de estos conjuntos afecta en cierta forma a todo el sistema.

1.1.3 Neurotransmisién
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La comunicacion neuronal como la estimulacibn muscular tiene como base la
electrofisiologia: los mecanismos celulares para producir potenciales (Saladin, 2013). En el SNC
la comunicacién por impulsos eléctricos se convierte en una sefial quimica como la forma principal
de comunicacion: la sinapsis, a esta conjuncién se le refiere como transmisién neurohumoral

(Brailowsky, 2002).

1.1.3.1 Transmisién neurohumoral.

Las membranas de las neuronas estan polarizadas, es decir, tienen una diferencia de

potencial entre el interior y el exterior (Felten et al., 2016).

El potencial de reposo de una membrana es de alrededor de -70 milivoltios (mV)
(Brailowsky, 2002). Las concentraciones extra celulares de Na* y CI de 145 y 105 mEqg/L
respectivamente, son altas comparadas con las concentraciones intracelulares de 15y 8 mEg/L.
La concentracién extracelular de K* es baja 3.5 mEg/L comparada con la concentracion
intracelular de 130 mEg/L. (Felten et. al, 2016). La membrana plasmatica es mas permeable al
K* que a cualquier otro ion. El mantenimiento del equilibrio en los iones es un trabajo realizado

principalmente por la bomba de sodio/potasio dependiente de ATP (Saladin, 2013).

El estimulo de una neurona, en una de sus dendritas, sea quimico o eléctrico, producira un
potencial local, esto es la entrada gradual de iones de sodio a la célula a través de canales i6nicos
especificos en la membrana (Felten et al., 2016) lo que producira una corriente que se movera a
lo largo de la membrana hasta la zona de inicio del axén neuronal. Los potenciales locales varian
segun su intensidad, decrecen conforme se extiende la corriente, son reversibles si la
estimulacion cesa y también pueden inhibir segun sea el caso, es decir, hiperpolarizar la

membrana en lugar de despolarizar (Saladin, 2013).

Cuando uno, aunque es infrecuente que ocurra, o varios potenciales locales alcanzan la

zona de activacion del axén, lograran activar en ese sitio una respuesta de despolarizacion que
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en esta zona densa en canales idnicos producird en conjunto un potencial de accion (Saladin,
2013). Para que esto ocurra debe alcanzarse el umbral de despolarizacion. El umbral es el punto
en el que la entrada de iones de sodio a través de sus canales no puede ser contrarrestada por
la salida de K* (Felten et al., 2016). Inevitablemente cuando se alcanza el umbral (-50 mV) se
inicia el potencial de accién (Saladin, 2013). Los potenciales de accidén no son reversibles, ocurren
0 no ocurren y no decrecen en su intensidad porque el impulso se propaga por todo el axén

(Felten et al., 2016).

Una vez que grandes cantidades de Na* han entrado a célula, ocurre la apertura retardada
de los canales de K* que hacen que el ion salga y se incremente la despolarizacién, pero a su
vez se reinicie la salida de iones de sodio lo que implica el retorno al potencial de reposo celular,

incluso un poco mayor que éste, lo que es una hiperpolarizaciéon (Brailowsky, 2002).

El movimiento de corriente activa los canales iénicos en la zona siguiente al impulso, por lo
que se produce la repeticién del potencial de accién a lo largo de todo el axén, en forma de
cascada. En células provistas de mielina, el potencial es suficiente para viajar entre ndédulos de
Ranvier reiniciAndose en cada uno, lo que da la apariencia de ser una conduccién saltatoria
(Felten et al., 2016). En células sin mielina la conduccion es continua en la siguiente regién de
membrana. Puede parecer que el impulso es mas rapido si es continuo, sin embargo, el impulso
que ocurre en cada nédulo de Ranvier es mas rapido y la suma de cada potencial resulta en

mayor velocidad (Saladin, 2016).
1.1.3.2 Sinapsis neuronal

La llegada del impulso nervioso produce una serie de eventos en la zona de la sinapsis. En
el compartimiento presinaptico (el botdn sinaptico al final del axén) ocurre la transformacion del
impulso eléctrico en una sefal quimica. Cuando el potencial llega a la sinapsis, se produce la

entrada de iones de Ca?" que hace que las vesiculas de neurotransmisores se fusionen con la
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membrana y liberen su contenido al exterior, también se liberan componentes troficos que
favorecen la transmision (Brailowsky, 2002). Las vesiculas sinapticas tienen un interior acido,
cercano a pH 5.5, mantenido por una ATPasa translocadora de protones del tipo vacoular (Holz

y Fisher 1998).

En el compartimiento postsinaptico (en la neurona receptora) ocurre la interaccion del
neurotransmisor con su receptor especifico, a partir de ahi puede ocurrir el estimulo para la
despolarizacion potencial postsinptico excitador (PPSE) o por el contrario puede favorecerse el
estado polarizado, dando lugar al potencial postsinaptico inhibitorio (PPSI) (Felten et al., 2016).
El neurotransmisor pierde efecto a medida que se recaptura, se metaboliza o se absorbe por las

células gliales (Brailowsky, 2002).

El siguiente paso en la sinapsis es un mecanismo de transduccion de sefiales. La primera
fase es la unién del ligando con su receptor ubicado en la superficie de la neurona, sea de la
membrana pre o postsinaptica. En la segunda fase el complejo receptor-ligando activo propicia
la formacion de segundos mensajeros (receptores ligados a proteinas G, por ejemplo), la apertura
o cierre de canales i6nicos o el reclutamiento de proteinas intracelulares. La tercera fase implica
la activacion de enzimas (cinasas por ejemplo, fosfatasas) que median la respuesta biolégica. De
esta forma, la unién inicial del ligando con su receptor resulta en una amplificacién de la respuesta
mediada por una cascada de respuesta (Holz y Fisher 2012). La respuesta generada depende

de neurotransmisor implicado en la sinapsis.

1.1.3.3 Neurotransmisores.

Se define neurotransmisor a una sustancia producida por una célula nerviosa que es capaz
de alterar el funcionamiento de otra célula por medio de la ocupacién de receptores especificos
y por la activacibn de iones y metabolitos. Para que una sustancia sea considerada

neurotransmisor (Brailowsky, 2002), los eventos pre y postsinapticos estan altamente regulados
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y sujetos a cambios dependientes de la funcién que son la base para la plasticidad y el

aprendizaje en el SNC. La transmision quimica en la sinapsis requiere de las siguientes

condiciones:

1. El neurotransmisor de debe sintetizar en la terminal presinaptica.

2. El neurotransmisor se almacena en vesiculas de secrecién

3. La liberacion del neurotransmisor en el espacio sinaptico esta regulada por

transmisién nerviosa

4. Existen receptores en la membrana del sitio postsinaptico, tal que la aplicacién del

receptor a la sinapsis replica los efectos de la estimulacién nerviosa.

5. Los medios para terminar la accién del neurotransmisor liberado (re-captacion,

metabolismo o eliminacion) (Brailowsky, 2002; Holz y Fisher 2012).

La liberacion de neurotransmisor suele realizarse de forma no lineal, y algunos

neurotransmisores disminuyen su liberacién cuantal con frecuencias de potencial de accién mas

elevadas, mientras que otros neurotransmisores colocalizados (neuropéptidos) solo se liberan

con frecuencias de potencial de accion mas alta (Felten, 2016).

Actualmente se conocen alrededor de 100 neurotransmisores, en la siguiente tabla se

muestran los diez més importantes.

Neurotransmisor
Acetilcolina

Acido gamma
butirico (GABA)

Glicina

amino

Receptores
Muscarinicos

Muscarinicos
Nicotinicos

GABA;
GABA;

Sensible a estricnina
Insensible a estricnina

Tabla 1. Principales neurotransmisores del SNC.

Funcion

Excitador: papel en la
memoria

Inhibidor: autorreceptor,
disminuye la liberacién.
Excitador: Aumenta la
liberacion

Inhibidor: Modula la
excitacion 'y  procesos
sedantes.

Inhibidor

Inhibidor

25



Glutamato NMDA, AMPA, KA Excitador
mGlus, mGlus Excitador
mGlu,, mGlus, mGlus, Inhibidor: Ligado a procesos
mGlug taldmicos
Dopamina D Ds Excitador: Estimulacion
D2 D3 D4 Inhibitorio: Reduce la
liberacion
Histamina Hi, Ha2 Excitador: Papel en el
despertar, ansiedad
Hs Inhibidor: Autorreceptor
Noradrenalina a1 Excitador:
o2 Inhibidor
Bi1 2 Excitador
Serotonina 5-HT; Inhibidor: Papel en la
depresion y  ansiedad,
disminuye la transmision del
dolor
5-HT2 34 Excitador: Papel en
procesos cognitivos,
modulacién presinaptica.
Péptidos opioides M, K, © Inhibidor
Taquicininas NKi 2 3 Excitador

Nota: Adaptado de Brenner & Steven 2019 con fin de difusion.

1.1.5 Transmisidn serotoninérgica.

La 5-hidroxitriptamina (5-HT), mejor conocida como serotonina, es una amina bidgenica
compuesta de un anillo de indol y una cadena lateral etilamino. En 1948, Rapport, Green y Paige
aislaron y caracterizaron esta sustancia en el suero sanguineo, almacenada en las plaquetas y

con accion de caracter tonico (Diaz et al., 2011).
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5-hidroxitriptamina
3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-ol

Figura 3. Estructura de la 5-hidroxitriptamina (NCBI).

La estructura de la 5-HT le otorga un caracter polar que no atraviesa la BHE, por lo que
cuando se descubrio su presencia en el cerebro, en 1953, se consideré un importante hallazgo
ya que implica la sintesis al interior del SNC y una funcién como neurotransmisor (Diaz et al.,

2011).

La 5-HT es una molécula con diversos efectos tanto en el SNC como en la periferia, juega
un papel modulador en casi todas las funciones fisiologicas y esta envuelta en muchos procesos
biolégicos (Berumen et al., 2012; Mohammad-Zadeh, 2008). La 5-HT regula multiples funciones
cerebrales, en particular las que se encuentran relacionadas con la conducta, desde la
alimentacién hasta la actividad sexual y el sistema de recompensa. La serotonina influye en la
temperatura corporal, la funcién cardiovascular, la motilidad intestinal, contraccion y relajacion
muscular, suefio, percepcion del dolor, emociones y cognicién, asi como un bien conocido rol en

las células del sistema inmune (Berumen et al., 2012)

1.1.4 Metabolismo

En el SNC las neuronas que producen 5-HT se localizan mayormente en los llamados

nucleos de rafe, situadas en el tronco del encéfalo y emiten proyecciones a todo el resto del SNC
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formando un amplio circuito. El sistema limbico y el hipocampo son el principal objetivo de las

terminales serotoninérgicas (Diaz et al., 2011; Berumen et al., 2012).

La 5-HT se produce a partir del amino&cido triptéfano procedente de la dieta en dos pasos
mediados por enzimas, la triptéfano hidroxilasa coloca un grupo hidroxilo en el carbono 5 para
producir 5-hidroxitriptéfano (5-HTP), en un segundo paso la descarboxilasa de L-aminoacidos

arométicos (LAAD) convierte el 5-HTP en 5-HT.

Serotonina
2 " -
Triptamina wor [ \
5-hidroxilasa "
Il\ " "
A Triptéfano \ Monoaminooxidasa

! descarboxilasa | (MAO)

|

Triptamina o L
Metabolismo . \
vegetal NN 3
g\ | b "
AN
5-hidroxi- ‘
triptofano A o
) - . T ]
;nptofano» 7 Metabolismo “~A \.\
escarboxilasa / animal il
/
. / o Acido 5-hidroxiindol-
- :réptof_ellno 5- acético
» |droxilasa
/ \< "
Triptéfano

Figura 4. Metabolismo de la serotonina (MDBI).

El catabolismo es llevado a cabo principalmente por la monoamino oxidasa, como lo es
para muchas otras aminas bioldgicas. La MAO-A es la principal encargada del metabolismo de
5-HT, la MAO-B representa una proporcién menor, principalmente en plaguetas. El producto del
metabolismo es el acido 5-hidroxiindolacético que es excretado en la orina (Mohammad-Zadeh,

2008).

La 5-HT liberada al espacio sinaptico actia sobre los receptores en la membrana

postsindptica o en el auto receptor presinaptico que actia como un control de regulacion, un
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circuito de retroalimentacion negativa (feedback negativo), evitando la liberacibn de mas
neurotransmisor y activando el transportador selectivo de alta afinidad (SERT, por siglas en
inglés) que recaptura la serotonina para su reciclaje en la terminal presinaptica dentro de vacuolas

o para ser degradada por la MAO en el citosol (Mohammad-Zadeh, 2008).

1.1.4.1 Receptores de serotonina

Los receptores de serotonina se han clasificado en siete grupos 5-HTi7, con hasta 15
subtipos, todos pertenecen a la familia de receptores asociados a proteinas G (GPCR), excepto
el receptor 5-HT3, que es un canal iénico ligando receptor parecido a los receptores de acetilcolina

(Filip & Bader, 2009).

Los receptores 5-HT: y 5-HTs estan ligados con la regulacion negativa de la adenilato
ciclasa, por lo que su activacion implica disminucion en la sintesis de AMPc. Los receptores del
grupo 5-HT; favorecen las vias del inositol trifosfato y del diacilglicerol, lo que implica la salida de
Ca?" intracelular. Los receptores 5-HT4, 5-HTs y 5-HTincrementan la actividad del AMPc (Kandel,

2001).

Ademas de las funciones descritas anteriormente, los trabajos de Hernandez y Mercado en
1992 y de Pefia-Rangel et al. en 1999 demostraron el rol regulatorio de la 5-HT en la actividad de
la bomba de Na*/K*-ATPasa, mediante lo que se sugiere es un mecanismo de activacion en

células gliales expresado principalmente en la estimulacion de sitios cataliticos de la enzima.
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1.2 Bomba de Na*/K*-ATPasa

La bomba de sodio potasio ATPasa
(NKA para abreviar) fue descrita originalmente
por Skou en 1957 (Pierre y Blanco, 2021). Es
una enzima integral de membrana, de la
familia de las enzimas tipo P que extrae Na*y
acumula K*, que se encuentra en todas las
membranas plasmaticas en diferentes
concentraciones. Juega un papel importante
en la homeostasis de iones (Silva & Soares-
da-Silva, 2012). La concentracion de la
enzima en la membrana depende de la

demanda de movilizacién de sodio, siendo que

puede haber de 4700 y 5600 unidades por

micrémetro cuadrado, componiendo entre el 10 Figura 5. Estructura de la bomba de
] sodio/potasio-ATPasa (Andrei Lomize).

y el 15 % del total de proteinas de membrana

(Fabregat, 1983).
1.2.1 Estructuray funcion

El peso molecular aproximado de la enzima es de 280,000 daltons (Da) variando segun el
autor que lo menciona. Kyte fue el primero en demostrar que la enzima est4 compuesta por dos

subunidades a las que denominé por su tamafio en alfa (a) y beta (B8) (Fabregat, 1983).

La subunidad a cuenta con 10 dominios transmembranales y contiene los sitios cataliticos,
de unién con el ATP y de transporte de iones, sitios de regulacion de hormonas esteroides y de

fosforilacion para la proteina cinasa A y la proteina cinasa C. La subunidad 8 es una proteina
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altamente glicosilada con un largo dominio extracelular que ayuda a la maduracion de la enzima,
su localizacion en la membrana y la estabilizacién de los intermediarios (Silva & Soares-da-Silva,
2012). La subunidad a no es funcional y se queda en el reticulo endoplasmico si no se expresa

también la subunidad 3 (Wayne Albers & Siegel, 1998).

Una tercera subunidad ha sido descrita unida al complejo de alfa y beta en ciertos tejidos,
como corazdn, rifidn y cerebro. Esta tercera subunidad pertenece al grupo de proteinas FXYD,
un grupo de polipéptidos hidrofébicos de tipo 1. Estas proteinas no forman parte integral de la
enzima, pero modulan propiedades cinéticas mediante interacciones moleculares con dominios

especificos de la NKA (Pierre y Blanco, 2021; Wang et al., 2012).

Extraceilular Binding sile for
Bpace

| ™
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Figura 6. Los dominios transmembranales de las subunidades de la NKA (X).

Existen cuatro isoformas conocidas de la unidad alfa a1 a; as y as. En el cerebro se expresan

las tres subunidades alfa que comparten el 85 % de su secuencia y solo muestran cambios en la
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region N-terminal. En SNC se expresan las 3 isoformas de la subunidad alfa, a: se expresa en
glia, células de Schwann, plexo coriode del epitelio y algunas neuronas, a; se expresa en glia de
todo el SNC, aunque no se descartan neuronas y asz solo se encuentra en neuronas. (Wayne
Albers & Siegel, 1998). La subunidad a4 esta limitada a los testiculos, donde se expresa

principalmente en la espermatogonia (Silva & Soares-da-Silva, 2012).

También se han identificado tres genes para la subunidad B. B 1 es la mas expresada
mientras que (. se expresa en el cerebro embrional, conforme madura, B2 se expresa en

astrocitos y desaparece de neuronas. (Wayne Albers & Siegel, 1998).

La mayoria de la energia cerebral es usada para extraer el sodio que ingresa durante la
excitacion y el transporte secundario. Se ha estimado que del 25 al 40 % de la energia cerebral
se destina a la actividad de la NKA (Wayne Albers & Siegel, 1998). Otros autores, como Pivovarov

et al. (2018), mencionan que es cerca del 50 % de toda la energia.

Para que la NKA se active se requiere la presencia de ion magnesio Mg?* y esencialmente
de ATP, tanto in vivo como in vitro lo que indica que el complejo Mg?-ATP es el sustrato de la
enzima y que el ATP libre no puede activarla. Se describen dos sitios de unién para el ATP, uno

de alta afinidad y otro de baja afinidad (Fabregat, 1983).

La actividad de ATPasa de la bomba se puede describir como una fosforilacién que
depende de la uniéon de Na* en el sitio catalitico que es un residuo de aspartato, seguido de
hidrolisis, dependiente de la unién de K*, de este complejo (Wayne Albers & Siegel, 1998). Este

intermedio fosforilado es caracteristico de la familia de ATPasas de tipo P (Pivovarov et al., 2018).

La fosforilacion ocurre Unicamente cuando tres iones de Na* del citoplasma se unen a la
proteina. En este punto, que se conoce como E1-P, la fosforilacion puede ocurrir, pero puede ser
reversible, por lo que ocurre un cambio conformacional con la fosforilacion, lo que libera al sodio

a la matriz extracelular. Es punto se conoce como E2-P, en el que se unirdn dos iones de K* de
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exterior, hidrolizando el acilfosfato, liberando fosfato inorganico (Pi) y causando el regreso a la
forma E1 de la enzima, lo que a su vez lleva los dos iones al interior y los libera. Esto cumple el

ciclo y la enzima est4 lista para iniciar otro (Wayne Albers & Siegel, 1998).

De esta forma, por cada ATP que se hidroliza, se extraen tres iones Na* y se importan dos
iones de K%, lo que genera en principio un potencial de membrana menos polarizado que el

generado por el equilibrio electroquimico (Mohan et al., 2019).

La NKA en astrocitos es usada para mantener bajos niveles de K* alrededor de las neuronas
(Wang et al, 2012). Media un incremento en la captura de K* lo que resulta en una disminucién
del potasio extracelular. La activacion de la NKA es mediada por Ca?* parcialmente por el ingreso

de Na* a través del intercambiador de Na*/Ca?" (Pivovarov, 2018).
1.2.2 Regulacién

La via de regulacion directa de la enzima NKA es otorgada por sus sustratos, principalmente
por el Na*, dado que el ATP esta presente en concentraciones saturables en la mayoria de las

células (Silva & Soares-da-Silva, 2012).

La actividad de la NKA est4 regulada de forma directa o sostenida con el tiempo por
multiples moléculas endb6genas y mensajeros primarios. Mientras que los primeros actdan
uniéndose a sitios directos en la enzima, la subunidad a, los agentes que regulan a largo plazo,
digamos neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento, modulan la actividad a través
de la unién con receptores ligados a proteinas G, que inician las cascadas de sefializacién que

fosforilan ciertas proteinas que pueden regular la actividad de la NKa (Therien y Blostein, 2000).

La fosforilacién de estas proteinas blanco por proteinas cinasas puede inhibir o facilitar la
actividad de transporte de la NKA en ciertas especies y en ciertos tejidos. La desfosforilacion que

hacen las fosfatasas produciria la accion contraria (Mohan et al., 2019). La via de la adenilato

33



ciclasa, AMPc-PKA y la del diacilglicerol-PKC son dos vias conocidas por su responsabilidad en

la regulacion de la NKA (Therien y Blostein, 2000; Mohan et al., 2019).

Los conocidos como esteroides cardiotdnicos, son compuestos ampliamente conocidos
como inhibidores de la NKA. La mas representante sustancia de este tipo es la ouabaina. La
subunidad alfa de la NKA presenta en el dominio extracelular y en la region de transicion sitios
para el anclaje de la ouabaina, por lo que representa un excelente marcador ya que se une a la

cara extracelular de la enzima (Pivovarov et al., 2018; Fabregat, 1983).

A lo largo del trabajo realizado por Amir Askari, describe que la NKA tiene una funcién como
receptor y como via de sefializacion a través de la inactivacion por los derivados digitélicos como
la ouabaina: “El mas firme hecho establecido acerca de la funcion de sefializacién de la bomba
es gue las drogas digitalicas que inhiben la actividad de la NKA, son activadoras de su funcién

de senalizacion” (Askari, 2019.)

Ha quedado claro el rol importante que juega la bomba de Na*/K*-ATPasa es la regulacion
del transporte y la sefializacion de las células. Multiples estudios a través del tiempo y los datos
que presentan han establecido ademas la implicacion de la NKA en otras condiciones como la
preclamsia, desorden depresivo, alcoholismo y en enfermedades relacionadas con alteraciones
en el metabolismo como el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus (Silva & Soares-da-

Silva, 2012).

1.3 Sindrome metabdlico

1.3.1 Definicion

Existe un consenso general en la definicion de lo que es el sindrome metabdlico (SM)
aunque no sea enteramente asi para establecer los criterios que lo conforman y su etiologia. Sin
embargo, se establece unanimemente que el SM es un conjunto de condiciones, serie de

desordenes o anormalidades metabdlicas que implican, aumentan o predisponen un riesgo de

34



padecer enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Castillo et al., 2017,

Lizarzaburu, 2013; Xu et al., 2018, Swarup et al., 2021; Wang et al., 2020).

Los componentes principales incluyen hiperglicemia, alta presion arterial, niveles de
triglicéridos altos, niveles de HDL-colesterol bajos (dislipidemias) y obesidad central, determinada
por el indice de masa corporal o la circunferencia de la cintura y resistencia a la insulina (Avila-
Curiel et al., 2018 ; Wang et al., 2020; Castillo et al., 2017; Swarup et al., 2021). Estos factores
ademas de elevar el riesgo a enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus, aumentan el

riesgo para ciertos tipos de cancer y otras enfermedades (Carson y Lawson, 2018).

Durante el transcurso de las décadas se ha discutido ampliamente si el factor determinante
es la obesidad central o la resistencia a la insulina, si es que el primero es la causa del segundo
0 viceversa, lo que conlleva cambios en la definicion y en los criterios diagnésticos (Xu et al.,
2018). Sin embargo, las causas principales y los factores que relacionan éste grupo de

alteraciones metabdlicas con su fisiopatologia han sido ampliamente estudiados.
1.3.2 Etiologia y Fisiopatologia

La etiologia exacta que desarrolla el sindrome no se esclarecido por completo a pesar de
los multiples estudios realizados en décadas recientes, sin embargo, han sido propuestos varios
mecanismos y factores como la resistencia a la insulina, disfuncion del tejido adiposo, inflamacion

cronica, estrés oxidativo, factores genéticos, etc. (Xu et al., 2018; Lizarzaburu, 2013).

La resistencia a la insulina implica la activacion de vias metabdlicas alternas que
aumentan las concentraciones de colesterol y triglicéridos, lo que predispone a hipertension y
arteroesclerosis (Castillo et al., 2017). Xu y colaboradores (2018) describen los principales
mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina, relacionados principalmente al
funcionamiento de las células beta del pancreas, a la disfuncién de vias metabdlicas de proteinas

cinasas y la disfuncién de los principales genes de los receptores de insulina IRS1 e IRS2.
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Recientemente se ha estudiado ademas la epigenética detras del desarrollo del SM, la cual se

puede consultar en la revision realizada por Carson y Lawson en 2018.

El camulo de tejido adiposo en la region central (grasa visceral) ha sido establecido
ampliamente como un factor de riesgo y el que desencadenaria las demas anormalidades del
SM. La obesidad implica el cimulo de grasa abdominal, que se ha demostrado causa hipertension
al aumentar la necesidad de vascularizacion y volumen de sanguineo para el tejido adiposo. La
grasa visceral implica la formacion de las llamadas adipoquinas, como la leptina, por ejemplo,
que favorecen estados proinflamatorios y protrombdéticos que a su vez contribuyen a la resistencia

a la insulina (Swarup et al., 2021; Lazarzaburu, 2013; Xu, 2018).

Incluso se ha relacionado el estado de obesidad sin alteraciones metabdlicas con el
desarrollo de obesidad que si presenta estas alteraciones, considerando entre las dos entidades
puentes como el estrés oxidativo, la inflamacion crénica y la resistencia a la insulina, como lo

describen Catoi y colaboradores (2018).

El SM afecta drasticamente a los sistemas del organismo. La resistencia a la insulina causa
dafio microvascular que predispone para disfuncién endotelial, resistencia vascular, inflamacién
vascular e hipertension. Lo anterior es un factor para el desarrollo de enfermedad isquémica
cardiaca. La resistencia a la insulina es una sefial invariable de un posible desarrollo de la

diabetes mellitus tipo 2 (Swarup et al, 2021).

Multiples estudios han determindado que el SM esté asociado con una elevacion del doble
de riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y hasta 5 veces mas riesgo de

desarrollar DM2 (Wang et al., 2020).

1.3.3 Criterios Diagnosticos

Como se menciond anteriormente, establecer un Unico criterio para la definicién del SM ha

sido una tarea dificil para los diversos organismos nacionales e internacionales. Se han relatado
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diversos cambios en los criterios debido a las controversias que implica su uso, por ejemplo,

Lazarzaburu (2013) relata la discordancia entre la FID y otros organismos por considerar la

obesidad central como criterio invariable del SM, a lo que la OMS y la ATPIII no consideraban

asi. En la siguiente tabla se enumeran los criterios diagndsticos que se han empleado.

Tabla 2. Criterios diagnosticos para el SM

Componente OMS 1998 FID 2005 FID/NHLBI ALAD 2010
ATPIII 2009
Criterio Intolerancia oral ala  Incremento en la 3 delos 5 Obesidad
glucosa o DM2 y dos circunferencia mencionados abdominal y 2
de los siguientes de cinturay 2 de de los otros 4
los siguientes criterios
Obesidad IMC >30 kg/m? Incremento de la  Incremento de la  Perimetro de
circunferencia circunferencia cintura = 94
abdominal abdominal cmen
(variable por (variable por hombres y 2
region o pais) region o pais) 88 en
mujeres
Glucemia Intolerancia a la Glucemia en Glucemia en Glucemia
glucosa o DM2 ayunas >100 ayunas >100 anormal en
mg/dL mg/dL o con ayunas,
tratamiento. intolerancia a
la glucosa o
diabetes.
Triglicéridos TG > 150 mg/dL >150 mg/dLoen >150mg/dLoen >150mg/dL o
tratamiento tratamiento en
hipolipemiante hipolipemiante tratamiento
hipolipemiant
e
HDL- <40 mg/dL en <40 mg/dL en <40 mg/dL en <40 mg/dL
colesterol hombres y < 50 hombres y <50 hombresy <50 en hombresy
mg/dL en mujeres mg/dL en mg/dL en < 50 mg/dL
mujeres o en mujeres o0 en en mujeres o
tratamiento. tratamiento. en
tratamiento
Presién >140/90 mmHg S2130 mmHgo S=130 mmHgo S=130
arterial D 285 mmHg o D 285mmHgo mmHg o D =
en tratamiento en tratamiento 85 mmHg o
antihipertensivo  antihipertensivo en

tratamiento
antihipertensi
VO
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Adaptado de la informacion obtenida de Lizarzaburu 2013 y Xu et al, 2018. OMS =
Organizacion Mundial de la Salud, FID = Federacion Internacional de Diabetes, NHLB = National

Heart, Lung and Blood Institute (USA), ALAD = Asociacion Latinoamericana de Diabetes.

Como se observa los criterios establecidos difieren respecto al tiempo y al organismo que
los propone, sin embargo, se cumple con cierta estandarizacién, lo que permite tener un
panorama definido de la situacion del SM a nivel mundial. Tal como menciona Wang (2020) “La
importancia del SM no solo estéa relacionada con su alto nivel de prevalencia mundial, sino porque

seria una herramienta predictiva del desarrollo de DM y de EC”
1.3.4 Prevalencia

La carga que representan las enfermedades no transmisibles como el SM, constituyen un
factor limitante para el desarrollo de las naciones, segun lo indica la OMS. En el mundo se estima
que del 25 al 34 % de las personas cumplen criterios del sindrome metabdlico, segun la FID, y

esa cifra incrementa hasta el 40 % en adultos mayores (Rojas et al., 2021).

Las cifras varian segun la regién del mundo y el criterio utilizado para la determinacion,
pero se expresa una aproximacion del 25 %, en Estados Unidos (Wang et al., 2020) y en América
Latina (ALAD, 2010) con la marcada tendencia al alza, tendencia que va de la mano con el alza

en la obesidad y en la DM. (Saklayen, 2018)

En México, no existen reportes amplios sobre la prevalencia de SM, especialmente en nifios
y adolescentes, algunos destacan entre el 33 y el 45 % de prevalencia (Avila-Curiel et al., 2018;
Romero-Velarde et al., 2016) aunque si lo existen para obesidad, la ENSANUT ha reportando un

35 % en hombres y un 46 % en mujeres segin menciona la UNAM en 2021.

Como se ha mencionado, hay una marcada relacién entre el desarrollo del sindrome

metabdlico y el factor de riesgo para desarrollar diabetes mellitus.
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1.4 Diabetes Mellitus

1.4.1 Definicién

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica, que se presentara cuando exista una
deficiencia sea en la sintesis de insulina por el pancreas o por una deficiencia en el uso de la

insulina en los tejidos, tal como dicta la Organizacién Mundial de la Salud OMS (2021).

La Asociacion Latinoamericana de la Diabetes (ALAD, 2019) define el término diabetes
mellitus como “un desorden metabdlico de multiples etiologias, caracterizado por hiperglucemia
cronica con disturbios en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas y que resulta

de defectos en la secrecién y/o en la accién de la insulina”.

Mientras que la Federacion internacional de la Diabetes (FID, 2019) la describe como una
afeccién grave y crénica que ocurre cuando la glucemia de una persona es alta porque no se
produce insulina, es insuficiente o no se utiliza de manera eficaz. La Asociacién americana para
la diabetes (ADA, 2022) agrega que es una enfermedad crénica compleja que requiere un
continuo cuidado médico con estrategias multifactoriales que reduzcan los riesgos, mas alla del

control de la glucemia.

1.4.2 Clasificacion

La clasificacion de la diabetes tiene como base fundamental la etiologia y las caracteristicas
fisiopatoldgicas, aunque también se utilice la etapa de la vida en la que se encuentra el paciente

para describirla a los diferentes tipos de diabetes (ALAD, 2019)

Se describen las siguientes categorias generales:

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): asociada a la destruccion autoinmune de las células

beta del pancreas, que son las responsables de la produccién de insulina.
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e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): debida a la progresiva deficiencia en la produccion
de insulina en la presencia de resistencia a la misma.

e Diabetes mellitus gestacional (DMG): en el segundo o tercer trimestre del embarazo
que no estaba definida o clara antes de la gestacion

e Tipos especificos de diabetes con su origen en otras causas diversas. (ADA, 2022).
Los términos diabetes resistente a la insulina o dependiente de insulina, usados para
describir a la DM2 y DM1 respectivamente, asi como diabetes juvenil o de la edad
adulta, han quedado en desuso porque ya no representan limites claros entre cada

etiologia (ALAD, 2019; OMS, 2021).

1.4.2.1 Diabetes Mellitus de Tipo 1

La diabetes mellitus de tipo 1 (DM1) se presenta como un proceso autoinmune en el que
las células beta de los islotes del pancreas se destruyen, lo que conduce a la deficiencia absoluta
de insulina. Se suele presentar en la adolescencia, cuando el porcentaje de la funcién perdida es
alto y es necesaria la administracién de insulina para que el paciente sobreviva (ALAD, 2019).
Existe también un tipo de DM1 que se desarrolla en la adultez, con una progresién lenta y que se

denomina LADA (latent autoimmune diabetes in adults) (ADA, 2022).

La etiologia de la destruccion de las células beta es generalmente autoinmune, pero existen
casos de DML1 de origen idiopatico, donde no hay presencia de anticuerpos tales como anti-
GADG6s, anticélulas de islotes (ICA), antitirosina fosfatasa y antiinsulina. (ALAD, 2019). La
presencia constante de estos anticuerpos es un predictor del desarrollo de diabetes clinica, que
pueden detectarse antes del desarrollo del cuadro clinico, por lo que es Util en el diagnostico y en

la prevencion de las complicaciones (ADA, 2022, Marshall et al., 2012).

El efecto de los anticuerpos sobre las células beta ocasiona que el cuerpo no produzca

insulina o que la cantidad producida no sea suficiente. La causa se explicaria como una reaccion
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autoinmune que se origina a partir de la combinacion de una sensibilidad genética y un
desencadenante ambiental, como una infeccion viral (FID, 2019). También se presentan otros
factores asociados ademas de los inmunoldgicos, genéticos y epigenéticos, entre los ambientales

encontramos la dieta y la microbiota intestinal (Paschou et al., 2018).

La DM1 se desarrolla en tres etapas definidas, que van desde la presencia de anticuerpos,
el desarrollo de disglucemia y al final la diabetes propiamente dicha. Entre los sintomas de DM1
se encuentran la poliuria, la polidipsia, el hambre constante, pérdida de peso, trastornos visuales
y cansancio, los cuales pueden aparecer de forma repentina (OMS, 2021). En los casos en los
que la aparicion de los sintomas clasicos no se presente, el diagndstico puede ser retrasado o

pasar por alto (FID, 2019).

La principal complicacién de la DM1 es la cetoacidosis diabética o CAD, la cual puede llevar
a una grave incapacidad o a la muerte. Es la consecuencia de una diabetes melllitus no
diagnostica o mal controlada (Marshall, 2012; FID, 2019). Alrededor del 10 % de los casos de DM
en el mundo son de DM1 y la incidencia aumenta en todo el mundo, aunque varia entre cada

region. La variacion se deberia principalmente a condiciones ambientales (FID, 2019).

1.4.2.2 Diabetes Mellitus Tipo 2

Este tipo de diabetes es el de mayor presencia en el mundo. Mas del 95 % de los casos de
DM son de tipo 2, alrededor de 470 millones. Aunque este tipo de diabetes se presenta
principalmente en el adulto, su frecuencia estd aumentando en nifios y adolescentes por los
niveles crecientes de obesidad, sedentarismo y dieta inadecuada. Frecuentemente los casos de
DM2 no se diagnostican a tiempo hasta que las complicaciones clinicas ya estan presentes (OMS,

2019; ADA, 2022; ALAD, 2019).

La DM2 se asocia principalmente con la obesidad y la falta de actividad fisica, que son

factores que se pueden controlar, aunque también influyen otros factores ambientales, la edad,
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la etnia y la predisposicion genética (Tsalamadris et al., 2019). Se considera a la obesidad como
la responsable de la caracteristica principal de la DM2, la resistencia a la insulina (ADA, 2022) La
DM2 también cursa con una ineficiencia en la produccién de insulina ante el fallo del pancreas de

controlar la hiperglicemia, conformando asi la etiologia principal de la DM2 (ALAD, 2019).

1.4.2.2.1 Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus de Tipo 2

La relacion de la obesidad y el sindrome metabdlico con la DM2 se establece a través del
desarrollo de la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina se refiere a una disminucion
en la respuesta de las células de los tejidos a la accion de la insulina a un nivel celular o sistémico

(Galicia-Garcia et al., 2020).

En condiciones normales, un incremento en las concentraciones sanguineas de glucosa
después de comer propicia la secrecidn de insulina por las células B del pancreas. La insulina
estimula la sefializacion para el movimiento del transportador de glucosa, principalmente el GLUT
4 en higado y musculo, y que ésta ingrese a las células para glucdlisis o para almacenaje. La
insulina también regula el metabolismo de lipidos, impulsando la lipogénesis e inhibiendo la

lipdlisis. (Xu et al., 2019).

La resistencia a la insulina se presenta principalmente en muasculo esquelético, tejido
adiposo e higado; en el primero se explica la Rl mediante mecanismos de inflamacion, estrés
oxidativo y disfuncion de las vias metabdlicas, como la de los receptores INRS, lo que evitaria el
ingreso de glucosa al musculo y la formacion de glucogeno. En el tejido adiposo la Rl causa que
no se suprima la lipdlisis y se liberen &cidos grasos libres al plasma lo que seria el factor de
desarrollo de la dislipidemia. En el higado ante la presencia de RI no se regula la sintesis de
glucoégeno y no se suprime la sintesis de glucosay lipidos e incrementa la produccién de factores
proinflamatorios, lo que da lugar a la hiperglicemia e hiperlipidemia. Estos eventos, sumados al

estrés oxidativo, la inflamacién cronica y la exigencia metabdlica tendrian una consecuencia
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principal en el dafio a la funcién de las células 3 del pancreas causando el siguiente factor

predominante de la DM2 la disfuncién en la secrecion de insulina (Galicia-Garcia et al., 2020).

Las revisiones realizadas por Paneniy colaboradores (2003 y 2013), Guerrero-Berroa y col.
(2014) y por Galicia-Garcia y col. (2020) respectivamente, describen que los mecanismos de
patogenia de la hiperglicemia y la Rl se establecen a partir de: 1) La formacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) que se originan en mitocondria y propician la inhibicién de la sintesis
de 6xido nitrico (NO), un regulador principal de la vasodilatacién lo que implica alteraciones
vasculares. 2) La produccién incrementada de productos finales de glucacién avanzada (AGE,
por sus siglas en inglés) que incrementan el estrés oxidativo y el dafio vascular incluso en SNC.
3) Los procesos que favorecen la inflamacion, que relacionan la hiperglicemia y la obesidad con
la sefalizaciéon de las adipocinas. Factores que se relacionan con la liberacién del factor de
necrosis tisular TNF-alfa, interleucinas, leptina, quimiocinas, y el factor B-amiloide (Tsalamandris
et al., 2019) que ademas se ven propiciados por la falta de actividad fisica. 4) Otros factores que
se asocian a la patogenia causada por el desbalance metabdlico en la diabetes son: efecto sobre
las plaquetas (Beckman et al., 2013), dafio en los mecanismos de ciertos microRNAs (Paneni et
al., 2013) y el papel que juega la microbiota intestinal en la inflamacion y el metabolismo, aunque
esto se considera un tema relativamente nuevo, por lo que la investigacion respecto a esto se

encuentra en desarrollo (Gurung et al., 2020).

1.4.2.2.2 Complicaciones Clinicas

Todos los procesos descritos arriba conllevan a que, en un estado de hiperglicemia cronica,
se presenten las complicaciones caracteristicas de esta enfermedad. Las complicaciones de
caracter macrovascular incrementan el riesgo de desarrollar ECV grave, como infarto al
miocardio, isquemia, en hasta siete veces mas, ademas de incrementar el riesgo de reincidir en
un infarto si se sobrevive a uno. Las complicaciones microvasculares como la retinopatia y la

neuropatia son causales de la ceguera y la insuficiencia renal (Beckman et al., 2013).
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La insuficiencia renal solo es superada por el infarto al miocardio como causa de muerte en
diabéticos. La diabetes causa lesiones glomerulares, lesiones vasculares renales
(ateroesclerosis) y pielonefritis. La primera manifestacion de la nefropatia diabética es la aparicion
microalbuminuria. El deterioro visual, en ocasiones ceguera completa, es una de las
complicaciones mayores en la diabetes de larga evolucién. La lesién fundamental de la retinopatia
es atribuible a la sobreexpresion causada por hipoxia del factor de crecimiento endotelial

antivascular en la retina (Maitra, 2014).

La neuropatia diabética puede provocar distintas afecciones al SNC. El trastorno mas
frecuente es la polineuropatia simétrica distal en las extremidades inferiores que afecta a la
funcion motora y sensitiva (Maitra, 2014). Los cambios observados en el cerebro de pacientes
con DM2, como las lesiones de materia blanca y atrofia cortical, se asocian con disfuncion
cognitiva y empeoran con los factores de riesgo vasculares. Estos efectos que incrementan el
riesgo del desarrollo de enfermedad cerebrovascular se asocian con el incremento en la
produccién de AGE derivado de la hiperglicemia (Guerrero-Berroa et al., 2014), incluso se asocian
los factores de riesgo de la DM2, la Rl y la obesidad con el desarrollo de defecto cognitivo leve

(MCl eninglés) que es precursor de otros desordenes neurolégicos graves (Rojas et al., 2021).
1.4.2.3 Diabetes Mellitus Gestacional

De acuerdo con la OMS, la hiperglucemia en el embarazo se clasifica como diabetes
mellitus gestacional (DMG). La DMG se inicia o se identifica en el embarazo, pudiendo iniciar en
cualquier periodo de éste, principalmente después de la semana 24, aunque se ha evidenciado
gue muchos casos de DMG tenian hiperglicemia preexistente al embarazo, pero que se detecta

en el embarazo (ADA, 2022; ALAD, 2019; FID, 2019).

La DMG se presenta en mujeres cuya capacidad secretora de insulina no llega a superar la

reducida accién de la insulina causada por la produccion de hormonas de la placenta y la mayoria
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de los casos normalizan su glucemia al término del embarazo La diabetes de la madre incrementa
el riesgo de deformaciones congénitas del fetal e incluso su muerte. La hiperglucemia materna
hace aumentar la secrecion de insulina por el feto y puede causar macrosomia fetal, que
predispone a un parto dificil y a hipoglicemia del neonato. La DMG es generalmente un indicativo
de disfuncién de las células beta por lo que se relaciona a un riesgo relativo de padecer diabetes
tipo 2 en particular de 3 a 6 afios después de la DMG. Los bebés que nacen de madres con DMG
tienen mayor riesgo de padecer obesidad a lo largo de su vida y de desarrollar DM2 (ADA, 2022;

FID, 2019; Marshall, 2012).

1.4.2.4 Tipos Especificos de Diabetes Mellitus.

La diabetes monogénica, como se indica, se origina a partir de la mutacién en un solo gen
que causa una disfuncién de las células B Es mucho menos comun y se estima que menos del 5
% de los casos de DM se deben a esta etiologia. Las dos principales versiones de la diabetes
monogénica son la diabetes neonatal y las denominadas MODY (Madurity Onset Diabetes of the
Young). La diabetes neonatal ocurre dentro de los primeros seis meses de vida y puede ser
permanente o transitoria; se debe principalmente a una mutacion autosémica dominante de
algunos genes de proteinas de los canales de K* ATP en la célula B o en el gen de la insulina
INS. Por otro lado, la diabetes de tipo MODY se presenta en la juventud, caracterizada por
deficiencia en la sintesis de insulina, son heredadas en un gen autosomico dominante con
anormalidades y se conocen 13 tipos especificos de mutaciones hasta ahora, las mas comunes
son variaciones en la glucocinasa GCK (MODY2) el gen HNF1A (MODY3) y el gen HNF4A

(MODY1) (ADA, 2022; FID, 2019; Marshall et al., 2012).

1.4.3 Diagnéstico de la Diabetes Mellitus

La principal herramienta para diagnosticar la diabetes es determinar los niveles de glucosa

sanguinea (principalmente en ayuno) para, mediante la relacion con el perfil clinico, establecer el

45



diagnoéstico de DM. También se consideran aquellas pruebas que ayudan a determinar si existe

una afeccion a la tolerancia de la glucosa o una disminucion en la sensibilidad a la insulina.

Las diferentes organizaciones consideran criterios diagnosticos diferentes, sin embargo,

con una estrecha relacion entre si.

La ALAD (2019) y la ADA (2022) consideran con DM a los pacientes que:

— Tienen sintomas de diabetes con una prueba de glucemia aleatoria igual o mayor a
200 mg/dL.

— Glucosa en ayuno mayor o igual a 126 mg/dL

— Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) con glucemia final (a las 2 horas)
igual 0 mayor a 200 mg/dL

— Hemoglobina glicosilada (Aic) mayor o igual a 6.5 %

— Para pacientes sin sintomas se considera necesario contar con al menos dos de los

resultados anteriores.

La Federacion Internacional de Diabetes (2019) establece como criterios diagndsticos de

diabetes que se cumplan uno o mas de los siguientes:

— Glucosa en plasma en ayunas mayor o igual a 126 m/dL
— PTOG a las 2 horas mayor o igual a 200 mg/dL
— Glucosa aleatoria mayor a 200 mg/dL

— HbAic mayor o igual a 6.5 %

La FID considera ademés como tolerancia anormal a la glucosa si se cumple con una

glucosa en ayunas mayor a 126 mg/dL y una PTOG a las dos horas de entre 140 y 200 mg/dL.

1.4.4 Prevalencia.
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En 2014 la OMS consideraba a 422 millones de personas con diabetes. Shaw y
colaboradores (2009) estimaban que para 2030 habria 439 millones de diabéticos, niUmero que
segun la FID fue superado mucho antes pues en 2019 reportaban 463 millones en todo el mundo,

siendo la prediccién de 578 millones para 2030 y 700 millones para 2045.

En México, la FID reporta una prevalencia del 14.8 %, aproximadamente 12 millones de
personas diagnosticadas, niumero que no refleja la gran cantidad de casos sin diagnosticar

(ALAD, 2019).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporta que en 2018 se obtuvo el
valor de 82 millones de personas en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién. La mortalidad por
diabetes en el aflo 2020 ascendi6 al 14 % de las defunciones, siendo la tercera causa de
defunciones solo detras de las enfermedades cardiovasculares y del COVID-19. La tasa de
mortalidad fue la mas alta registrada desde 2011, llegando a 11.95 personas por cada 10 mil

habitantes.
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2. Antecedentes.

Desde que se conocen los efectos de los desérdenes metabdlicos como procesos
patolégicos de gran alcance, se han estudiado las causas y los mecanismos de dichas patologias,
de forma general o especifica a ciertos sistemas y érganos. Es desde el desarrollo de las técnicas
bioquimicas y moleculares que se tiene acceso al estudio de los mecanismos involucrados en

distintos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Uno de los temas de principal interés para la ciencia siempre ha sido el SNC, sus
mecanismos y las patologias que lo afectan. Es con esta motivacion que en 1992 Mercado y
Hernandez dedican su estudio a relacionar la actividad regulatoria de la 5-HT con el sistema
enzimatico de la bomba de Na*/K*-ATPasa (NKA) en SNC, determinando que el neurotransmisor
modifica la cinética de la NKA al aumentar su velocidad méaxima, principalmente en astrocitos.
Posteriormente, con la colaboracién de Pefia-Rangel (1999) concluyen que dicha regulacion
difiere en las distintas zonas del cerebro y que dicha interaccién ocurre a través del receptor 5-
HT1aen corteza cerebral, no asi en cerebelo donde sugirieron que se realiza mediante el receptor
5-HTs lo que ejemplifica la diferencia en el rol regulatorio de la serotonina, como un proceso a

corto y a largo plazo.

Ante la alta tasa de crecimiento del sindrome metabdlico y la diabetes mellitus en todo el
mundo, también se ha desarrollado un enorme interés en el estudio de estos procesos
patélogicos. Chatzigeorgiou y colaboradores presentan en 2009 los principales modelos usados
en el estudio de la DM, siendo que estos contribuyen ampliamente al estudio de la enfermedad.
Modelos que dan la oportunidad de controlar los factores genéticos y ambientales involucrados
en la DM. La mayoria de los modelos se desarrollan en roedores, aunque no se excluyen otras
especies. Los principales modelos responden a roedores modificados genéticamente (en un solo
gen o en varios) para desarrollar obesidad e hiperglicemia (DM2) o para presentar fallas

tempranas en las células pancréaticas (DM1). También se han desarrollado modelos que
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implementan técnicas quirdrgicas o quimicas (como el uso de aloxano o estreptozotocina) para

emular los efectos de la destruccion pancréatica.

Es a partir de esta relacion entre SNC y enfermedades metabdlicas que se desarrollan

estudios cuyo propdésito es conectar ambos sistemas.

De esta forma, Manjarrez-Gutiérrez y col. (2000) determinaron que los animales con DM
inducida por estreptozotocina muestran un déficit en la concentracion plasmatica de L-tript6fano,
asi como disminucion de la triptéfano 5-hidroxilasa en la corteza cerebral, confirmando que la DM
produce una disminucion en la sintesis de serotonina y una desnutricién crénica. Y en 2011
Herrera-Marquez y col. relacionaron una disminucion en la captura de triptéfano con la presencia

de sindrome metabdlico en adolescentes

Por otra parte, Sweeney y otros (2001) describen como la insulina incrementa la recaptura
de K* por parte de la NKA en rifidn, musculo esquelético y corteza cerebral mediante mecanismos
de fosforilacion principalmente a través de las vias del PI3P y de la PKC. Lo que después recupera
Khajah M. (2018) al mencionar que la actividad de la bomba NKA se ve alterada en procesos

como la diabetes, la hipertension, la enfermedad de Alzheimer y en varios procesos tumorales.

Es desde 2004 que Sima y colaborades propusieron que los efectos de la DM en el SNC
se pueden catalogar en dos tipos de encefalopatias diabéticas, la primaria debida a procesos
apoptéticos causados por la hiperglicemia y la Rl y la secundaria debida al dafio microvascular

propio de la DM.

En 2014 Guerreo-Berroa et al. presentan que en modelos animales de DM se ve disminuida
la masa cerebral y acortamiento de los capilares neocorticales, efecto que sugieren se debe al
incremento en la sintesis de AGE. También menciona la hasta ese momento poco esclarecida
relacion entre la DM y la enfermedad de Alzheimer. Es en el mismo afio que Buckman y otros

demuestran que en ratones obesos con una dieta alta en grasa existe un aumento en la cantidad
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de monocitos que migran hacia el SNC, dejando la interrogante de si este proceso es a
consecuencia de la neuroinflamacion sub-crénica inducida por la obesidad y/o contribuye con la
neuropatologia asociada a la misma obesidad. Mas recientemente, T van Slaten et al. (2020)
mencionan que estos efectos parecen establecerse desde las etapas de prediabetes, sugiriendo

que los efectos microvasculares ocurren aun antes del establecimiento de la diabetes.

Desde otro punto de vista Renaud y su grupo de trabajo muestran en 2018 la relacion que
existe entre la DM y los des6rdenes neurodegenerativos como como el Alzheimer y la enfermedad
de Parkinson, con respecto a esta Ultima relacionaron los mecanismos oxidativos con la muerte

de neuronas dopaminérgicas, astrogliosis y pérdida de la microglia.

Los mecanismos patolégicos que relacionan a la DM con procesos degenerativos del SNC,
como la deficiencia cognitiva leve y la enfermedad de Alzheimer, son descritos con mayor
precision en el trabajo de Rojas M. y colaboradores (2021) que mencionan a la Rl y su
consecuente produccion de ERO y de placas beta-amiloide, asi como la reciente relacién con las

proteinas Tau.

Finalmente, Lazaro-Fernandez (2021) ejemplifica el efecto de una dieta hipercalérica en la
actividad de la NKA en corteza cerebral de ratas Wistar, asi como su efecto en distintos

parametros metabdlicos, evidenciando una alteracién en ambos factores.
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3. Justificacion.

Las alteraciones metabdlicas que se presentan o se han caracterizado en la entidad
denominad sindrome metabdlico son la diabetes mellitus, la hipertension y la obesidad.
Especificamente, para nuestro trabajo nos enfocaremos en la diabetes mellitus, la cual se ha
considerado que tiene gran impacto a nivel mundial, dado que su incidencia muestra que el
namero de pacientes con esta patologia se incrementara notablemente en los préximos afios. En
México, la diabetes mellitus es la segunda causa de muerte desde hace varios afios, por lo que
representa un problema de salud al que la ciencia debe dedicar su esfuerzo para contribuir al

diagnostico, entendimiento y tratamiento de la diabetes y los factores asociados a ésta.

Los estudios desarrollados hasta el momento que tratan de esclarecer la relacion que existe
entre dichas alteraciones metabdlicas y su efecto observado sobre el sistema nervioso central
abren la posibilidad a realizar estudios que demuestren los mecanismos por los que estos dos
sistemas se relacionan y caracterizar los cambios moleculares que conlleven a producir
alteraciones en éste sistema. Resulta importante establecer el punto en el desarrollo de las
patologias en que se generan dichos cambios moleculares dado que nos permite conocer puntos

especificos en el establecimiento de una patologia metabdlica.
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4. Hipotesis

La actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral se modifica con la dieta

hipercalérica en ratas macho adultas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto de una dieta hipercalérica sobre el perfil de lipidos y carbohidratos

sobre la actividad de la bomba de sodio y potasio en corteza cerebral de ratas.

5.2 Objetivos especificos

— Establecer un modelo de DM2 en ratas macho de la cepa Wistar mediante una dieta
hipercaldrica, comparada con un grupo control

— Determinar el perfil de lipidos y carbohidratos en ratas con dieta hipercalérica.

— Determinar si existen alteraciones en la actividad enzimatica de la Na*/K*-ATPasa

en la corteza cerebral de las ratas con dieta hipercal6rica.
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6. Materiales y métodos
6.1 Manejo de animales.

Se utilizaron 15 ratas machos de la cepa Wistar nacidas en mismas condiciones de camadas
homogéneas de madres control. Mantuvieron la lactancia durante 21 dias y un desarrollo normal
durante 60 dias; condiciones estdndar 22 °C promedio, humedad relativa, agua y alimento ad
libitum, ciclos de luz/obscuridad de 12 horas. El cuidado y mantenimiento se realiza bajo la
observacion de la NOM-062-Z0O0-1999, SAGARPA, que indica las especificaciones técnicas para

la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

A los 21 dias de lactancia se separan de la madre en grupos iguales de hembras y machos.
A los 60 dias desde el nacimiento, considerando iniciada la adultez, se separaron los machos en
jaulas individuales metalicas de 40 por 16 por 18 cm y en mismas condiciones estandar se
someten a un periodo de aclimatacion de minimo dos semanas. Posteriormente se registro el
peso corporal de cada rata y por método de niumeros aleatorios se identificaron en los tres grupos

a emplear.
6.1.1 Modelo experimental.
Se establecieron tres grupos para el desarrollo del modelo experimental. n = 5 para cada
grupo.

e Grupo Control (CTRL): Alimento y liquido regular.

e Grupo Carbohidratos (CHO): Alimento regular, liquido modificado con 30 % p/v de
sacarosa.

e Grupo Carbohidratos/Acidos grasos (CHO/AG): Alimento con 20 % de &cidos grasos

vegetales afadidos, liquido modificado con 30 % p/v de sacarosa.
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El alimento que se utiliza como regular para el modelo animal en Nutricubos ® de la marca

Purina ® que muestra la siguiente informacion:

Tabla 3. Valor nutrimental del alimento Nutricubos ® de la marca Purina ®

Porcentaje
Humedad 12.00 % Maximo
Proteina 23.00 % Minimo
Grasa 3.00 % Minimo

|
Fibra | 6.00 % Maximo
Cenizas | 7.00 % Maximo

El alimento modificado se obtiene pulverizando y afadiendo 20 % de peso de margarina
comercial conteniendo principalmente aceites vegetales, &cido oleico y palmitico, para
posteriormente reconstruir en la forma regular mediante el método establecido dentro del
laboratorio de neurobiologia. El liquido proporcionado fue agua purificada, se le afiade por

disolucién 30 % p/v de sacarosa (azUcar de mesa) para obtener la solucion modificada.

Previamente al inicio de la dieta correspondiente se determiné en el lapso de una semana
los pardmetros metabdlicos que se tomaron como base en la observacion, determinando ésta
como la semana 0 del modelo experimental. Una vez realizado se dio inicio al modelo

experimental proporcionando a cada grupo su dieta correspondiente.
6.2 Medicién de parametros in vivo.
6.2.1 Peso corporal.

Una vez cada semana se midié con una bascula granataria el peso corporal expresado en
gramos de cada rata y se anot6 tanto la medicion individual como el promedio de cada grupo. El
proposito fue determinar variaciones en el peso corporal que demuestren signos esperados de

ganancia de peso por la naturaleza de la dieta

6.2.2 Glucemia
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De forma semanal se determind el nivel de glucosa sanguinea periférica en ayuno de 12 horas
de una muestra de al menos tres ratas por grupo cada semana para obtener un promedio
representativo. Se realiza en ayuno estricto (sin agua ni alimento) de 12 horas. La determinacion
se realiz6 empleando glucometro y tiras reactivas para glucosa Accu-Check ACTIVE ® de Roche
®, otorgando asi el valor de glucosa sanguinea expresado en mg/dL. A partir de la semana 5ta

la medicion se realizé cada dos semanas por considerarse suficiente.
6.2.3 Curva de tolerancia oral ala glucosa

Esta se realiz6 a las 18 semanas de iniciado el esquema. Contando con 12 horas de ayuno a
cada animal se le determiné el nivel de glucemia basal (véase arriba) y posteriormente se le
administro via oral mediante sonda esofagica el equivalente a una dosis de 3 g/kg de peso de D-
glucosa preparada al momento. Después se realiz6 una mediciéon de glucemia a los 15, 30, 60,
90 y 120 minutos posteriores a la administracion. Los datos se registran para la realizacion de su

grafica individual y por grupo.
6.2.4 Curva de resistencia a lainsulina

Siguiendo el método descrito arriba se realizé una curva de resistencia a la insulina a las 20
semanas del modelo, siendo la diferencia entre ambos métodos que transcurridos los 15 minutos
de la administracion oral de glucosa y posterior a la medicién correspondiente de glucemia, cada
rata recibié via sub-dérmica una dosis de 1 Ul de insulina de accion media de la marca Novolin
®. Las anotaciones del valor de glucosa sanguinea se realizan de forma similar (véase arriba) a

los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.
6.3 Obtencion de tejido.

A las 21 semanas de iniciado el modelo de dieta se procedié a sacrificar a los animales para

la obtencion de la corteza cerebral, el cerebelo y el tallo cerebral. Esto se realizé6 como sigue:
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Tras un ayuno estricto de 12 horas se realizaron los sacrificios entre las 7:00 y las 11:00 horas
para evitar variaciones en el ciclo circadiano. Mediante dislocacién cervical se priva de la vida a
cada rata siguiendo un orden que no incurra en malas practicas de bioética, para la posterior
proceder a realizar una incision en la region toracica que exponga el corazén y permita la
extraccion intracardiaca desde el ventriculo derecho de una muestra de sangre; se conservan
dos muestras, una de sangre total para determinacién de hemoglobina glicosilada (HbA1C) y una
de suero para determinacion de quimica sanguinea, perfil metabélico de lipidos y carbohidratos;
a continuacion, se perfunde via ventriculo izquierdo con un volumen de 40 mL de solucion salina

fisioldgica 0.9 % de cloruro de sodio en agua bidestilada con el fin de limpiar los tejidos a extraer.

Se llega a SNC mediante decapitacién para posteriormente obtener el tejido buscado y
colocarlo en una placa de hielo a < 0 °C para mantener el tejido conservado mientras se
disecciona y limpia de materia no deseada siendo esta las meninges y la materia blanca (axones

neuronales) en el caso de la corteza cerebral.

Una vez obtenido el tejido se pesa y homogeniza cada tipo para su posterior conservacion.
El tejido fue preparado en 10 volimenes (p/v) del buffer Tris-HCL 50 mM pH 7.4 y homogenizado
a 700 rpm 10 pasos en un homogenizador Thomas de vidrio con mortero de teflon.
Consecuentemente el tejido se almacena en alicuotas de 1-1.5 mL en tubos eppendorf de X a

una temperatura <20 °C. (Hernandez, Mercado, 1992)

6.4 Determinacion de la actividad y la cinética enzimética de la bomba de Na*/K*-

ATPasa.

6.4.1 Determinacion de la concentracion de proteina.

La determinacion de proteina nos permite estandarizar las técnicas posteriores por lo que es

el primer método a utilizar.
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El método descrito por Lowry et al. 1951 representa uno de los métodos mas utilizados en
bioguimica para la cuantificaciébn de proteina es lo suficientemente sensible para detectar
cantidades del orden de 10 microgramos. Este es un método colorimétrico cuantitativo que
mediante el reactivo de Folin detecta los anillos fendlicos presentes en los aminoacidos

aromaticos (Peterson, 1979). Consta de dos reacciones:

1. En un medio alcalino se logra el desdoblamiento de la proteina mediante la formacion
de complejos del nitrégeno con el ion Cu*?lo que expone los residuos de aminoacidos aromaticos
presentes (tirosina y triptéfano) a la siguiente reaccion. En el medio se cuenta ademas con tartrato

de sodio (Na*) y potasio (K*) para evitar la precipitacion de la proteina (Peterson, 1979).

2. El reactivo de Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdotungstico) se reduce por exposiciéon a
los residuos fendlicos (principalmente los de tirosina) expuestos en el medio con ayuda del Cu*?
como catalizador, pasando de un color amarillo a un azul intenso, lo que permite su cuantificacion

colorimétrica (Peterson, 1979).

rostos fentllcos
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@ OH Reactivo de Folin
{ We+ , Mo**)
H 8 2 HO {color amaric)
—N-C-C-H-B- oM
Cu?t
- - - e =
e T
OH R OH
Complejo Cu**-proteina Reactivo de Folin
on medio alcaline reducido
{color azul pélido) (W, Mo®™ )
{color azul)

Figura. 7. Esquema de la reaccion en el método de Lowry (Iribarren, Mauregui 2017).
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En el laboratorio de Neurobiologia se emplea el método de Lowry modificado por

Hernandez y Mercado 1992. Que sea realiza como sigue:

a)

b)

d)

e)

Se prepara en un vial apropiado una solucion 2 % de carbonato de sodio anhidro Na,COs
usando como disolvente una solucion fria 0.1 N de hidroxido de sodio NaOH. La cantidad
es la requerida segun el numero de ensayos a realizar, minimo 7 mL. Esta disolucién sera
identificada como reactivo A. Se deja reposar.

Para el reactivo B en otro vial se colocan en partes iguales cantidades de solucién de
sulfato cuprico CuSO41 % y de sal de Rochelle 2 % (tartrato de sodio y potasio) tal que
sean en total el equivalente al 1 % del reactivo A. Es decir, 100 microlitros 1:1 de reactivo
B por cada 10 mL de reactivo A. Se deja reposar.

Para estandarizar la técnica se utiliza albamina sérica bovina (BSA) comercial como
estandar, por lo que se prepara previamente una solucion de 1 mg/mL de BSA que servira
para realizar la curva de calibracion. La muestra del tejido a analizar se diluye previamente
1:6 con agua tridestilada.

Se prepara una bateria de tubos por triplicado que contendran el blanco, los estandares
y la muestra segun la siguiente tabla:

Tabla 4. Preparacion de la curva de calibracion para determinacién de proteina

Serie Agua (uL) BSA 1 mg/mL
(kL)
0 100 0
10 90 10
20 80 20
30 70 30
Muestra 90 10 pL Muestra
1.6

Una vez preparada la bateria, cada serie por triplicado, se afiade el reactivo A al reactivo

By se agita. Este sera el reactivo C.

59



f) A cada tubo de la bateria se le afiladen 500 uL del reactivo C y se agitan contando con
precision el tiempo exacto entre cada tubo para que cada uno cuente con 10 minutos
exactos de reaccion.

g) Pasados los diez minutos se afiade a cada tubo 100 pyL de una solucién diluida 1:2 del
reactivo de Folin-Ciocalteu, se agita en vortex y se deja reposar por 30 minutos para
después leer el resultado de la reaccion en espectrofotometro a una longitud de onda (A)
de 750 nanometros (nm) y se anotan las lecturas de absorbancia. Se utiliz6 un
espectrofotometro de la marca JENWAY® Modelo 7305 Spectrophotometer calibrado con
agua tri-destilada

h) Con los promedios de cada serie de BSA se construye una curva de calibracién que se
ajusta por regresion lineal y por interpolacion se determina la concentracion de proteina

en microgramos por microlitro (ug/uL).
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Figura 8 Curva de calibracion de proteina para el método de Lowry modificado
(1952) usando BSA como estandar.

6.4.2 Determinacion de la actividad enzimatica por determinacion de producto final.

Una vez determinada la concentracion de proteina en el tejido, la actividad enzimética se

puede cuantificar sometiendo a la enzima a condiciones controladas de accion, para medir la
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cantidad de producto que genera por unidad de tiempo. Es decir, la velocidad enzimética

especifica.

La bomba de sodio-potasio, como se mencion6 anteriormente, es una enzima de transporte
transmembrana que utiliza la energia de la ruptura del enlace del ATP para realizar su actividad,
por lo que el producto final son moléculas de ADP y fosfato inorganico Pi. Estos ultimos son
cuantificables por una variacién (Hernandez y Mercado 1992) de la técnica desarrollada por Fiske
y Subarrow en 1925 que cuantifica fosfatos inorganicos a partir de la propiedad del ortofosfato de
formar un complejo con acido molibdico, formando el complejo fosfomolibdato que al ser reducido
forma un compuesto de color azul profundo denominado molidenum blue (Katewa y Katyara,

2003).

La técnica sigue el método de Hernandez y Mercado 1992:

1. Se realiza una dilucién del conservado del tejido a ensayar en Tris-HCI pH 7.4 tal que a
partir de la concentracion de proteina determinada en el punto anterior se diluya a solo 2
Mg/uL. La finalidad de ese paso es estandarizar la cantidad de proteina ensayada en cada
tubo, esto es 50 pg de proteina por ensayo.

2. Se prepara a continuacion una bateria de dos series de tubos, cada serie por triplicado,
siendo identificada la primera como T Total y la segunda como O Ouabaina. La serie con
Ouabaina permite cuantificar el valor basal de los Pi que no provienen de la actividad de

la bomba de sodio-potasio. Se afiade a cada tubo lo siguiente:

Tabla 5. Preparacion de los tubos para la actividad enzimética

Dilucioén Stock H.O Ouabaina
Tejido de sales 0.1 mM
Total | 25 uL 100 pL 25 uL 0 uL
Ouabaina | 25 L 100 L 0L 25 uL

3. El Stock de sales es una mezcla de cloruros 50 mM KCI, MgCl, y NaCl, ademas de Tris-

HCI 50mM en proporcién 1:1:1:1.
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4. Una vez preparados los tubos se colocan en bafio metabdlico por 5 minutos a 37 °C 90
rpm para establecer condiciones estandar para la actividad.

5. Pasados los cinco minutos se coloca a cada tubo 50 pyL de ATP 12 mM para dar iniciada
la reaccion enzimatica.

6. A los 10 minutos de reaccion se afade a cada tubo 20 uL de TCA 50 % p/v y se colocan
en bafo de hielo para detener la reaccion.

7. Pasados 10 minutos en bafio de hielo se someten a centrifugacion a 3500 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante contiene los fosfatos producidos.

8. Para realizar la cuantificacion se construye una curva de calibracién utilizando fosfato
monobasico de potasio K;HPO4 como estandar a concentracion X se prepara 1 mL de
diluciéon 1:10 Se prepara una bateria de tubos de siete series, cada una por triplicado
conteniendo lo siguiente:

Tabla 6 Preparacion de curva de calibracion ATPasa y muestra.
Tubos H.0 K2HPO4 (1:10)
0 500 pL 0 uL
25 475 uL 25 yL
calit?rgz:\ilgnde o s SIS
75 425 L 75 L
100 400 pL 100 pL
ATPasa Total 400 L 100 pL Total
Ouabaina 400 pL 100 pL
Ouabaina

9. Al momento se prepara una solucion 0.04 % p/v de sulfato ferroso heptahidratado
Fe.S04-7H,0 usando como disolvente una solucion de molibdato de amonio acidulada.
Se pesa el Fe;SO4 y se agita en vortex. Se prepara la cantidad suficiente.

10. A cada tubo de la bateria se le anaden 500 uL del reactivo preparado en el paso anterior.
Se agitan en vortex y se dejan reposar 10 minutos.

11. Una vez pasados los 10 minutos se mide el color resultante en espectrofotometro a 850

nm de A.
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12. Con las mediciones del blanco y los estandares se construye la curva de calibracion que
se ajusta por regresion lineal. Con el promedio de la serie Total y de la serie Ouabaina
se determina por diferencia la absorbancia del total de Pi producido, que es la medida que
se interpola en la curva de calibracion.

13. Se obtiene el valor de la actividad enzimatica especifica a las condiciones arriba

expresada en milimoles de Pi por ug de proteina por hora. gy moles Pi/ mg Prot. /h

6.4.3 Andlisis estadistico

Se recopilaron las mediciones de actividad enzimatica de la corteza cerebral de las ratas
de cada grupo, los datos se agruparon por grupo y se obtuvo el promedio de cada uno, después
se sometid a andlisis de diferencia de medias por la prueba t de student, usando el software

estadistico GraphPad Prism 9.3.1.
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7. Resultados

7.1 Peso corporal

A lo largo de la implementacién del modelo animal se llevo el monitoreo del peso corporal
de cada animal. En la Figura 9 se recopila el promedio de peso corporal por grupo desde la
semana previa al inicio de la dieta hasta la semana 17. Como se observa, la tendencia al
incremento de peso es mayor (12 % aproximadamente) en los animales con dieta alta en calorias

de los grupos CHO y CHO/AG comparados con el grupo CONTROL:
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Figura 9 Peso corporal promedio por grupo por semana del modelo.

7.2 Glucosa en sangre.

Asi mismo, la variacion de los niveles de glucosa sanguinea de los animales se recopil6 de
forma periodica mostrando un comportamiento primero de disminucion y después de incremento
gradual. En la dltima medicién se observa una tendencia clara al incremento de la glucemia de
los grupos CHO y CHO/AG comparados con el grupo CONTROL, sin embargo, debido a la
dispersion de los datos no se muestra una diferencia significativa estadisticamente, tal como se

observa en la Figura 10.
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Figura 10 Niveles de glucosa en sangre promedio por semana de cada grupo.
En la Gltima semana se expresa la DE por grupo. Como se observa, no existe una clara diferencia
entre grupos.

7.3 Prueba de tolerancia a la glucosa.

Para establecer si existe 0 no una alteracion en el metabolismo de una dosis de glucosa,
se realiz6 la prueba de tolerancia oral (véase Métodos) monitoreando ademas los niveles de
glucemia en lapsos intermedios hasta las 2 horas posteriores a la ingesta de glucosa. La prueba
se realizé a la semana 17 del modelo y en la figura X se puede observar como cambia el nivel de
glucosa (en mg/dL) a través del tiempo y cémo este cambio es diferente entre los tres grupos,
siendo el grupo CHO el que presenta el mayor nivel de glucemia a las 2 horas posteriores (156
mg/dL) mostrando una diferencia significativa comparada con los grupos CONTROL y CHO/AG;

diferencia que se observa con mayor claridad en la Figura 11b.
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Figura 11. Prueba de tolerancia oral a la glucosa.

a) Curva del desarrollo del nivel de glucosa desde el minuto O (antes de la ingesta) hasta
los 120 minutos posteriores. b) Nivel de glucosa a los 120 minutos por grupo. El grupo CHO
presenta un incremento con respecto a los grupos CTRL y CHO/AG **p<0.05.

7.4 Prueba de Resistencia a la Insulina.

Consecuentemente, otro parametro importante a determinar en el establecimiento de

alteraciones metabdlicas relacionadas al desarrollo del sindrome metabdlico es la resistencia a

66



la insulina. De forma similar a la PTOG, se mide el efecto de una dosis de insulina inmediata a la
ingesta, en condiciones de ayuno, de una carga controlada de glucosa. Los resultados obtenidos
muestran que a la semana 21 del modelo se muestra una diferencia entre los tres grupos en la
forma en la que se responde a la insulina, siendo que el grupo CHO muestra una tendencia a no
disminuir los niveles de glucemia al mismo nivel que se observa en el grupo CONTROL, esto se

observa en la Figura 12.
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Figura 12. Prueba de resistencia a la insulina.

7.5 Perfil de lipidos.

Tras la finalizacién del modelo y la obtencion de tejidos fue posible analizar el perfil total de
lipidos en sangre de los animales (Figura 13). Se observan diferencias significativas
principalmente en los triglicéridos (73 % mas en CHO vs CONTROL y 134 % mas en CHO/AG vs
CTRL), VLDL (72.61y 132 % mas en CHO y CHO/AG, respectivamente, comparados con grupo
CTRL) y lipidos totales (26 % mas en grupo CHO y 65 % mas en grupo CHO/AG contra grupo

CTRL).
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Figura 13. Comparacion entre el perfil de lipidos de cada grupo al finalizar el modelo.

7.6 Actividad enziméatica de la Na*/K*-ATPasa.

Finalmente, al realizar el analisis en corteza cerebral de la actividad enziméatica de la Na*/K*-
ATPasa, se encuentra que existe una disminucion en la actividad de los grupos CHO y CHO/AG
comparados con el grupo CTRL de 28 y 24.8 % respectivamente, dicha diferencia se considera

significativa (p<0.05) y se ilustra en la Figura 14.

Actividad enzimatica

pmol Pi/mg Prot./h

T
Control CHO CHO/AG

Figura 14. Actividad enzimatica especifica de la NKA en corteza cerebral por grupo.

**p<0.05 respecto al grupo CTRL.
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8. Discusion

El modelo establecido permite analizar el impacto de una dieta alta en carbohidratos o alta
en lipidos sobre el desarrollo de complicaciones metabdlicas que derivan en afectaciones como
el sindrome metabdlico o en enfermedades cronicas como la diabetes mellitus. La dieta alta en
calorias, alta en grasas, que se traduce en un estado de sobre nutricion y que se ademas se
conjuga con falta de actividad fisica conllevan al cimulo de tejido adiposo y a la obesidad

(Castillo-Hernandez et al.., 2017; Xu et al.., 2018).

El aumento de peso debido a la dieta es algo que se observa en los animales del modelo
al paso de las semanas, siendo que los grupos CHO y CHO/AG presentan un incremento de peso
de alrededor del 12 % comparado con el grupo control, de forma similar a lo observado por
Gonzéalez-Madariaga (2015) que presenta un aumento del 19 % de peso corporal en machos
sometidos a una dieta similar y durante el mismo periodo de tiempo. En ratas Wistar, la
administracion de 30 % de sacarosa en el agua de consumo ha sido demostrada como una forma
efectiva de inducir obesidad abdominal, hipertension, hiperlipidemia e hiperinsulinemia (Barbosa-

da-Silva et al.., 2014).

La obesidad, principalmente la obesidad central, que se traduce como grasa visceral, se
considera un factor altamente asociado al desarrollo de hiperinsulinemia, resistencia a la insulina,
disfuncion endotelial y disfuncion en la fibrindlisis (Lizarzaburu, 2013). Los acidos grasos
saturados presentes, como el palmitato, activan diversas vias de sefializacién metabdlica que
producen resistencia a la insulina y ademds la activacion de factores proinflamatorios que
incrementan el dafio tisular (Xu et al., 2018). La resistencia a la insulina que se genera a partir de
estos mecanismos explica el desarrollo de estados de hiperglucemia que desembocan en

diabetes mellitus.
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La alteracion en la regulacion de la glucosa se observa en el control glucémico semanal y
en las pruebas de tolerancia oral a la glucosa. En el primero se observa que la glucosa en ayunas
tiende a disminuir en promedio por grupo, lo que se explicaria entendiendo que una dieta alta en
carbohidratos estimula en primera instancia la secrecion de insulina, para que posteriormente, y
atribuible a una disminucion tanto en la funcién pancreatica como en la sensibilidad a insulina, se
presente un incremento gradual de los niveles de glucosa en ayunas, siendo que al finalizar el
modelo los grupos con dieta CHO y CHO/AG presentan un ligero incremento en la glucemia a
comparacion del grupo CTRL, sin que esto sea un indicativo de la presencia del SM o la DM2,
sin embargo, si muestra la tendencia natural al aumento caracteristica de estas enfermedades,

tal como reporta Lazaro-Fernandez (2021) en un estudio similar al nuestro.

La alteracién de la glucosa en ayunas (IFG) se puede establecer mejor mediante la prueba
de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) que para ser considerada al menos dentro del rango de
prediabetes debe presentar un valor de glucemia a las dos horas mayor o igual a 140 mg/dL
(ADA, 2022); lo cual se cumple para el grupo de CHO, aunque no asi para el grupo CHO/AG. La
dieta alta en sacarosa produce alteraciones en la PTO que se asumen como alteraciones de la
glucosa en ayunas y deterioro de la tolerancia a la glucosa. (Gonzalez-Madariaga et al., 2015;
ONU, 2021). De forma similar, cierta tendencia a la resistencia a la insulina se observa presente

en los grupos CHO y CHO/AG (fig. 12).

En roedores, la dieta alta en sacarosa induce RI, independientemente de cambios
corporales (Barbosa-da-Silva et al., 2014). La insulina regula, ademas del metabolismo de la
glucosa, distintas vias del metabolismo de lipidos, por lo que una alteracion en la funcién de la
insulina generaria un desbalance en el metabolismo de lipidos, que a su vez generan una mayor
RI (Xu et al., 2018) alteracion que se observa en ambos grupos con dieta, y que no se presenta
en el grupo control. La forma en la que los lipidos contribuyen a la resistencia a la insulina se

sugiere es por activacion de la via de sefializacién de MAPK, lo que incrementa la secrecion de
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citocinas inflamatorias como el FNTa y la IL6 que se asocian con dafo a las células beta e
interfieren en la sefalizaciéon de la insulina, lo que conlleva a la deficiencia en la captura de

glucosa (Zhou et al., 2017)

Finalmente, el efecto que las alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos inducen
a nivel del sistema nervioso es un tema ampliamente estudiado, tanto en modelos animales como
en pacientes humanos, desde diferentes perspectivas y por multiples autores (Sweeney, 1998;

Rojas et al, 2021; Renaud et al., 2018).

Como se sabe, la bomba de Na*/K*-ATPasa es patrticipe directa de la regulacion osmética
en la membrana plasmética de los tejidos, especialmente en las funciones relacionadas al SNC
y de igual forma se ha estudiado la relacion que guarda con ciertas alteraciones metabdlicas y el

efecto de estas sobre la actividad de la NKA.

Una disminucion de la actividad de la NKA se ha observado en la diabetes, en modelos de
animales con diabetes inducida, en los que la administracion de insulina regula los niveles de
glucosa, pero no recupera la actividad de la NKA (Sweeney et al., 1998). La disminucion de la
actividad enzimatica de la NKA en el SNC de ratas Wistar con DM experimental es algo que se

ha demostrado en varios estudios (Vazquez-Ruiz, 2018).

Segun sugieren Isaar y col. (2021), la causa principal de la disfuncién nerviosa en pacientes
con DM2 seria la reduccion en la permeabilidad del sodio, mientras que en pacientes con SM y
DM2 se presenta ademas una disminucion en la actividad de la NKA, lo que conlleva a un mayor
dafo en la estructura y funcion nerviosa periférica, lo que se traduce en neuropatia diabética. La

disminucion en la actividad enzimética de la NKA se evidencia en este trabajo (Fig. 14)

Desde otra perspectiva, T van Sloten et al. (2020) indican que la disfuncién cerebral microvascular
es aparente también en pacientes con prediabetes, sugiriendo que las alteraciones nerviosas a

nivel microvascular ocurren incluso antes de la instauracion de la diabetes.
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En el presente trabajo se observa una disminucién en la actividad de la NKA en la corteza
cerebral de las ratas Wistar macho que se sometieron a dieta hipercalérica (Figura 14). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Lazaro-Fernandez (2021) en un estudio anterior con
variantes concordantes con las presentadas aqui. Ya anteriormente se habia establecido una
relacién entre la DM experimental y una disminuciéon en la actividad especifica de la NKA en
corteza cerebral de ratas Wistar, disminucion que se recupera parcialmente con el tratamiento de
L-triptéfano o la administracion de 5-hidroxitriptamina (Vazquez-Ruiz, 2018) lo que encuentra
sentido si se considera el papel que juega la serotonina en la regulacion positiva de la NKA
principalmente en las células gliales (Mercado & Hernandez, 1992) y que en la DM la sintesis de

serotonina se ve afectada (Manjarrez et al. 2001).

Sin embrago, en nuestro modelo no es posible establecer signos suficientes que sugieran
la presencia de la DM2 o del sindrome metabdlico, dadas las limitaciones propias de la naturaleza
del modelo, por lo que no se puede establecer que la causa de la disminucion de la actividad de
la NKA se deba exclusivamente a un efecto ejercido por los estados de hiperglicemia. Otros
factores moleculares propiciados por la dieta de alto contenido cal6rico tendrian que estar
implicados en la disminucién de la actividad para explicar su presencia antes del establecimiento
de la diabetes. A futuro, en necesaria una investigacion que logre establecer la relacion directa
entre la disminucién en la actividad de la NKA y el desarrollo de hiperglicemia, asi como una

medida cuantitativa comparativa de dicha disminucién.
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9. Conclusién

La dieta hipercaldrica modifica la actividad de la NKA e inicia alteraciones en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos que pueden originar el desarrollo de patologias como la
diabetes mellitus y posteriormente el sindrome metabdlico.
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