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RESUMEN

El estrés crénico altera procesos de aprendizaje y memoria. Durante la adolescencia algunas
partes del cerebro aln se encuentran en desarrollo y la exposicién a eventos estresantes durante
esta etapa, puede causar cambios plasticos a nivel del sistema nervioso central que resultan en
alteraciones en el comportamiento. Por otro lado, enfermedades metabdlicas como la diabetes,
ocasionan degeneracion de los procesos cognitivos e incrementan las probabilidades de
desarrollar trastornos de ansiedad y depresién. Actualmente el impacto del estrés en el inicio y
progresion de la diabetes es controversial. En experimentos con modelos animales se ha
demostrado que el estrés cronico mitiga el desarrollo de la diabetes. Sin embargo, otros estudios
reportan que la exposicién a glucocorticoides inhibe la secreciéon y promueven la resistencia a
insulina. A pesar de la importancia de estos dos factores en funciones cognitivas y la conducta
emocional, hasta el momento no se ha reportado el efecto del estrés crénico en el desarrollo de
diabetes en ratas adolescentes y su impacto en dichas funciones.

En este estudio, nosotros hipotetizamos que la exposicién a estrés crénico por restriccion de
movimiento en ratas adolescentes, exacerba los cambios neurobioldgicos y conductuales
inducidos por el subsecuente tratamiento con estreptozotocina (STZ), en el area CA3 del
hipocampo, corteza prefrontal medial (CPFm) y el ndcleo basal magnocelular (NBM), regiones
cerebrales relacionadas con el aprendizaje, la memoria, el comportamiento de ansiedad vy
depresidn. Para estudiar los mecanismos moleculares, nos enfocamos en el estudio de la proteina
de densidad post-sinaptica 95 (PSD-95) en CPFm y el area CA3 del hipocampo, y en la enzima
colina acetiltransferasa (ChAT) en NBM. Asimismo, examinamos los cambios neuromorfoldgicos de
las espinas dendriticas en CPFm, y evaluamos la conductas relacionadas con ansiedad, depresién y
memoria de trabajo a través del laberinto en cruz elevado, prueba de nado forzado y laberinto en
T, respectivamente. Finalmente, medimos el efecto del estrés y la diabetes en el metabolismo
energético periférico a través de la determinacidn en sangre de insulina, glucosa, colesterol y
triglicéridos.

Nuestros resultados indican que, el estrés crénico aplicado en ratas adolescentes seguido de la
induccion a diabetes experimental, alteran el metabolismo de los triglicéridos y aumentan el peso
de las glandulas adrenales en comparacidn con ratas diabéticas que no se expusieron a estrés. El
estrés crénico y la diabetes aumentan la inmunoreactividad de ChAT y PSD-95 en CPFm. Estos
cambios se relacionan con el incremento en la conducta de ansiedad y depresién en las ratas
diabéticas. Ademas, el estrés alterd la morfologia de las espinas dendriticas, donde el nimero de
espinas delgadas aumentaron y las espinas tipo hongo disminuyeron, en ratas diabéticas con
exposicién a estrés durante la adolescencia. Sin embargo, en el drea CA3 del hipocampo la
inmunoreactividad para PSD-95 incrementé en ratas diabéticas sin estrés y se mantuvo sin
cambios en ratas diabéticas con estrés. En el laberinto en T, no se observaron alteraciones entre
los grupos experimentales, lo que indica que los cambios neuro-anatdmicos observados en CPFm,
NBM y CA3 podrian estar compensando el daiio inducido por ambas condiciones en la memoria de
trabajo. Estos resultados aportan informacién para el manejo de los desdrdenes afectivos
relacionados con el estrés y la diabetes y abren una oportunidad para el estudio de los
mecanismos de resiliencia y plasticidad que genera el estrés crénico para conservar las funciones
de la memoria de trabajo, tras la exposicidn a diabetes.



ABSTRACT

Chronic stress triggers maladaptive changes altering learning and memory functions. During
adolescence some parts of the brain are still under development and exposure to stress events
may cause plastic changes in the central nervous system leading to behavioral alterations.
Furthermore, metabolic diseases such as diabetes, also triggers cognitive decline and increase the
risk to develop anxiety and depression. Actually, the effect of stress on development of diabetes is
unclear. Animal models have shown that chronic stress dampers the development of
streptozotocin (STZ) induced-diabetes. However a number of studies suggest that glucocorticoids
inhibit insulin secretion and promote insulin resistance. Despite the importance of those two
factors involved in cognitive functions, there are no reports regarding the effect of chronic stress
in development of diabetes in adolescent rats, and its impact in cognitive functions and
neuroanatomical alterations.

In this study, we hypothesized that chronic restraint stress in adolescent rats will augment the
neuroplastic and behavioral changes caused by the further effect of STZ injection in CA3 of
hippocampus, medial prefrontal cortex (mPFC) and magnocellular nucleus basalis (NBM),
structures involved in learning and memory functions and anxiety and depression related
behaviors. To explore the underlying molecular mechanisms we focused in the study of post-
synaptic protein 95 (PSD-95) in mPFC and CA3 of hippocampus and choline acetyltransferase
(ChAT) in NBM immunoreactivity. Also, we examined the number and morphology of dendritic
spines in mPFC neurons and evaluated the behavioral alteration related to anxiety, depression and
working memory through elevated plus maze, forced swing test and T-maze test respectively.
Moreover, we measured the effects of stress and diabetes on peripheral energetic metabolism
through insulin, glucose, cholesterol and triglycerides levels in bloom.

Our results showed that stress during adolescence followed by STZ-induced diabetes, causes
maladaptive changes altering triglycerides metabolism and increasing adrenal weight. Chronic
stress plus diabetes increased ChAT and PSD-95 immunoreactivity in mPFC. These effect can be
related with an increased in anxiety and depression like-behavior in diabetic rats. Furthermore the
number and morphology of dendritic spines in mPFC neurons of stress-diabetic rats showed a
decreased number of mushroom spines while thin spines were increased. Moreover, in CA3 of
hippocampus, the immunoreactivity of PSD-95 increased in no stress-diabetic rats and remained
unchanged in stress-diabetic rats. In the T-maze, no impairments were observed between stress-
and no stress-diabetic rats. The changes observed in mPFC, NBM and CA3 could compensate the
damage induced by stress and diabetes in working memory. These data may offer important
information to develop strategies to manage the incidence of negative stress and diabetes related
neurobehavioral outcomes, like anxiety and depression and open an opportunity to study the
mechanisms mediating stress resilience and plasticity during the adolescence, that may help to
keep working memory function after an aggressive exposure to diabetes.



I. ANTECEDENTES

1.1 Mecanismos y efectos del estrés en el cerebro

En conjunto, el hipocampo, la corteza prefrontal (CPF) y la amigdala son las zonas
cerebrales con mayor densidad a receptores a glucocorticoides (GC), encargadas de regular la
respuesta del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HPA) y modular la consolidacidon de la memoria y
el comportamiento. En el sistema nervioso central (SNC), los GC realizan sus funciones a través de

dos vias principalmente: 1) la via no genémica y 2) la via genémica (McEwen et al., 2015).

Los efectos no gendmico de los GC se observan tras episodios cortos de estrés y tienen
como finalidad la activacion neuronal. Esto sucede a través de los receptores a
mineralocorticoides (MR) presentes en la membrana presindptica, los cuales promueven la
liberacion de glutamato y con ello activacidon neuronal (Ver figura 1.1). Transcurrido un tiempo, los
GC ejercen comunicacién cruzada con el sistema endocanabinoide, quien se encarga de inhibir la
liberacion de glutamato, para frenar asi la activacion. Esta inactivacion es un mecanismo para
recuperar la homedstasis y proteger de manera importante al hipocampo, CPF y amigdala de una

sobreactivacion (Hill & McEwen, 2010).

Los efectos gendmicos se activan cuando la exposicién al estresor se prolonga y la
presencia de GC es continua. Bajo dichas condiciones, se observan modificaciones a nivel
epigenético mediante la metilacion y acetilacion de histonas que le permiten al organismo
responder o adaptarse a esta nueva condicién. El mecanismo de accién gendmico, involucra tanto
la interaccion directa con los elementos de respuesta a los GC (GRE) o a través de la activacién de
segundos mensajeros. La importancia del efecto a nivel epigenético es su impacto a largo plazo, ya
que la presencia constante de un estresor, puede alterar el patron de expresidn genética y generar

una respuesta diferente en el control y adaptacién a nuevos estresores (Ver figura 1.1.2).
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Figura 1.1. Los GC liberados de las glandulas adrenales pueden unirse con diferente afinidad a los receptores a MR y GR,
los cuales se encuentran en la membrana neuronal o en el nucleo. Los efectos de los GC pueden ser mediante la via no
gendmica (a través de receptores de membrana), la via gendmica indirecta (a través de segundos mensajeros) y via
gendmica (a través de receptores citoplasmaticos, que se translocan al nucleo y actian como factores de transcripcion).
Los receptores a GC activos, pueden translocar a la mitocondria y regula la oxidacidn mitocondrial. Los GC inducen la
liberacién de glutamato mediante la activacion de receptores a MR. Otra forma en que los GC influyen en la
neurotransmicion, es a través de la comunicacién cruzada con los endocanabinoides, los cuales se unen al receptor de
endocanabinoides CB1 e inhibe la liberacidn de glutamato. Este mecanismo es dependiente de GC. Tomado de McEwen
et al.,2015.

Rec + FST

Figura 1.1.2. Cambios en la expresién genética en el hipocampo en respuesta al estrés y GC que dependen de los
episodios de estrés en el pasado. Las flecha indican incremento o disminucion de la expresion genética. a) Diagrama de
Venn donde se observa la expresion de genes que fueron diferentes al control sin estrés tras un periodo de recuperacion
del CRS (Rojo), los cuales son diferentes de los genes expresados por CRS (Azul); se observan 36 genes comunes entre
CRSy Rec. b) Diagrama de Venn donde se aprecia que FST modificé la expresion de 95 genes. En naranja observamos el
nimero de genes que aumentan cuando al animal se le estresa con un nuevo estresor inmediatamente, el CRS se realizé
previamente a FST. En verde observamos el efecto de un periodo de recuperacidon previo al FST. Abreviatura: FST,
prueba de nado forzado; Cort, corticosterona; CRS, estrés crénico por restriccion de movimiento; Rec, recuperacién.
Tomado de McEwen et al.,2015.




La exposicion a GC de manera crdnica, trae consigo cambios en la arquitectura neuronal
del hipocampo, CPF y amigdala. Tras 21 dias (6 h por dia) de estrés crénico por restriccién de
movimiento (ECRM), se observa en el area CA3 del hipocampo una remodelacion de las neuronas
piramidales, caracterizada por un acortamiento del arbol dendritico y disminucién en la densidad
de espinas de la dendrita apical (Margarifios et al.,1995). Un fendmeno similar se observa en la
corteza prefrontal medial (CPFm), especificamente en la region infra limbica (capa 1I/11l), donde el
mismo paradigma de estrés ocasiona atrofia y disminuciéon en la densidad de espinas de la
dendrita apical(Cook et al.,2004; Perez-Cruz et al., 2007). Sin embargo, la amigdala basolateral
presenta un patron de plasticidad diferente, donde las neuronas principales exhiben aumento en
la arborizaciéon y un mayor niumero de espinas dendritica tras la exposicidn a estrés crdnico (Vyas

et al., 2004).

Esta diferencia se relaciona con la funcidon de cada region cerebral en la regulaciéon del eje
HPA. Es decir, la exposicién continua y prolongada de GC en el hipocampo y CPF, inactiva al eje
HPA, mientras que en la amigdala lo activa. A nivel conductual esta exposicion crdnica se relaciona
con disminucion en la memoria de trabajo, dependiente de hipocampo y CPF, y facilita el

aprendizaje aversivo, que depende de la amigdala (Chattariji et al.,2015).

Por otro lado, modificaciones neuronales durante etapas de desarrollo cerebral, puede
traer consecuencias neuroldgicas adversas. Se postula que el estrés genera una cicatriz de dafios a
lo largo de la vida, que pueden cambiar la trayectoria del envejecimiento cerebral. En este trabajo,
nos enfocamos en los efectos del estrés durante la adolescencia, un periodo vulnerable donde el

hipocampo, la amigdala y especialmente la CPF, se encuentran en constante maduracion.
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1.1.2 Estrésy el cerebro adolescente

La adolescencia es un periodo de la vida que transcurre entre la infancia y la edad adulta,
siendo una etapa marcada por multiples cambios neuroendocrinos, psicoldgicos y sociales. En esta
edad se llevan a cabo la maduracion de las habilidades cognitivas y se es mas susceptible a
desarrollar diversos desordenes, como: ansiedad, depresion, esquizofrenia y abuso en el consumo
de drogas y alcohol. Se ha relacionado la exposicién al estrés durante la pubertad y adolescencia,
con una mayor vulnerabilidad a desarrollar trastornos de tipo psicoldgicos y conductuales

(Chattariji et al., 2015; Klein et al., 2013).

En roedores, la etapa prepuberal inicia a los 21 dias de edad. Aproximadamente a los 30
dias edad, entran a la pubertad y adolescencia. Es durante este periodo donde se presentan las
transformaciones fisicas, neurobioldgicas y de comportamiento tipico observado en humanos vy
otras especies. Investigaciones recientes han demostrado que durante este periodo existe una
maduracién estructura y funcional del cerebro, particularmente en regiones limbicas y corticales
(Eiland et al., 2013).Por ejemplo, el volumen del hipocampo y amigdala aumenta, mientras que en
la CPF inicia un proceso de poda sinaptica (pérdida de espinas dendriticas seguido de surgimiento
de nuevas conexiones sindpticas) y muerte celular programada. Dado que estas zonas del cerebro
estan relacionadas con funciones cognitivas y emocionales, dichos proceso de maduracién se
vinculan con los cambios fisioldgicos y psicoldgicos caracteristicos de esta etapa (Eiland et al.,,

2013).

Durante la adolescencia, la respuesta del eje HPA es mayor y mds prolongada en
comparacién con las etapas neonatal y adulto. En roedores adolescentes, tras la finalizacién del
ECRM, la concentracidn de corticosterona se mantiene elevada el doble de tiempo en
comparacién con los adultos (70 dias de edad), debido a que el mecanismo de retroalimentacidon

negativa del eje HPA se encuentra inmaduro (ver figura 1.1.4).



Figura 1.1.4. Concentraciones de corticosterona en
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estrés en comparacion con las ratas en etapa prepuberal,
las cuales contintdan con una respuesta pronunciada, lo cual indica que no se adaptaron al estresor, como lo hacen los
adultos. Tomado de Eliand et al.,2013.

Otro efecto diferente del estrés en ratas adultas y adolescentes se observa en los niveles
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BNDF), donde el ECRM disminuye los niveles de
BNDF y reduce la neurogénesis en giro dentado de ratas adultas, mientras que en adolescentes
aumenta (Toth et al.,2008). En cuanto a la reactividad a estimulos placenteros, el ECRM genera
anhedonia (inhabilidad para tener experiencias placenteras) en ratas adultas, pero no en los
animales adolescentes (Isgor et al.,2004). Estos datos sugieren que el mismo estresor puede
producir efectos contrarios, dependiendo si éste se presenta a diferentes etapas del desarrollo.
Ademas, el cerebro adolescente es mas sensible a los GC en comparacién con los adultos, dado
que la misma concentracion de corticosterona genera mayor expresidn de receptores a glutamato

en hipocampo (Romeo et al,2015).

En el 2004 Isgor y colaboradores publicaron la primera investigacién sobre el efecto del
estrés cronico en la adolescencia a nivel neuro-anatdmico, ellos observaron alteraciones en el
volumen hipocampal, donde el volumen de las areas CA1 y giro dentado disminuyd, mientras que
CA3 dejo de crecer en comparacion con los controles. Los cambios en el hipocampo de los
animales con estrés, se acompafiaron de un menor desempefio en la prueba del laberinto acuatico
de Morris (Isgor et al.,2004). Estos resultados demostraron que, la etapa adolescente es un
periodo susceptible a la exposicién a estrés crénico, el cual modifica la perturba la morfologia del

hipocampo y las capacidades cognositivas.

En la figura 1.1.5, se puede apreciar los tres factores propuestos por Romeo y
colaboradores que hacen a este periodo especialmente sensible a los efectos del estrés, el cual

describen como la "tormenta perfecta" : 1) Mayor respuesta hormonal al estrés, 2) Cambios

10



neuroanatémicos en regiones cerebrales en maduracion (amigdala, hipocampo y CPF), 3)

Incremento en la sensibilidad alos GC en el hipocampo.

Figura 1.1.5. Representacion esquematica de los
Ad0|escence factores que contribuyen con la susceptibilidad al
estrés durante la adolescencia. Especificamente, se

observan cambios en la reactividad del eje HPA,
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adicciones . Tomada de Romeo et al.,2015.

1.1.3 Modelos de estrés cronico utilizados en roedores

Existen varios modelos de estrés en animales de experimentacidn, capaces de mimetizar
las alteraciones psicoldgicas y fisiolégicas que desarrollan los humanos con estrés. La eleccion del

modelo de estrés cronico depende de las caracteristicas de la investigacion (Subiabre et al.,2012).

En roedores, el paradigma de estrés cronico mas utilizado es el ECRM. En este modelo, el
animal es introducido en un restrictor de acrilico o malla muy bien ventilada, durante 6 horas
diarias por 21 dias. Este protocolo se recomienda para evaluar deterioro en la memoria, ya que
ocasiona retraccién dendritica en la region CA3 de hipocampo, disminuye la memoria de trabajo y
aumenta el estrés oxidativo (Buynitsky & Mostofsky, 2009). Sin embargo, la duracién vy la
frecuencia de exposicién al estresor puede ser modificado dependiendo de los objetivos a
estudiar. Por otro lado, existen otros paradigmas de estrés, donde se utilizan estresores
psicosociales como la separacidon materno fetal, derrota social o naturalistas como la plataforma

elevada o por olor del depredador entre otros.‘
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Figura 1.1.6. Modelos de estrés cominmente utilizados en roedores. Diversos procedimientos se ha utilizado para estudiar los efectos
del estrés en el SNC, lo cual incluye estresores fiscos como, inmovilizacidn y restriccion de movimiento. Por otro lado, estresores
psicosociales o naturalistas. En azul se indica la duracién y frecuencia de un protocolo de estrés agudo y en rojo un protocolo crénico.

Tomado de Sumantra et al.,2015.
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1.2 Diabetes y cognicion

La diabetes mellitus es un desorden endocrino donde el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas se encuentra alterado, se caracteriza por estados de
hiperglucemia créonica como resultado de un deterioro en la secrecién (diabetes tipo 1) o en la
sensibilidad (diabetes tipo 2) a la insulina. A corto plazo, los estados de hiperglucemia causan sed,
aumento de la frecuencia urinaria, hambre y disminucién de peso corporal. A la larga, produce
lesiones oculares, renales y aumenta el riesgo de sufrir cardiopatias, accidentes cerebro vasculares

e insuficiencia circulatoria en los miembros inferiores (Alberti & Zimmet, 1998).

Diversos estudios han mostrado la existencia de una asociacién epidemiolégica entre la
diabetes mellitus y la demencia. La hiperglucemia aguda, la microangiopatia, la hipoglucemia y la
resistencia a la insulina son mecanismos implicados en la relacién entre diabetes y deterioro
cognitivo. Recientemente, se han reportado cambios electrofisiolégicos y estructurales en el
sistema nervioso central (SNC) que se relacionan con el deterioro cognitivo en diabetes tipo 1y

tipo2 (Formiga et al., 2014).

El hipocampo es un estructura importante para la integracién del aprendizaje y la
memoria, y es particularmente sensible a cambios en la homeostasis de glucosa (Starr et al., 2007).
Por ejemplo, la regulacion inadecuada de los niveles de glucosa altera las propiedades
electrofisioldgicas de las neuronas en esta regidn. En particular, los roedores en modelos de
diabetes con estreptozotocina (STZ), presentan disminucién en la potenciacidn a largo plazo (LTP)
e incremento en la depresion a largo plazo (LTD) en comparacion con los controles no diabéticos
(Kamal et al.,1999; Kamal et al.,2006). Se cree que, estos cambios electrofisiolégicos podrian
relacionarse con el deterioro cognitivo presente en estos animales. Asi mismo, en estudios
histoldgicos se observa atrofia dendritica en las neuronas piramidales de CA3 y redistribucion de la
proteina de densidad post-sindptica 95 (PSD-95), lo cual podria ser indicativo de un proceso
sinaptogénico presente en el hipocampo de las ratas tras la administracion STZ (Magarifios et al.,

2000).

Por otro lado, durante el envejecimiento normal en humanos, las habilidades cognitivas
disminuyen, incrementa el riesgo de desarrollar y el hipocampo sufre cambios estructurales y
morfoldgicos. En ratas viejas, las propiedades electrofisioldgicas se ven alteradas,

comprometiendo la plasticidad neuronal hipocampal (Wilson et al.,2006).
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Los cambios observados durante el envejecimiento son similares a los reportados en la
diabetes, por lo cual, se cree que el mecanismo de dafio de la diabetes a nivel de SNC consiste en
acelerar el envejecimiento cerebral (Ryan & Geckle, 2000).Esta aseveracidon se basa en tres
caracteristicas de esta patologia que contribuyen con el envejecimiento cerebral, las cuales se

describiran brevemente a continuacion.

1. Insulina: la expresion de receptores a insulina en el hipocampo son importantes para la
regulacién de los procesos cognitivos. La administraciéon de insulina en pacientes con Alzheimer
mejora la memoria declarativa e incrementa la expresidn de los receptores NMDA y AMPA
(Skeberdis et al.,2001). Procesos similares se observan tras la administracién rosiglitazona,
medicamento que aumenta la sensibilidad a insulina (Pedersen et al.,2006). En ratas diabéticas, la
administracién de insulina restaura la plasticidad neuronal en el hipocampo (Biessels et al.,1998).
Por lo tanto, la disminuciéon del receptor de insulina en la diabetes y la resistencia a insulina en la

vejez, podrian iniciar el proceso neurodegenerativo.

2. Productos de glicacién avanzada (AGEs): el mal control de la glucosa durante la diabetes
incrementa los AGEs, productos formados por una reaccion no enzimatica entre azlcares y grupos
amino y el estrés oxidativo. Los AGEs estdn implicados en procesos de envejecimiento celular y en
el desarrollo de las complicaciones crdnicas de la diabetes como, el dafio vascular y renal. Ademas,
los AGEs aumentan durante el envejecimiento natural, debido a la disminucién en las enzimas
antioxidantes y acumulacidn de radicales libres, lo cual favorece su generacion. Este desbalance
entre oxidantes / antioxidantes se observa en modelos animales de diabetes; de este modo los
AGEs se convierten un factor etiolégico en el desarrollo de alteraciones cognitivas en la diabetes y

el envejecimiento (Goh et al.,2008; Takeuchi et al.,2007).

3. Alteracion en el eje HPA: la diabetes ocasiona hiperactivacion del eje HPA, con
incremento de GC circulantes (Reagan et al.,2008). En ratas, la administracién de corticosterona
genera resistencia a la insulina y disminuye la sensibilidad de la insulina en el hipocampo. En ratas
diabéticas con STZ y adrenalectomia (sin glandulas suprarrenales), la administracién de bajas dosis
de corticosterona mejoran la memoria espacial, mientras que altas dosis la empeoran (Stranahan
et al.,, 2008). En humanos, los niveles de cortisol en liquido cefalorraquideo son mayores en
personas de edad avanzada en comparacidon con personas jovenes (Swaab et al.,1994). En el
hipocampo, se observa una disminucidn del receptor a GC tipo 1 (MR) y aumento en el receptor

tipo 2 (GC); al incremento de este ultimo se le atribuyen los dafios ocasionados en el hipocampo.

Similar como en la adolescencia, en la vejez el eje HPA vuelve a tener una respuesta mayor

y prolongada en comparacion con los adultos (Gust et al., 2000). Por lo tanto, las alteraciones del
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eje HPA presente en edades avanzadas, genera estados de hipercortisolemia que comprometen la

funciéon neuronal.

Por otro lado, la diabetes experimental con STZ representa un estresor crénico enddégeno
que produce alteraciones en el hipocampo de manera similar a las observadas por ECRM. En ratas
con 21 dias de ECRM, se produce retraccién de la dendrita apical en el drea CA3 del hipocampo,
mientras que en ratas diabéticas (induccion con STZ) este cambio se genera mas rapido tras 9 dias
de la induccidn. El dafio ocasionado en CA3 por el ECRM se potencializa cuando se aplica en ratas
diabéticas. Una semana de ECRM en ratas diabéticas es suficiente para ocasionar atrofia dendritica
en CA3, lo cual toma 21 dias en ratas control (sin diabetes). Las modificaciones que trae consigo el
ECRM en ratas diabéticas provocan atrofia adrenal con niveles elevados de GC, por lo cual el dafio
en el hipocampo es mayor en comparacién con ratas con estrés y sin diabetes, (Magarifios et

al.,2000).

Esta combinacién de factores actian en conjunto para acelerar el envejecimiento cerebral
en los pacientes diabéticos, lo que incrementa su vulnerabilidad para desarrollar desordenes

relacionados con el envejecimiento, como la demencia (Wrighten et al.,2014).
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1.3 Sistema colinérgico y glucocorticoides

Los principales grupos neuronales del sistema colinérgico se localizan en el cerebro basal
anterior, el cual se encuentra dividido en seis nucleos (Ch1-Ch6). Las neuronas localizadas en el
septum medial (MS) corresponden a los nucleos Ch1 y proyectan principalmente al hipocampo. El
sector Ch2 se encuentra en el nucleo vertical de la banda diagonal Bronca (vDB), estas neuronas se
encuentran a un lado del MS y proyectan de igual manera hacia el hipocampo. La seccidon

horizontal de este la banda diagonal Bronca conforma la seccién Ch3, el cual proyecta al bulbo

olfatorio principalmente. El nldcleo Ch4 estd localizado en la sustancia inominata, globo palido y
principalmente en el nucleo basal magnocelular (NBM), las neuronas en este nucleo proyectan a
corteza y la amigdala. Finalmente, las células colinérgicas de los sectores Ch5 y Ch6 se encuentran
en el tallo cerebral e inervan al talamos e hipotdlamo. El nicleo Ch5 se localiza en el pedunculo
pontino y el Ch6 se encuentra en el nucleo tegmental laterodorsal (Mesulam, et al., 1984; Purén et

al., 2014).

Figura 1.3.1 Nucleos colinérgicos del cerebro de rata y u proyecciones en plano sagital. Las neuronas colinérgicas se clasifican en seis
grupos. Primer grupo estd compuesto por el septum medial (MS); Segundo grupo integrado por vertical de la banda diagonal Bronca
(VDBY); Tercer grupo constituye la seccion horizontal de este la banda diagonal Bronca (HDB); El cuarto grupo incluye al nicleo basal
magnocelular (NBM) con proyecciones a corteza y amigdala; El grupo cinco y seis corresponden al pedunculo pontino (PPT) y al nicleo
tegmental laterodorsal (LTD). Corteza (CTX), hipocampo (HI), Caudado putamen (CP), Globo Pélido (GP), Bulbo olfatorio (OB), Céliculos
superiores (CS), Nucleo Acumbens (NAcc-AC), Cuerpo Calloso (CC),cerebelo (CB). Tomado de Mesulam, et al., 1984; Purdn et al., 2014.
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Los principales componentes de este sistema son: el neurotransmisor acetilcolina ( ACh),
la enzima aceticolinestersa (AChE) que se encarga de la ruptura de ACh, la enzima colina
aetiltransferasa (ChAT) la cual, participa en la sintesis de ACh y los receptores nicotinicos y

muscarinicos pre y posindpticos (Paul et al., 2015).

Desde ya hace varios afnos se ha relacionado a este sistema con la regulacidn de varios
procesos cognitivos. Cuando se bloquea la actividad central de este sistema con la administracion
de escolpamina (un antagonista competitivo no selectivo de los receptores muscarinicos) se
observan alteraciones en la memoria de individuos jovenes, similares a las deficiencias presentes
en ancianos. Dicho dafo se revierte al administrar fisostigmina, un estimulante colinérgico
anticolinesterasico (Bartus et al.,1978; Drachman et al., 1977). De hecho, actualmente se utilizan
inhibidores de AChE, como: el donepezil, rivastigmina y galantamina en el tratamiento para la
enfermedad de Alzheimer (EA). Si bien esta terapia origina una ligera mejoria en la memoria de los
pacientes, solo es efectiva en los inicios de la enfermedad y no ofrece efecto en estadios
posteriores, donde el sistema colinérgico se encuentra deteriorado (Doody et al., 2001; Group et

al.,2004).

En pacientes con demencia moderada e inicios de EA, se observa una reduccién del factor
de crecimiento neuronal (FCN) en neuronas colinérgicas. Estas modificaciones moleculares
tempranas dan pie a la demencia de inicio temprano en EA que conducen, con el tiempo, a la

degeneracién progresiva de este sistema (Elliott et al., 2007).

Por otro lado, alteraciones en el sistema colinérgico, disminuye la habilidad del hipocampo
para enfrentar insultos posteriores como el estrés, perturbaciones circadianas, la vejez, entre
otros; De esta manera, aumentan las probabilidades de desarrollar problemas cognitivos (ver
figura 1.3.2) (Craig et al.,2011). Con lo anterior, es importante estudiar los factores que a lo largo
de la vida puedan debilitar al sistema colinérgico y le impidan responder de manera efectiva en
situaciones posteriores. Como mencionaremos a continuacion, los GC y el estrés, interactdan de
manera importante con el sistema colinérgico, en conjunto, modulan procesos de plasticidad en
regiones cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria, como lo son el hipocampo,la
CPF y la amigdala (Paul et al.,2015). Situaciones de estrés crénico con elevacién de GC, podrian

modificar a este sistema.
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1.3.1 Estrés y el sistema colinérgico

El estrés cronico y niveles elevados de GC ejercen un efecto negativo en la memoria y
aprendizaje. La inervacidn colinérgica modula procesos cognitivos y sufre deterior durante el
envejecimiento. Se relaciona a este sistema con la actividad de los GC, ya que diversos estudios

han indicado su interaccion y vulnerabilidad en repuesta al estrés.

En 1994, el trabajo de Cintra y colaboradores arrojaron los primeros indicios de es esta
relacidon, demostrando la presencia de receptores a GC en las neuronas de los nucleos basales.
(Cintra et al., 1994); Mas tarde, Abraham y colaboradores en el 2000, observan una respuesta U-
invertida en el NBM tras la administracidon de corticosterona en ratas con adrenalectomia. Dosis
ligeramente altas generan un efecto protector en las neuronas colinérgicas del NBM ante una

lesidn citotdxica, mientras que dosis mas altas potencializan la lesion (Abraham et al.,2000).

En ratas expuestas a GC en etapas posnatales e inmulesionadas con Saporina-IgG-192
(inmunotoxina que produce lesidn selectiva y permanente de neuronas colinérgica) en la edad
adulta, presentan una disminucidn mas pronunciada de ChAT y del receptor a GC, acompafiada de
niveles elevados de la hormona liberadora de corticotropina (CRF) en comparacién con animales
lesionados control (sin exposicion a GC en etapa prenatal). Esto datos indican que, el estrés juega
un papel pre-condicionante sobre las neuronas colinérgicas al hacerlas mds proclives a la

neurodegeneracidn en etapas posteriores de la vida (Aisa et al., 2009; Emgard et al.,2007).

Craig y colaboradores obtienen resultados similares en ratas adultas, tras lesionar el
septum medial con Sporina-lgG-192 y posteriormente someter a ECRM, observaron que los
animales lesionados y estresados, presentan alteraciones en la memoria espacial en comparacién

con los animales que solo fueron lesionados pero no estresados (Craig et al.,2011).

Por otro lado, se ha reportado que en respuesta a un estimulo estresante los niveles de
ACh en hipocampo y CPF incrementan solo en ratas jovenes y no en viejas (Mark et al., 1996;
Mizuno et al.,1997). Episodios de estrés crénico disminuyen la reactividad del péptido
neuroestimulador colinérgico del hipocampo (PNCH) y en consecuencia los niveles de ACh se
reducen, debido a que dicho péptido estimula la actividad de la enzima ChAT (Kim et al.,2007). Se
presenta una disminucién similar de este péptido en la EA, la cual estd asociada con desregulacion

del eje HPA y niveles altos de GC.

18



A Sub-threshold ACh-mediated
Injury compensatory

mechanisms

/
D

|

No memory

impairment

Threshold ACh-mediated

Injury compensatory

' mechanisms

Memory

impairment

Sub-threshold ACh-mediated

Injury compensatory

’*

Memory

mechanisms

impairment

Figura 1.3.2 Nueva hipdtesis colinérgica. A) observamos que ante un insulto leve, el sistema colinérgico tiene la
capacidad de compensar tal dafio en el hipocampo protegiendo a la memoria de alteraciones. Sin embargo en B) se
presenta el caso en que el insulto es mas fuerte o se presenta de manera prolongada, ante el cual el sistema colinérgico
no puede soportar el dafio. Ahora en C) observamos que si el sistema colinérgico no funciona adecuadamente, el insulto
leve puede dafiar la memoria al igual que un insulto fuerte y prolongado. Tomado de Craig et al.,2011.

El hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal participan en la regulacién de la
respuesta al estrés; alteraciones en la funcidon de esta regiones se relaciona con trastornos de
ansiedad y depresidn. Tras episodios de estrés agudo por restriccion de movimiento, los niveles de
ACh aumentan en hipocampo y CPF, pero permanecen sin modificacion en la amigdala (ver figura
1.3.3). Se cree que la liberacidén de ACh en hipocampo y CPF, induce la generacion de procesos
plasticos (Picciotto et al., 2012). El NBM ha sido vinculado estrechamente a procesos cognitivos
derivados de tareas de atencidén, aprendizaje y memoria, ya que parece modular la excitabilidad
de las neuronas de la corteza a través de sus proyecciones colinérgicas, lo que proporciona las
condicione adecuadas para que se activen los mecanismos de la plasticidad sindptica (Purdén et

al.,2014).

Figura 1.3.3. Efecto de Ach en la respuesta al estrés del

Hippocampus
hipocampo, corteza prefrontal y amigdala. El estrés

aumenta la liberacion de ACh en hipocampo y corteza

Medial
Septum

frontal. El hipocampo induce una retroalimentacion
negativa en la activacion de la amigdala, ya que inactiva
al eje HPA ( flecha en rojo). La corteza prefrontal ejerce

T

este efecto de manera indirecta al activar al nucleo
intercalado. El efecto que ocasiona ACh tras la liberacion

Intercalated
nucleus

Basal
Forebrain

por estrés en estrds estructuras, no es muy claro
A;g{g::l)la actualmente. Sin embargo, la modulacién de la activacién
) de la amigdala por ACh se relaciona con la formacion de

la memoria aversiva. Tomado de Picciotto et al., 2012.
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1.4 JUSTIFICAION

La adolescencia es una etapa que transcurre entre la infancia y la edad adulta,
caracterizada por grandes cambios fisicos, mentales, emocionales y sociales. Durante este proceso
biolégico, aumentan las probabilidades de desarrollar trastornos mentales y dependencias al
alcohol, tabaco y otras adicciones debido a que ciertas regiones del cerebro ain se encuentran en

maduracioén.

El estrés crénico tiene un impacto negativo en el desarrollo cerebral, especialmente en
estructuras con alta capacidad de plasticidad como el hipocampo, la amigdala y la CPF. Durante la
adolescencia estas regiones contindan en maduracion (Green et al.,, 2013). La influencia de las
hormonas del estrés puede alterar el desarrollo normal de conexiones y circuitos neuronales en
estas zonas cerebrales. Es conocido que el hipocampo realiza procesos relacionados con la
memoria y el aprendiza, este interactia con la CPF donde se realizan procesos ejecutivos como la
toma de decisiones . A su vez, la amigdala se encarga del control de las emociones. Por lo tanto,
alteraciones en estos circuitos neuronales por la exposicién a estrés durante la adolescencia,
podria traer consecuencias negativas a largo plazo como, modificaciones cognitivas y emocionales

(Green et al., 2013; Eliand et al, 2013).

Por otra parte, estresores enddgenos como la diabetes, afectan funciones metabdlicas
periféricas que impactan la integridad de las neuronas en el cerebro. Se ha sugerido que, episodios
constantes de estrés durante la adolescencia pudieran dejar mas vulnerable al organismo ante un
insulto metabdlico (como la diabetes), debido a los elevados niveles de GC y su impacto en la
modulacién del metabolismo energético (Magarifios et al.,2000). Sin embargo, existen resultados

contradictorios en la literatura al respecto.

Un sistema importante que se relaciona con la regulaciéon de la respuesta al estrés en
hipocampo y la CPF, es el sistema colinérgico (Paul et al.,, 2015). Por lo tanto, en el presente
proyecto se pretende evaluar el efecto del estrés cronico en edades jovenes y el subsecuente
impacto de la diabetes experimental mediante la administracion de STZ en edades adultas, sobre
el estado emocional, las capacidades cognoscitivas, el sistema colinérgico y la integridad sinaptica

en hipocampo y CPF, regiones del cerebro vulnerables a estos procesos.
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1.5 HIPOTESIS.

El estrés cronico exacerbard los cambios inducidos por el tratamiento con estreptozotocina sobre
colina acetiltransferasa en el nucleo basal magnocelular, la plasticidad neuronal en hipocampo y

corteza prefrontal medial, asi como el deterioro emocional y cognoscitivo en ratas jévenes.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Determinar el efecto del estrés crénico y del tratamiento con estreptozotocina sobre los niveles de
colina acetiltransferasa en nucleo basal magnocelular, la plasticidad neuronal en el hipocampo y la

corteza prefrontal medial, asi como su impacto en la capacidad cognoscitiva y emocional en ratas.
2.2 Objetivos especificos.

2.2.1 Estimar el efecto del estrés crénico y tratamiento con estreptozotocina sobre

marcadores metabdlicos: glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos en sangre.

2.2.2 Determinar el efecto del estrés crénico y tratamiento con estreptozotocina en el

tamafio de las glandulas adrenales y peso corporal.

2.2.3 Examinar el efecto del estrés crénico y tratamiento con estreptozotocina sobre la
ansiedad generada en los animales de experimentacién a través del laberinto en

cruz elevado.

2.2.4 Evaluar el efecto del estrés crénico y tratamiento con estreptozotocina en la

memoria espacial y de trabajo de los roedores, empleando el laberinto en T.

2.2.5 Examinar la conducta relacionada con depresion a través de la prueba de nado

forzado.

2.2.6 Determinar la inmunoreactividad de la colina acetiltransferasa en el Nucleo Basal

Magnocelular y de PSD-95 en la regidon CA3 del hipocampo y corteza prefrontal medial.

2.2.7 Estudiar los cambios neuromorfolégicos de las espinas dendriticas en corteza

prefrontal medial.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales y condiciones de alojamiento

Se utilizaron ratas Wistar macho de 20-23 dias de edad (50-75 g) del bioterio del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y de la Nutricién Salvador Zubirdn, quienes fueron manejadas de acuerdo la
Norma Oficial Mexicana NOM-062- ZO0-1999. Los animales se agruparon en cinco individuos por
caja y se mantuvieron en condiciones de ciclos luz/oscuridad de 12 hrs (luz encendida a las 7:00

am), con acceso a aguay comida ad libitum.

3.2 Diseio experimental

Una vez que los animales fueron aclimatados a las condiciones del cuarto e investigador, se inicio

el protocolo experimental el cual se dividié en 4 etapas que se describirdn a continuacion.
3.2.1 ETAPA 1: Estrés cronico por restriccion de movimiento

Se formaron 2 grupos que fueron manejados de la siguiente manera del dia 1 al dia 22 de

experimentacion.

a) Estrés crénico (E): Los animales se sometieron a un protocolo de estrés crénico por
restriccion de movimiento (ECRM), durante 6 horas diarias por 5 dias y después 4 horas
diarias durante 15 dias, completado un esquema de 21 de restriccidn de movimiento como
se ha reportado anteriormente (n= 24 animales) (Tatyana et al., 2009)(Katie J et al., 2007).

b) No estrés (NE): Los animales fueron manipulados diariamente por el experimentador por 5
minutos aproximadamente y regresados a sus jaulas de confinamiento diariamente (n= 24

animales).

Los animales del grupo E se introdujeron en un restrictor cilindrico de acrilico con orificios de
ventilacién, durante 6 horas diarias por 5 dias y después 4 horas diarias durante 15 dias,
completado un esquema de 21 de restriccion de movimiento. Para las ratas de 21-25 dias de edad
(50-75 g) , se utilizaron restrictores cilindricos de acrilico con las siguientes dimensiones: 1 %” de
didmetro por 5” de largo; para las ratas de 26-42 dias de edad (5-150 g) 2” de didmetro por 8"

largo. Medidas indicadas por IITC Life Science Inc.

Este procedimiento se realizd6 en un intervalo de horario de 7:00 a 15:00; al término de las
respectivas horas de ECRM, las ratas se limpiaron con toallas himedas; una vez limpias y secas, se

regresaron a sus cajas de confinamiento.
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3.2.1.a Evaluacion de conducta relacionada con ansiedad

Para evaluar la conducta relacionada con ansiedad se realizd la prueba del laberinto en cruz
elevado (LCE) 24 horas después de la ultima inmovilizacién. Este paradigma se basa en la libre
exploracién que presentan los roedores ante un ambiente nuevo, su disefo en cruz permite elegir
entre dos pares de zonas distintas: un par de brazos peligrosos (brazos abiertos) y un par de brazos
seguros (brazos cerrados). Los animales ansiosos evitan entrar a los brazos abiertos, por lo tanto el
numero de entradas, el tiempo y la distancia recorridas en este brazo, representan un buen

indicador de ansiedad (Walf et al.,2007).

Brama carrado

Las caracteristicas del laberinto utilizado en este trabajo T

consintié en dos brazos cerrados de 50 cm de largo y 10 cm

Paredas

de anchura, cubiertos con paredes de 30 cm de altura. Los T e

_| soem

Zona central

brazos abiertos fueron de las mismas longitudes que los

cerrados, pero estos no estaban cubiertos por paredes. El

Brazo abierto Brazo abierta

laberinto se estaba elevado a 50 cm de piso y se ubicé en un
cuarto especial para realizar la prueba en condiciones de . ,
T4I0 cerrado

oscuridad; una cdmara infrarroja permitié al sistema de

video y rastreo capturar cada sesion (ANY maze Video Figura 3.2.1.a: Caracteristicas del laberinto en cruz.

Tracking Software) (ver figura 3.2.1.a).

El procedimiento utilizado en esta prueba fue el siguiente:

1. Antes de cada prueba se limpid y secé el laberinto con una solucion de alcohol al 10% y se
ingresd al programa los datos de cada animal. Se colocé al animal en la zona central de
cara al brazo cerrado, que es la region donde los brazos abiertos y cerrados se cruzan.

2. Una vez posicionado al animal, se le permitié libre exploracién por el laberinto durante 5
minutos. Durante este tiempo el sistema de video y rastreo capturaba el nimero de
entradas, el tiempo y la distancia recorridas en cada brazo. En caso de que un animal se
cayera de los brazos, se detenia el programa y se colocaba al animal en la zona central
para completar el tiempo de prueba.

3. Alfinalizar el tiempo de exploracion, se retird al animal del laberinto y se colocd en su caja
de confinamiento. Antes de colocar a otro animal, se realizd la limpieza del laberinto,
como en el paso 1.

Esta prueba se realizé en un horario de 9:00 a 15:00 horas. El nimero de entradas, el tiempo y la

distancia recorrida en cada brazo, fueron analizados.
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3.2.1.b Determinacion de marcadores metabdlicos en sangre

Para la determinacién de glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos, se realizd una toma de sangre
ocular el dia 22 (toma 1) en seis animales representativos por grupo. Se tomaron muestras
subsecuentes previo a la induccidon a diabetes al dia 35 (toma 2) y momentos antes del sacrificio al
dia 60 (toma 3). Las tomas fueron realizadas con un ayuno de 6 horas. Para la extraccidon de
sangre ocular, tras anestesiar a los animales (cdmara cerrada con éter), se les introdujo un tubo
capilar con heparina por el angulo medial del ojo a través de la membrana nictitante en direccion
ventro-medio-caudal. Una vez dentro del seno venoso, la sangre se recolecto en un tubo seco
para su posterior centrifugacion. Los sueros fueron almacenados en tubos eppendorf a -70 °C

hasta su procesamiento.
3.2.2 ETAPA 2: Induccidn a diabetes mediante administracion de estreptozotocina.

Una vez trascurridos 15 dias de la dltima inmovilizacién por ECRM, se llevé a cabo la induccidn a

diabetes experimental mediante la administracion de estreptozotocina (STZ).

La STZ (Sigma-Aldrich Cat. No.S0130; lote # SLBJ7785V) se disolvié en una solucién amortiguadora
de citratos (pH 4.5) como vehiculo (VHC) a una temperatura aproximadamente de 4°C (sobre
hielo). Cada dosis de STZ se pesé de manera individual para cada animal y se protegidé de la luz en
todo momento. La preparacién de la disolucion (STZ + VHC) se realizé al instante minutos previos
de cada administracion. La mitad de los animales de cada grupo (E,NE) recibieron a una inyeccién
via intravenosa (i.v) en la vena lateral de la cola, de 60 mg/ kg de STZ (n= 12 animales), mientras
que la otra mitad recibieron 300 pL del vehiculo via i.v (n= 12 animales). Los animales fueron

regresados a sus cajas bajo observacién durante los dias posteriores.
3.2.2.a Control de glucosa tras la administracion de STZ

Para evaluar el efecto de STZ en los niveles de glucosa en la sangre, se realizd un puncién en el
extremo distal de la cola de la rata con una lanceta y la gota de sangre obtenida de la herida (0.1
pL) se recolectd directamente en una tira reactiva, previamente insertada en un glucémetro digital

(Accu-CHEK Active ® Roche Diagnostics).

A todos los animales se les determind los niveles de glucosa basal 24 horas previas a la
administracién de STZ y 72 horas después, con un ayuno de 4 horas. Posteriormente, se hizo una
determinacidn de glucosa cada dos semanas hasta el final del experimento. Aquellos animales que
72 horas después de la administracidon presentaron valores de glucosa mayor o igual a 200 mg/dL

fueron incluidos en el estudio (Garcia Z.U, 2011).
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3.2.3 ETAPA 3: Evaluacidn final de conductas relacionadas con ansiedad, depresion y

memoria de trabajo

Transcurridos 16 dias de la induccidn a diabetes experimental y una semana antes del sacrificio, se
realizd nuevamente la prueba del LCE, con la intensidon de evaluar la ansiedad de nuestros
animales tras el desarrollo del segundo insulto, la diabetes. Esta prueba se realizé bajo las mismas

condiciones y procedimiento descritos en el numeral 3.2.1a.

Tres dias después de la prueba LCE, se evaluaron las habilidades cognitivas de los animales
mediante la prueba de alternacién espontanea del laberinto en T. El aparato consiste en un brazo
(zona de inicio) que se bifurca en dos brazos mas en forma de T (zona de eleccién); en la entrada
de cada brazo, se encuentra una puerta (guillotina). En el punto donde interceptan los tres brazos

se localiza la zona media y la division central ( ver figura 6.2.3).

El fundamento de esta prueba se basa en el comportamiento fonanedia - Zonade eleccion

natural de alternancia espontanea que presentan los roedores, es

e
Guillotina

decir, exploran de manera alternada ambos brazos del laberinto. Lo Guillotine
gue se mide es el nimero de aciertos con respecto al total de plvision centra!
sesiones (% alternacion), el tiempo que tarda el animal en entrar al

brazo de eleccion (latencia) y la duracién en la zona media, con  zensdeinicio
estos, logramos tener medidas aceptables, para evaluar la memoria +—M—  0em —————

de trabajo de nuestros animales en estudio (Deacon et al., 2006). Figura 3.2.3: Laberintoen T.

B0cm

El procedimiento utilizado para cada ensayo en esta prueba, fue el siguiente:

1. Se limpid y esparcid aserrin (similar al de las jaulas de confinamiento) y se colocd la
divisidn central.

2. Fase de prueba: se sitlo al animal en la zona de inicio y se le permitié elegir libremente
algunos de los brazos.

3. Tras la eleccién, se confind al animal en el brazo seleccionado durante 30 segundos,
bajando la guillotina de brazo correspondiente.

4. Después de los 30 segundos de confinamiento, se levantd la guillotina y se dirigid a la
zona de inicio, donde se retiré del laberinto y destind a su caja por 2 minutos.

5. Durante los 2 minutos, se limpid y se mezcld el aserrin nuevamente, para evitar pistas de

olor en el laberinto. Se retird la division central.
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6. Fase de eleccion: trascurridos los 2 minutos, se sitlo nuevamente la animal en la zona de

inicio y se le permitio libre eleccidn entre los dos brazos.

Se realizaron 3 ensayos por dia, durante 2 dias en un horario de 9:00 a 15:00 horas, completando
un total de 6 ensayos por animal. El % de alternacién, la latencia y el tiempo en la zona media,

fueron analizados ( ver figura 3.2.3a).

i Fase de prueba ——= 2 minutos —» Fase de eleccidn
]
b}
| DiA 1 | | DiA 2 |
| Ensayo 1 | | Ensayo 2 | | Ensayo 3 | | Ensayo 4 | | Ensayo 5 | | Ensayo & |

Figura 3.2.3a. Protocolo experimental laberinto en T. a) Procedimiento de un ensayo en el laberinto
en T, donde se observa el comportamiento de alternacion espontanea entre la fase de prueba y la

fase de eleccidn; b) protocolo experimental de dos dias con un total de 6 ensayos.

Finalmente, 3 dias después del ensayo de alternacién espontanea del laberinto en T, se realizd la
prueba de nado forzado (PNF) en todos los animales para evaluar conductas depresivas en los

animales.

La PNF consiste en colocar al animal en un recipiente con agua donde no exista la posibilidad de
escapar, esta situacidn estresante después de un cierto tiempo, conduce al animal a un estado de
desesperanza que se caracteriza por una alta frecuencia y duracion de los periodos de
inmovilizacién. Este hecho es interpretado como una disminucién de la motivacién del individuo

para buscar una salida al problema (Landa et al.,2000).

Las caracteristicas de los recipientes utilizados en éste trabajo fueron, 4 cilindros de acrilico de 45

cm de altura por 20 cm de didmetro. Estos fueron llenados con agua (23-25 °C) hasta los 30 cm de
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altura. Para evitar que los animales se vieran durante la prueba (lo cual puede alterar la conducta),
se colocaron 2 divisores rectangulares de 60 cm de alto por 40 cm de ancho, los cuales formaban
dos paredes por cilindro. Una cdmara fue colocada en un tripié para la grabacién de cada prueba

(ver figura 3.2.3b).
El procedimiento utilizado para realizar esta prueba, fue el siguiente:

1. Se sujetd de la cola a cada animal y gentilmente se

introdujo de manera individual en el cilindro con agua T o Clinde
a una temperatura de 23-25 °C. foem T Nivel de agua
0
2. Una vez dentro del agua, se inicid el conteo regresivo, l l
con un tiempo total de 6 minutos. —
3. Al finalizar los 6 minutos cada animal se retiré del Cvsores T

cilindro (sujetdndole por la cola), en el mismo orden

60 cm
en que fueron introducidos. l
4. Los animales se secaron con una toalla y se colocaron

bajo una cama con un foco para mantener su

Figura 3.2.3b: Caracteristicas de los cilindros.
temperatura, una vez secos, se regresaron a su caja de

confinamiento.

Esta prueba se realizd en un horario de 9:00 a 15:00 horas. Los videos fueron analizados

manualmente de la siguiente manera (Slattery et al.,2012;Can et al.,2012):
1. Cada video se enmascard con un cddigo para prevenir el sesgo en la medicion.

2. Llainmovilizacién se consideré como el comportamiento de flotar sobre el agua sin realizar
ningun movimiento de escape, solo el minimo necesario para mantener la cabeza por

arriba del nivel del agua.

3. Con un cronometro digital, se contd el tiempo que cada animal permanecia inmdévil y se
calculé el porcentaje de inmovilizacién ( Tiempo inmovil (s) / tiempo total de la prueba (s)

*100).
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3.2.4 ETAPA 4: Eutanasia y manejo de tejidos
La eutanasia se llevd a cabo 25 dias después de la administracion de STZ. La mitad de animales de
cada grupo se sacrificé por decapitacién con guillotina, mientras que la otra mitad por perfusién

intracardiaca.

Para el procedimiento de perfusién intracardiaca, los animales se anestesiaron con pentobarbital
(50 mg/kg, ip). Se realiz6 el monitoreo del efecto anestésico observando la presencia de signos
vitales (pulso cardiaco y respiratorio), asi como la ausencia de reaccién al dolor en una de las
extremidades. Una vez que el animal alcanzd dicho efecto anestésico, se llevd a cabo la técnica de
perfusidn intracardiaca con buffer fosfato (0.1 M, con pH de 7.4). El hemisferio derecho de cada
cerebro, se fijé por inmersiéon en paraformaldehido al 4% (PFA, 4%, pH 7.4) durante 2 horas, y
después se cambid a una solucidon de PBS (0.1 M, con pH de 7.4) hasta su procesamiento para
marcaje dioslistico. El hemisferio izquierdo se dejé en PFA (4%) durante 48 horas para después ser

almacenado en PBS (0.1 M) hasta su procesamiento para el analisis histoldgico de PSD-95 y ChAT.

En ambos métodos de eutanasia, se registrd el peso de las glandulas adrenales y del cerebro en
fresco, para comparar el peso relativo y peso total respectivamente entre los grupos

experimentales.
3.2.4a Técnicas inmunohistoquimicas

Se utilizaron cortes sagitales seriados de ambos hemisferios cerebrales para llevar a cabo las
técnicas inmunohistoquimicas correspondientes. Los anticuerpos primarios fueron los siguientes:
anticuerpo monoclonal contra Colina Acetiltransferasa (hecho en Santa Cruz Biotechnology No.
catalogo sc-55557, concentracién 1:100), anticuerpo monoclonal contra PSD 95 (Thermo Fisher
No. de catdlogo 7E3-1B8, concentracion 1:500) y el trazador lipofilico DIL (invitrogen No. de
catdlogo D282). Se eligi6 de manera especifica el anticuerpo secundario con base en la
caracteristicas de cada anticuerpo primario. El resto de los reactivos utilizados en el proyecto

fueron de la mejor calidad comercial posible.

Para el analisis histoldgico de PSD-95 y ChAT, cuatro dias previo al corte, los cerebros fueron
crioprotegidos en una solucidon de sacarosa al 30%. Se realizaron cortes sagitales de 40 micras
mediante un microtomo de deslizamiento (VT1000S, Laboratorios centrales, CINVESTAV). Después
del corte, las secciones fueron conservadas -20°C en solucién crioprotectora para

inmunofluorescencia.
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La inmunofluorescencia de PSD-95 se describe a continuacion:

1. Las rebanadas de cerebro fueron lavadas 3 veces (15 minutos cada lavado), con PBS 0.1 M.

2. Se incubaron en una solucidn de bloqueo que contenia suero de caballo al 10%, albumina
suero bovino al 5 % en PBS 0.1 M, durante una hora.

3. El anticuerpo primario contra PSD-95 fue incubado a una concentracién 1:500, en una
solucién de tritdn al 0.3%, suero de caballo 10%, albumina suero bovino al 5 %, en PBS 0.1
M, durante 48 horas a 4 °C.

4. Se realizaron 3 lavados del anticuerpo primario con PBS 0.1M, con una duracion de 15
minutos por lavado.

5. Seincubd el anticuerpo secundario (Alexa 488 Jackson immunoresearch, 1:500) durante 2
horas a temperatura ambiente en oscuridad.

6. Se realizaron 4 lavados del anticuerpo con PBS 0.1M, con una duracién de 15 minutos por

lavado y se las rebanadas se montaron con vectashield.

Las fotografias fueron capturadas en un microscopio confocal Leica TCS-SP8 (Laboratorios
centrales, CINVESTAV), con un objetivo de 100 X/Qil y un tamafio de imagen de 1264 por 1264
pixeles y se conservaron los mismo parametros para todas las imagenes (Speed 600 Hz, Line
average 32). Se capturaron 3 imagenes de cada region de interés: corteza prefrontal medial y de la
capa piramidal de la regién CA3 del hipocampo. Se analizaron tres rebanadas por cada animal y se
contaron con al menos 4 animales por grupo. Las imagenes fueron analizadas a mediante el
software Imagel) (NIH, Freeware software), el procedimiento se describe a continuacién: 1) La
imagen en JPG se convirtié a un tamafio de 16 bits; 2) después se ajustd el umbral la imagen a
nuestra marca de interés y se convirtié en imagen una binaria; 3) posteriormente se llevd a cabo la
cuantificacion mediante la herramienta de "Analyze particles". El tamafo de pixel definido para el
conteo fue minimo: 10 pxs y maximo: 60 pxs, como parametro de circularidad se establecid

minimo:0.7 maximo:1 (Labno, 2008).
El procedimiento utilizado para la inmunohistoquimica de ChAT, se describe a continuacidn:

1. Los cortes de cerebro fueron lavadas 3 veces (15 minutos cada lavado), con PBS 0.1 M.

2. Seincubd con buffer de citratos (95-100 °C) por 10 minutos.

3. La solucién anterior se retird, se colocé NaBH4 al 0.1% por 8 minutos y posteriormente
se lavaron con PBS hasta no observar burbuja.

4. Eltejido se permeabilizé con PBS-TX (0.2%) por 20 minutos.

5. Se bloqued la actividad de peroxidasa enddgena con H,0; al 0.3% durante 10 minutos.
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6. La solucién de bloqueo que contenia albumina al 2.5%, suero de caballo al 2.5% en PBS-
Triton (0.2%) se incubd durante 2 horas.

7. Serealizaron 3 lavados con PBS-Tritdn (0.2%), por 10 minutos cada uno.

8. Elanticuerpo primario fue incubado a una concentracién 1:100 en PBS por 36 horas

9. Serealizaron 3 lavados con PBS por 10 minutos cada uno.

10. El anticuerpo secundario biotinilado (1:500) se incubé en PBS, durante 2 horas.

11. Se realizaron 3 lavados con PBS por 10 minutos cada uno.

12. El kit vector ABC (VectorlLab), se incubé durante 2 horas en agitacién a temperatura
ambiente.

13. Se realizaron 3 lavados con PBS por 10 minutos cada uno y se revelé con DAB.

14. Tras la reaccidn, se lavd 3 veces con PBS por 10 minutos cada uno y las rebanadas se

montaron con entellan.

Las fotografias fueron capturadas en un microscopio de campo claro, con un objetivo de 10 X Se
capturaron 3 imagenes de la region de interés (NBM). Se analizaron tres rebanadas por cada
animal y se contaron con al menos 4 animales por grupo. Las imagenes fueron analizadas a
mediante el software Imagel (NIH, Freeware software), el procedimiento se describe a
continuacién: 1) La imagen en JPG se convirtid a un tamafio de 16 bits; 2) después se ajusto el
umbral la imagen a nuestra marca de interés y se convirtié en imagen una binaria; 3) se aplicé la
funcién de watershed 4) posteriormente se llevd a cabo la cuantificacién mediante la herramienta
de "Analyze particles" ". El tamafo de pixel definido para el conteo fue minimo: 100 pxs vy

maximo: infinito.

Imagen original Ajuste de umbral Analyze particles
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3.2.4b Marcaje diolistico fluorescente

Para esta técnica se realizaron cortes sagitales de 80 micras con vibratomo (LEICA VT1000 S). Las
rebanadas fueron disparadas con balas de tungsteno cubiertas con (1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate (‘Dil’; DilC18(3) (DIL) (Invitrogen, Cat. Num. D282 Dil)

mediante el procedimiento que se describe a continuacidn:

1. Preparacion del tubo: Se cortd aproximadamente 70 cm de tubo tefzel (Bio-Rad) vy
posteriormente se secd con flujo de gas nitrégeno grado 4.8 (99.995 % puro) con un tanque
presurizado por 2 minutos. Se llend el tubo tezfel con una solucién de polivinilpirrolidona 10
mg/ml (PVP, Sigma, # P- 52888), tras dos minutos se retird la solucion y se seco el tubo con flujo

de gas nitréogeno durante 10 minutos.

2. Preparacion de DiL: Se pesé 5 mg de Dil (Invitrogen, Cat. Num. D282) en un eppendorf de 1.5
ml y fue disuelto en 334 pul de cloruro de metileno (Sigma, Cat # 17-3). Posteriormente se pesaron
167 mg de tungsteno (1.5 um diametro) (BioRad Cat. Num. 165-2268) y se colocd sobre una base
de vidrio limpia, donde se mezclé con la solucidn de Dil-cloruro de metileno. La mezcla se dejé
evaporar y las particulas se recolectaron en papel parafilm. Finalmente las particulas se diluyeron

en 10 mL de agua MiliQ y sonicaron durante 40 minutos.

3. Preparacion de las balas: Con una jeringa, se llené el tubo tefzel, con la solucién Dil-tugsteno-
agua MiliQ. Se Insertd el tubo en la estacion de preparacién (Bio-Rad) y se dejé por 15 min con
rotacion constante para permitir la adhesion de las particulas de Dil al tubo. Transcurrido el
tiempo se removid el liquido remanente con una jeringa lentamente y se secd el tubo tefzel con
flujo de nitrégeno durante 20 min. Finalmente, se corté el tubo tefzel cargado con balas de
tungsteno-Dil en fracciones de 13 mm. Protegido de la luz se almacend a 4 °C con desecante hasta

disparo.

4. Liberacidon de particulas: Se llend el cartucho con las balas y se monté en la pistola Helius-Gene
Gun (Bio-Rad). Se colocé un filtro de 3 um tamafio de poro para evitar que agregados mayores a
esa medida pasaran y dafaran el tejido. Se conecté la pistola con el gas Helio (99.99% pureza) y
bajo una presion de 120 psi se dispard dos veces sobre la region de interés a una distancia de 2.5-3
cm de la muestra. Estas se dejaron reposar en PBS 0.1 M durante una noche protegida de la luz y

al dia siguiente se montaron en un portaobjetoscon glicerol.

Las rebanadas fueron analizadas bajo microscopia de laser confocal (TC-SP8, Laboratorios
Centrales, Cinvestav). Se tomaron imagenes con un objetivo de 100 X/Oil de 1264 por 1264 pixeles

bajo los mismos parametros (Speed 600 Hz, Line average 4). Para el conteo de espinas, se
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seleccioné la segunda ramificacién de la dendrita apical, con una longitud de entre 15 y 20 um. Se
analizaron al menos tres dendritas de la mPFC en al menos tres secciones por animal a través de
NeuronStudio (NIH, Free Software). Solo las dendritas con una alta resolucion sefial/fondo y sin
fragmentacion fueron analizadas. La clasificacion de espinas tipo hongo (mushroom), delgadas
(thin) y regordetas (stubby), se realizé bajo los 3 criterios indicados por NeuronStudio (NIH, Free

Software), los cuales establecen (NeuronStudio, 2007-2009):

a) Radio cuello (Neck ratio) : 1 - Espinas con un valor mayor son clasificadas como delgadas o

hongo.

b) Radio delgado (Thin ratio) : 2.5 - Espinas con un "Radio cuello" menor a 1 y un "Radio

delgado" mayor a 2.5, son consideradas espinas tipo delgadas, de lo contrario son clasificadas

cono regordetas ( "Radio cuello" menor 1y "Radio delgado" menor a 2.5).

¢) Tamaino hongo (Mushroom size): 0.35um - Espinas con " Radio cuello" igual o mayor a 1y con

un didmetro de cabeza igual o mayor a 0.35um, son clasificadas como espinas tipo hongo de lo

contrario son consideradas regordetas.

Vertices} Edges} Tiges  Spines WMisc. }

Stubby: [10 ]
Thire |13
Mushroom: 16

Other: |0 ]

Total 46
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3.2.5 Diagrama representativo del disefio experimental.

Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
| ! [ | | ! |
LCE STZ LCE LT PNF Eutanasia
F‘— | | | | | | |
0 21 22 34 35 52 55 59 60
Tomal Toma 2 Toma3
Sangre Sangre Sangre

Figura 3.2.5: Esquema representativo del disefio experimental. ECRM= estrés cronico por restriccion de
movimiento; LCE= laberinto en cruz elevado; LT= laberinto en T, PNF= prueba de nado forzado; STZ=

Estreptpzotocina.

3.3 Analisis de datos.

Para el analisis estadistico se realizd la comparacién de grupos multiples mediante el analisis de

varianzas (ANOVA de dos vias, factor 1: estrés, factor 2: STZ) seguido de la prueba estadistica de

Tuckey (GradPadPrism, versién 6.01). Los resultados se expresaron como media + error estandar.

Una p < 0.05 se considerd estadisticamente significativa.
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IV. RESULTADOS

4.1 Efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento durante la adolescencia.

250- o
-~ Estrés
2004 -# No Estrés

Peso (g)

0 T

Inicial Semana1 Semana 2 Semana3

1 1 ]

Figura 4.1. Durante el protocolo de ECRM, la ganancia de peso es menor en el grupo estrés (n=24)
en comparacion con el no-estrés (n=24). Esta diferencia es evidente a partir de la primera semana

de ECRM y continua durante todo el protocolo de ECRM (semana 3). ** p<0.01, *** p<0.001.
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4.1.2 Efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento en la prueba conductual de

ansiedad en animales adolescentes.

a) b)

# Entradas
Razoén
(# entradas abiertol/ total)

No Estrés Estrés No Estrés Estrés
c) d)
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Figura 4.1.2 Los animales del grupo estrés y no-estrés se sometieron al laberinto de cruz elevado
24 horas después de la ultima inmovilizacion. Se reporta los datos respectivos al brazo abierto. a)
El nimero de entradas al brazo abierto entre los animales estrés (n=24) y no-estrés (n=24) no
mostré diferencias significativa (p=0.21). b) La razén de entradas al brazo abierto (numero de
entradas al brazo abierto respecto al total de entradas) fue menor en los animales del estrés que
no-estrés (p<0.05). c) El tiempo que pasaron los animales con estrés en el brazo abierto fue menor
en comparacién con los animales no-estrés (p<0.05). d) La distancia total recorrida en el brazo

abierto fue igualmente menor en el grupo de estrés que en el de no—estrés (p<0.05).
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4.1.3 Efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento sobre los marcadores

metabdlicos: glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos en sangre.

a) b)
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Figura 4.1.3. Niveles de insulina, glucosa, colesterol y triglicéridos a las 24 horas y a los 15 dias
después de la ultima inmovilizacion. a) Los niveles de insulina en los animales del grupo estrés, 1
dia después de la ultima inmovilizacion son menores en comparacién con los del grupo no-estrés
(p< 0.05) (Toma 1). Sin embargo, los niveles de insulina de grupo estrés se elevan al dia 15 (p<
0.05) (Toma 2), mientras que los del grupo no-estrés se mantienen constantes. b), c) y d) No se
observa diferencia significativa en glucosa, colesterol y triglicéridos entre el grupo de estrés y no-

estrés en lastomas 1y 2.
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4.2 Efecto de la induccion a diabetes en ratas jovenes adultas después del protocolo de

estrés cronico por restriccion de movimiento durante la adolescencia.
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Figura 4.2. El efecto de STZ sobre los niveles de glucosa fueron evaluadas antes y 72 horas, 15y
25 dias después de la administracién mediante el uso del glucémetro digital (Accu-CHEK Active ®
Roche Diagnostics.). Los valores de glucosa en sangre muestra que en estado basal (antes de
administracion de STZ) no existe diferencia significativa entre ambos grupos experimentales; Sin
embargo, 72 horas después de la administracidn, los niveles de glucosa aumentan en ambos
grupos en comparacion con la toma basal, pero este aumento es menor en el grupo estrés

(p<0.0001) y permanece con niveles inferiores al grupo no-estrés a los 25 dias después de la

induccion a diabetes (p<0.05). *p<0.05, *** p<0.001.
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4.2.1 Efecto de la induccidn a diabetes sobre marcadores metabélicos: glucosa, insulina,

colesterol y triglicéridos en sangre.
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Figura 4.2.1. Niveles de insulina, glucosa colesterol y triglicéridos

en el Ultimo dia de

experimentacion. Los niveles se evaluaron 25 dias después de la induccidn a diabetes (toma 3). a)

Los niveles de insulina son similares entre el grupo estrés con VHC (n= 6) y no-estrés con VHC (n=

6), pero disminuyen tras la induccion a diabetes en comparacion con los grupos VHC. b) Los niveles

de glucosa aumentan a los grupos que se les administro STZ en comparacion con el VHC. c) No se

observan diferencia significativa en los niveles de colesterol entre los grupos. d) Los valores de

triglicérido aumentan en los grupos con STZ en comparacion con los VHC; este aumento es mas

pronunciado en el grupo de estrés.*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001

39



4.2.2 Ganancia de peso después de la induccion a diabetes experimental.

450- -0~ No Estrés VHC
-0~ Estrés VHC
D 300 = No Estrés STZ
§ -e- Estrés STZ
o
1504
0 1 1 1 1 1

S4 S5 s6 S7 S8
STZ

Figura 4.2.2. El peso corporal antes de la induccién a diabetes no muestra diferencias significativas
entre los grupos, pero los animales que estuvieron sometidos a estrés son ligeramente mas
delgados; Una semana después de la administracién de STZ (semana 6, S6), los animales del grupo
con STZ no logran ganar peso, mientras que los animales con vehiculos contindan aumentando de

peso hasta la semana 8 (S8). # No estrés VHC vs No estrés STZ *p<0.05; # Estrés VHC vs Estrés STZ
*p<0.05; n=12.
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4.2.3 Efecto de la administracion de estreptozotocina en la conducta de ansiedad.
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Figura 4.2.3. Evaluacion de conducta de ansiedad mediante el laberinto en cruz elevado 16 dias
después de la induccion a diabetes. Se reportan los datos del brazo abierto . a) y b) El nimero vy la
razon entre el brazo cerrado y el brazo abierto fue menor en los grupos no-estrés y estrés tratados
con STZ en comparacion con los grupos tratados con vehiculo c) El tiempo de permanecia en el
brazo abierto fue menor en los grupos tratados con STZ en comparacién con los grupos con
vehiculo. d) La distancia recorrida en el brazo abierto es menor en los animales tratados con STZ

en comparacion con los grupos tratados con vehiculo.*p<0.05, ** p<0.01; n=12.

41



4.2.4 Efecto de la administracion de estreptozotocina en la memoria de trabajo.
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Figura 4.2.4. La prueba de laberinto en T se realizd 19 dias después de la administracién de
estreptozoticina en animales del grupo estrés y no-estrés. a) No se observa diferencia significativa
en el porcentaje de alternacion en el dia 1 o el dia 2 entre los grupos. b) La latencia a entrar a un
brazo elegido fue menor en el grupo estrés con vehiculo en comparaciéon con no-estrés con
vehiculo, pero no es significativo. En animales tratados con STZ se observa una latencia mayor en
comparacién con los animales tratados con vehiculo en el primer dia de la prueba (dial) (p<0.05).
Sin embargo, esta diferencia desaparece en el segundo dia. c) El tiempo que pasan los animales en

la zona media no fue significativa entre los grupos.
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4.2.5 Efecto de la administracion de estreptozotocina en la conducta de depresion.
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Figura 4.2.5 La prueba de nado forzado se realizé 22 dias después de la induccidn a diabetes en

ratas adultas. El tiempo de inmovilizacion de los animales tratados con STZ es mayor que los

grupos tratados con vehiculo (No-estrés, p<0.01; estrés, p<0.05).
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4.3 Anadlisis histolégicos post-mortem

4.3.1 Efecto del estrés cronico y diabetes en el tamaiio de las glandulas adrenales vy

peso cerebral.
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Figura 4.3.1 Efecto de estrés crénico durante la adolescencia y tratamiento con STZ en ratas
adultas, sobre el peso relativo de las glandulas suprarenales y peso del cerebro. a) El peso relativo
de las glandulas adrenales no muestra diferencias significativas entre los grupos no diabéticos
(VHC). Sin embargo, en los animales diabéticos (STZ), el grupo expuesto previamente al protocolo
de ECRM, presenté un peso relativo de las glandulas adrenales mayor en comparacién con el
grupos de no estrés (p<0.05). b) El peso del cerebro en fresco fue evaluado en los animales
diabéticos (STZ) y comparado con animales que recibieron vehiculo. Se observa una disminucion
en el peso cerebral en comparacidn con el grupo vehiculo tanto en animales estrés como no-estrés

(no-estrés VHC, p<0.01 vs no- estrés STZ; estrés VHC, p<0.001 vs estrés STZ).
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4.3.2 Efecto del estrés crdonico y diabetes sobre la PSD- 95 en corteza prefrontal media y

la region CA3 del hipocampo.
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Figura 4.3.2 Efecto de estrés cronico y diabetes en la inmunoreactividad para PSD95 y . a) En
corteza prefrontal medial se observa incremento de PSD 95 en los animales diabéticos (no- estrés
STZ p<0.001 vs no-estrés VHC; estrés STZ p<0.001 vs estrés VHC), siendo esta aumento menor en
el grupo de estrés STZ en comparacion con el grupo no-estrés STZ. (p<0.05). b) En la region CA3
del hipocampo el grupo no-estrés-STZ, PSD 95 aumenta en comparacion con el no-estrés VHC
(p<0.001). En cuanto el grupo de estrés, los valores de PSD95 incrementaron en estrés VHC en
comparacion con no-estrés VHC (p<0.05). Tras el desarrollo de diabetes no se observan diferencias
significativas entre estrés VHC y estrés STZ; sin embargo, estrés STZ es menor en comparacion con

no-estrés-STZ (p<0.05). (n=4).

4.3.3 Efecto del estrés crénico y diabetes sobre Colina acetiltrasferasa en nucleo basal

magnocelular.
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Figura 4.3.2 Efecto de estrés crdnico y tratamiento con STZ, sobre Colina acetiltransferasa en
Nucleo Basal Magnocelular. En el grupo de estrés VHC los valores de ChAT disminuyeron en
compracidon con no-estrés STZ (***p<0.05). Con la inducién a diabetes, los valores de ChAT
aumentan en comparacién con sus respectivos controles VHC (no-estrés-STZ **p<0.01 vs no-

estrés VHC; estrés STZ ***p<0.001 vs no-estrés VHC).
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4.3.4 Efecto del estrés cronico y diabetes sobre la espinas dendriticas en la corteza

prefrontal medial.
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Figura 4.3.4. Efecto de estrés crdnico y tratamiento con STZ, sobre la espinas dendriticas en la
corteza prefrontal medial. a) Se muestra un ligero aumento en la densidad total de espinas en el
grupo diabético con estrés (ES) respecto a su vehiculo (EV), pero sin diferencia entre los demas
grupos. b) se muestra el efecto del estrés y diabetes sobre la morfologia de las espinas dendriticas.
Observamos una disminucién en las espinas tipo hongo (Mushroom) y un aumento en las tipo
delgadas (Thin) del grupo estrés STZ (ES) en comparacidn con el resto de los grupos .*p<0.05, ***

p<0.0001. Con respecto a las espinas tipo Stubby, no observamos diferencias entre los grupos.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de éste estudio fue determinar el efecto del estrés crénico durante la
adolescencia y sus consecuencias a largo plazo, es decir en la edad adulta; especificamente nos
interesaba responder, si los efectos generados por el estrés en la adolescencia, podrian
potencializar el daino que ocasiona el desarrollo de diabetes en las capacidades cognoscitivas, la

plasticidad neuronal, el sistema colinérgico y el metabolismo energético.

Considerando que la adolescencia es una etapa vulnerable para el desarrollo de trastornos de
conducta, el primer paso en nuestra investigacion fue evaluar si el estrés crénico podria

incrementar los indices de ansiedad en los animales expuestos a ECRM.
1. Efecto del estrés en la adolescencia

En la prueba del LCE, observamos un aumento en la conducta relacionada con ansiedad en los
animales del grupo de estrés en comparacién con el grupo no- estrés. Estos resultados, coinciden
con (Venheim et al., 2009) y (Negrdn et al.,2014), quienes reportaron una disminucién en la razén
de entrada y tiempo de estancia del brazo abierto en ratas adolescentes sometidas a estrés
cronico. La amigdala basolateral (BLA), el nucleo de la estria terminal (BNST), el hipocampo ventral
(vHPC) y la corteza prefrontal (PFC) son regiones cerebrales encargadas de regular esta conducta
(Calhoon et al,.2015). En roedores adultos, el estrés cronico altera este circuito, generando
hipertrofia de BLA/BNST vy el subsecuente comportamiento ansioso (Bourke et al., 2011). Por lo
anterior, es posible que el estrés haya alterado este circuito en nuestros animales sometidos a
ECRM, por lo que seria interesante evaluar los cambios en estas regiones (BLA/BNST) en ratas

jévenes en estudios posteriores.

Por otra parte, al explorar los cambios en marcadores del metabolismo energético tras el estrés
cronico en ratas adolescentes, se estimaron los niveles de insulina, glucosa, colesterol y
triglicéridos (TG). En cuanto a los valores de insulina, 24 horas después de finalizada la ultima
inmovilizacién, observamos una disminucidn significativa en el grupo de estrés en comparacion
con el de no-estrés (toma 1). Sin embargo, esta disminucién no fue permanente, ya que los niveles
de insulina se recuperaron 15 dias después de finalizado el estrés (toma 2).Estos resultados, se
comparan con los obtenidos por Zardooz y colaboradores, donde encuentra niveles bajos después

de 15 dias de ECRM y recuperacion al dia 30 (Zardooz et al., 2006).

47



Un mecanismo que podria explicar la disminucidn de insulina en animales sometidos a estrés, es
gue existe un incremento en la depuracién de insulina en el higado. Tras un episodio de estrés, los
niveles GC incrementa y estos a su vez, estimulan la expresidn de un grupo de proteinas nucleares
denominadas PPARa (receptor activado por proliferadores peroxisomales), los cuales promueven
la actividad de la hormona degradadora de insulina (IDE),en consecuencia, aumenta la
degradacion de insulina y disminuye asi sus niveles plasmaticos (Lemberger et al,. 1996;Morita et

al., 2000 ).

Por otro lado, se sabe que durante la respuesta al estrés, las catecolaminas ejercen un efecto
inhibidor en las células B del pancreas y reduccion en los niveles de insulina tras la activacion del
eje simpatico-adreno-medular (Halter et al,. 1984). Es importante mencionar que una de las
funciones de los GC es mantener los requerimiento energéticos disponibles en caso de una
situacién de pelea o huida; por lo tanto, se podria entender esta disminucién en los niveles de
insulina como necesaria para mantener los niveles de glucosa en sangre por mas tiempo. Por lo
que la disminucidon de insulina pareceria estar jugando un papel importante en la respuesta

fisioldgica al estrés.

En base a los supuestos anteriores, la disminucién en los valores insulina, traeria consigo un
aumento en los niveles de glucosa. Sin embargo, en nuestro estudio, los animales de estrés ( con
niveles bajo de insulina), presentaron valores normales de glucosa, similares al grupo de no-
estrés. Estos resultados difieren de Zardooz y colaboradores, quienes observan un incremento de

glucosa con disminucion de insulina en los animales sometidos a estrés (Zardooz et al., 2006).

Un elemento importante que podria estar participando en mantener los niveles normales de
glucosa tras la disminucidn de insulina, es la osteocalcina, una hormona producida por los
osteoblastos capaz de regular el metabolismo energético y proteger al organismo sobre los
cambios metabdlicos inducidos por los GC (Cooper et al., 2015) lo que aumenta la sensibilidad de
la insulina (Garcia et al., 2013). Curiosamente esta horma aumenta durante la adolescencia
debido a la remodelacién ésea en este periodo (Kanbur et al., 2002), lo cual correlaciona bien con
la posible particion y disposicion de la osteocalcian para la regulacién del metabolismo energético
durante esta etapa. Lo que podria sugerir que si la osteocalcina se encuentra elevada durante la
adolescencia, los niveles bajos de insulina debidos al estrés, no producirian una disminucién de

glucosa en sangre ya que el sistema estaria sensibilizado.

De manera semejante, en la distrofia muscular de Duchenne, se presentan niveles de insulina

bajos, con valores de glucosa normales. Los investigadores proponen una posible disminucidn de
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los receptores a insulina, pero permanece la cantidad suficiente para mantener los niveles de

glucosa normales, ya que nos se generan procesos de resistencia a insulina (DePirro et al., 1982).

A pesar de que se ha relacionado a los GC con el metabolismo de acidos grasos (Wang et al.,
2012); no se obtuvieron diferencias en los niveles de colesterol y TG en esta primera etapa. Es
posible que al dia 21 de ECRM, se haya alcanzado una adaptacion metabdlica al estrés (Zardooz et

al., 2006).

Finalmente, un pardmetro morfométrico para determinar si el estrés causd alteraciones
fisioldgicos, es la disminucién en el peso corporal (Buynitsk et al., 2009; McLaughlin et al.,2007). En
presente protocolo, efectivamente se observé una disminucidn en la ganancia de peso en el grupo
de estrés en comparacion con el grupo no-estrés. Diversos protocolos de estrés han reportado
esta disminucidn en la ganancia de peso. Como parte de la activacién del eje HPA, la actividad de
la hormona liberadora de coricotropina aumenta; dicha horma ejerce efectos anorexigenicos en el

organismo, disminuyendo el apetitoy la ganancia de peso (Makino et al.,1999).

Cabe mencionar que, durante el crecimiento en la adolescencia, la demanda metabdlica aumenta.
En este contexto, Eliand y colaboradores realizan una comparaciéon del efecto del estrés en la
reduccion del peso corporal (roedores jovenes vs adultos) y observan que 3 semanas de ECRM en
adultos, resulta en un 10% de reduccién del peso corporal, mientras que en adolescentes esta
reduccion es del 30% respecto al control (Eliand et al., 2012; Eliand et al.,2013). Por lo tanto, la
pérdida de peso tras un episodio de estrés puede alterar las demandas metabdlicas durante esta

etapa y traer consigo efectos negativos en etapas posteriores.

En conclusion, tras 21 dias de ECRM, observamos en el grupo de estrés incremento en la conducta
de ansiedad, modificacion metabdlica en los niveles de insulina y disminucién en la ganancia de

peso.

2. Efecto de la diabetes experimental en ratas adultas después de la exposicion a estrés durante

la adolescencia

Finalizada la etapa de ECRM, el siguiente punto a evaluar en el estudio fueron los cambios

metabdlicos generados con la induccidn a diabetes.

En los animales que recibieron la inyeccién con STZ, los niveles de insulina disminuyeron mientras
gue los de glucosa se elevaron, tal como se reportan en los modelos de diabetes experimental con

STZ (Wu et al.,2008), lo cual indica que los animales con STZ desarrollaron diabetes. En cuanto a
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los TG, observamos un incremento significativo en los animales diabéticos (tanto estrés como no-
estrés) respectos a los no-diabéticos (tanto estrés como no-estrés). El efecto de STZ en animales

con estrés en los niveles de TG fue alin mayor en comparacion con los animales no-estrés.

Reporte previos indican que la diabetes activa el eje HPA , provocando la liberacion de GC (Reagan
et al.,2008).Estos son los responsables de incrementar los niveles de TG durante la diabetes. Se
conoce que los GC inhiben al gen HES1 (Hairy and Enhancer of Split 1) necesario para el
metabolismo de TG. Asi mismo, se ha comprobado directamente que tras la inactivacidon de los
receptores a GC, los niveles de TG disminuyen, en roedores con diabetes experimental inducida

por STZ (Lemke et al., 2008).

Los conceptos anteriores, explican la elevacion de TG en nuestros animales diabéticos. Sin
embargo, es de resaltar el efecto ocasionado por el estrés durante la adolescencia. Hye-Yeong y
colaboradores, demostraron que a nivel hepatico, el ECRM altera el perfil de expresiéon de
proteinas relacionadas con el metabolismo y dextosificacion de lipidos (Ha al., 2003). En este
contexto, es probable que el ECRM modificd el patrén de expresién genética durante la
adolescencia que le permitié amplificar su respuesta ante el desarrollo de diabetes y la exposicion

de GC consecuente, resultando entonces en un aumento exacerbado de TG en plasma.

Las observaciones anteriores correlacionan con los datos obtenidos en el tamafio relativo de las
glandulas adrenales. Tras el desarrollo de diabetes experimental, el grupo estrés STZ, presentd un
peso relativo superior con respecto al grupo de no- estrés STZ, lo cual sugiere que pudo existir un

efecto sinérgico en la elevacion de GC por el estrés y STZ resultando en una atrofia adrenal mayor.

Estos resultados son interesantes, ya que podemos observar dos consecuencias (atrofia adrenal y
elevacién de TG) relacionadas con la exposicion previa a estrés que no logran revertirse tras retirar
al estresor, al contrario, sufrieron modificaciones que potencializan los efectos ocasionadas por la

diabetes experimental.

Por otro lado, a nivel conductual observamos un aumento en la ansiedad y depresién en los
animales diabéticos, en comparacidn con los No-diabéticos. En humanos, la diabetes aumenta las
probabilidades de desarrollar ansiedad, se sabe que 40 % de los pacientes con diabetes presentan
sintomas relacionados con trastornos de ansiedad (Grigsby et al.,2002). En los modelos de
diabetes experimentales con STZ, también se ha observado un incremento en ansiedad en LCE
(Aksu et al., 2012). El circuito involucrado en esta conducta, es el mismo explicado anteriormente

(BLA/BNST), donde los GC pueden modificar y alterar su funcion.
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Ademas de la conducta de ansiedad, se evalud la conducta depresiva en las ratas con estrés y con
STZ. La conducta depresiva se ha relacionado con el acelerado incremento de AGEs en diabetes, ya
gue en animales diabéticos con STZ tratados con inhibidores de AGEs, muestran una mejora en el

tiempo de inmovilizacién en la PNF y recuperacién de la conducta depresiva (Wang et al., 2009).

No obstante, la exposicion previa a ECRM durante la adolescencia no alterd estas conductas, en
animales con diabetes. A pesar de que se ha vinculado fuertemente al estrés con el desarrollo de
estos trastornos conductuales, esta asociacion es mas fuerte en mujeres que en hombres (Bale et
al., 2015). En roedores, las hembras generan un respuesta mayor al estrés en comparacién con los
machos (Handa et al., 1994), en los cuales después de la pubertad, el incremento en testosterona
promueve una respuesta de eje HPA mas corta (Bale et al., 2015).Por lo anterior, es posible que en
nuestro estudio, los roedores machos no generaron un efecto sostenido de ansiedad o depresion,

por lo que no se lograron amplificar el efecto generado por la diabetes en estas conductas.

Creemos importante sefialar que la PNF deberia de acompanarse de la evaluacion de las
habilidades motoras, para descartar una posible variable motora que confunda el tiempo de

inmovilizacidon con alteraciones locomotoras.

En cuanto a las capacidades cognoscitivas, no observamos diferencias al evaluar a memoria de
trabajo a través del laberinto en T. Contrario a nuestros datos, Wioeniewski y colaboradores,
reportan una disminucién en el porcentaje de alternacién en ratas adultas tras 4 semanas de la

induccion a diabetes con STZ (Wisniewski et al., 2003).

Dos variables importantes relacionadas con alteraciones en el aprendizaje y memoria en estos
modelos son: la duracién del estado diabético (hiperglucemia) y la edad de los animales (Kamal et
al., 2000) (Rajashree et al., 2011). En el presente estudio, la duracion de diabetes previa a la
evaluacién de la memoria de trabajo fue de 18 dias aproximadamente en una edad muy joven. Es
posible que la plasticidad y recuperacion al dafio que presentan los animales en esta etapa, mitigd

el dafio ocasionado por la STZ, sin consecuencias en la memoria de trabajo.

En relacién con lo anterior, los resultados histoldgicos post-mortem indican un aumento en la

plasticidad neuronal en el drea CA3 del hipocampo y la corteza prefrontal medial.

El hipocampo es el primer blanco para los GC en el SNC; aqui los GC ejercen su efecto bimodal en
la memoria y aprendizaje. El area CA3 del hipocampo es especialmente vulnerable a la accion de
los GC. El estrés cronico y la diabetes, producen cambios consistentes y reversibles dentro del

arbol dendritico de las neuronas piramidales de CA3, debido a cambios anatdmicos y quimicos en
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neuronas postsinapticas, indicativos de plasticidad neuronal. Un marcador importante de
plasticidad neuronal a nivel postsindptico, es la proteina PSD-95. Por lo anterior, en el presente

estudio, fue importante evaluar los cambios de PSD-95 en el drea CA3 del hipocampo.

Nuestros datos entorno a PSD-95 en CA3 del hipocampo indicaron un aumento en el grupo
diabético que no se sometid a estrés (NE-STZ). Estos resultados coinciden con Grillo vy
colaboradores, quienes reportan incremento en PSD-95 en CA3 en ratas diabéticas con STZ. Este
aumento se observa desde la primera semana con diabetes y este es mas pronunciado en la quinta

semana (Grillo et al., 2005).

Interesantemente, estos investigadores basados en el conocimiento que la diabetes eleva los
niveles de GC y genera dafos similares a los ocasionados por estrés crénico, demostraron que por
si solo el tratamiento de GC incrementa los niveles de PSD-95, aunque en menor medida que la
STZ. Estos hallazgos, armonizan con el aumento de PSD-95 en los animales diabéticos que no

fueron sometidos a estrés durante la adolescencia (NE-STZ).

Por otro lado, el grupo que se sometié a estrés y no desarrollo diabetes (E-VHC), presentd un
incremento de PSD-95 en comparacion con el control; estos datos se correlacionan con el
aumento en el nimero de espinas dendriticas en el drea CA3 tras un protocolo de 6 horas diarias
durante 21 de ECRM reportado por Sunanda y colaboradores (Rao et al., 1995) y de igual manera
se relacionan con lo observado en el trabajo de Grillo tras la administracién de GC y aumento en

menor medida de PSD 95 con respecto al grupo diabético.

Estas modificaciones son indicadores de cambios en la plasticidad del hipocampo, con formacion
de nuevas sinapsis. Sin embargo, se ha reportado disminucidn en el nimero de espinas dendriticas
y acortamiento en la longitud de las mismas en la diabetes con STZ (Martinez -Tellez et al.,2005;
Magarifos et al., 1995). Es posible que el incremento de PSD-95 se deba a una respuesta de la
neurona por intentar recuperar las espinas pérdidas o el acortamiento del arbol dendritico (Grillo

et al.,2005).

Dentro de este marco, los niveles de PSD-95 en los animales que sufrieron estrés crénico en la
adolescencia y diabetes en la edad adulta no concuerda con reportes anteriores. En este protocolo
obtuvimos un patrén de respuesta diferente ya que tras el desarrollo de diabetes no observamos
cambios en PSD-95. Estos datos podrian indicar un efecto "protector" ante los dafos ocasionados
por la diabetes; es decir, los GC liberados durante el ECRM pudieron jugar un papel importante en
la formacion y fortalecimiento de nuevas conexiones sindpticas, generando un fenémeno de

resiliencia que le permitié confrontar mejor los dafios derivados de la patologia.
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Este fendmeno de resiliencia ha sido evaluado recientemente por Romeo y colaboradores (Romeo
et al., 2015), quienes debaten acerca de las posibles mecanismo por los cuales el eje HPA puede
sufrir un reprogramacion durante la adolescencia que le permita mejorar su respuesta ante
subsecuentes estresores. Esta nocidon hace analogia con la "hipdtesis de la higiene" en
inmunologia (Von Mutius et al.,, 2007), donde se establece que la exposicién a gérmenes en
edades tempranas puede ayudar al sistemainmunolégico a adaptarse apropiadamente vy
desarrollar una mejor respuesta ante la exposicidn a otro microorganismo. Sin embargo, debido a
la escasa informacién al respecto y bajo los datos obtenidos en este trabajo, no es posible afirmar

este supuesto.

Existe evidencia que indica que el estrés crénico activa al sistema de opioides enddnenos, los
cuales mitigan la respuesta del eje HPA hacia un estresor agudo adicionado al estrés crénico. Los
cambios en la funcidn de los opioides pueden proteger a los animales de la respuesta excesiva por
estrés. Visto asi, en nuestro proyecto el estresor agudo corresponde a la diabetes y el crdnico al

ECRM.

Por otro lado, podemos observar el panorama opuesto, donde la exposicidon a estrés durante la
adolescencia produjo una respuesta de plasticidad reducida en la edad adulta. Otros estudios han
referido a este fendmeno, en el cual observan disminucidn de la plasticidad neuronal en
hipocampo y corteza prefrontal e incremento en la amigdala de ratas jovenes adultas que se

expusieron a estrés crénico durante el periodo adolescente (Klein et al.,2013; Isgor et al.,2004).

Dentro de este orden de ideas podemos resumir que, el desarrollo de diabetes en el drea CA3 del
hipocampo incrementa los niveles de PSD-95 en un posible intento por recuperar la perdida de
espinas dendriticas y acortamiento dendritico; mientras que este efecto parece ser mitigado por la
exposicidn a estrés durante la adolescencia. El aumento en PSD-95 podria explicarse como parte
de un mecanismo de protector ante la respuesta excesiva a GC en animales solamente diabéticos,
pero aquellos que tuvieron estrés previo, no pueden activar este mecanismo compensatorio, lo
que demuestra pérdida adaptativa al dafio. En base a lo anterior, seria interesante evaluar el
numero de espinas dendriticas y sus cambios neuromorfoldgicos en el area CA3 del hipocampo y

relacionarles con PSD-95, para tener asi una idea mas clara del proceso en funcién.

Con base en lo anterior, seria interesante evaluar el nimero de espinas dendriticas y sus cambios
neuromorfologicos en el drea CA3 del hipocampo y relacionarles con PSD-95, para tener asi una

idea mas clara del proceso en funcidn.
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En seguimiento al estudio histoldgico, evaluamos a su vez los cambios plasticos en CPFm. Esta
region fue particularmente importante en este proyecto, debido a su constante maduracion
durante la adolescencia y su importante participacién en la regulacion del eje HPA.
Especificamente, nos enfocamos a la zona medial, la cual es mas susceptible de sufrir modificacion
por la exposicion a estrés, ademas de ejercer una estrecha comunicacién con la amigdala y el

hipocampo.

Nuestros resultados en relacidn a la abundancia de PSD-95 en la CPFm de ratas adultas muestran
gue no existe efecto permanente del estrés efectuado durante la adolescencia, pero se observa un
incremento en PSD-95 cuando las ratas desarrollaron diabetes, siendo esta aumento ligeramente
menor en los animales expuestos al estrés. Se ha reportado que en el inicio de la diabetes
experimental, existe un aumento en la liberacién de glutamato que trae consigo un aumento en la
actividad neuronal, sin embargo si esta excitabilidad continua se genera perdida de espinas en la
corteza prefrontal tras 14 semanas con diabetes (Tellez et al., 2005; Jalali et al., 2007). Es probable
qgue debido al corto periodo de tiempo de exposicion en el presente estudio en comparacion con
el anterior nos encontremos mads en una etapa temprana de la enfermedad, con formacién de

nuevas sinapsis, similar a lo observado en el area CA3 del hipocampo.

Por otro lado, en el grupo diabético con estrés el incremento de PSD-95 fue menor que en el grupo
diabético sin estrés. Este es un resultado no indica que la exposicion a estrés durante la
adolescencia provoca una menor excitabilidad en respuesta al desarrollo de diabetes, en relacion
con el grupo que no se expuso a estrés. Con base en lo anterior, Yuen y colaboradores
encontraron que el estrés crénico durante la adolescencia disminuye la expresion de los
receptores a glutamato en la corteza prefrontal por accidn directa de los GC, los cuales promueven
su degradacién via ubiquitinacidon (Yuen et al., 2012). En este contexto, es probable el estrés
durante la adolescencia genere una sensibilizacién de este circuito, de tal manera que, cuando en
la edad adulta se enfrenta nuevamente a concentraciones GC (diabetes), se activa esta via e

impide la expresion de los receptores a glutamato y en consecuencia de PSD-95.

Finalmente, para caracterizar mas a fondo las modificaciones de plasticas de esta region,
realizamos la evaluacion del nimero y morfologia de las espinas dendriticas, el cual nos permitiria
comprender mejor los cambios obtenidos con PSD-95 y comparar con los reportes en la literatura,

los cuales normalmente refieren a roedores adultos.

En cuanto al numero de espinas dendriticas en la CPFm, obtuvimos un aumento en la densidad
total de espinas dendriticas en el grupo diabético con estrés (estrés STZ) con respecto a su

vehiculo (estrés VHC).
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Esta aparente contradiccidon (mayor nimero de espinas dendriticas y menor abundancia de PSD-
95), nos habla de un fenédmeno de poda sindptica (Schuldiner et al.,2014), donde un incremento
de espinas se acompana de una eliminacién. La adolescencia en una etapa caracterizada por
aumento en la poda sinaptica de la CPF. Interesantemente, este periodo es un fase marcada por
un intensa actividad de los mecanismo de depresion a largo plazo (LTD), los cuales predisponen a
la eliminacién sinaptica en esta region, inclusive la disminucién de estos mecanismos, se relaciona

con la transicion a la edad adulta (Selemon et al., 2013).

La importancia de esta poda sinaptica es establecer un ajuste y balance entre las conexiones
excitatorias e inhibitorias dentro de los circuitos en desarrollo (Selemon et al., 2013). Por lo tanto
una alteracién de este equilibrio por la exposiciébn a estrés o la diabetes, podria traer
consecuencias a largo plazo. Se ha relacionado que aquellos individuos con inteligencia superior
presentan un proceso de poda neuronal robusto en CPF durante la adolescencia (Shaw et al.,
2006). Por otro lado, un exceso de poda sinaptica se asocia con el trastorno de hiperactividad con

déficit de atencion (TDAT) ( Shaw et al.,2009).

Dado lo anterior, es posible que las alteraciones conductuales observadas (depresidén y ansiedad)
en el presente trabajo de investigacion, se relacionen con las perturbaciones encontradas en la
CPF (Goto et al.,, 2010.) e inclusive podrian ser mas evidentes en etapas donde la plasticidad

neuronal disminuye.

En cuanto a la morfologia de las espinas dendritica en CPFm, observamos un comportamiento
interesante, donde se ve un aumento en las espinas delgadas y disminucién en las espinas tipo
hongo en el grupo diabético con estrés. La variabilidad en forma y volumen de las espinas, se
relaciona con sus propiedades funcionales. Una espina tipo hongo se vincula con una sinapsis
fuerte y prolongadas, mientras que las espinas delgada en comparacién con las hongo, se
caracterizan por sinapsis mas débiles y de exposicion mas corta( Yuste et al., 2010). Por otro lado,
se sabe que las espinas tipo hongo se pueden convertir a espinas tipo delgadas cuando Ia
actividad del LTD aumenta (Nagerl et al., 2004). Estos supuestos sugieren que en los animales que
se expusieron a ECRM durante la adolescencia, podrian presentar una actividad de LTD mayor, en
comparaciéon con los animales diabéticos que no se expusieron a ECRM, por lo cual se propicia la
formacién de espinas delgadas. Esto podria advertir un desbalance entre el LTD/LTP en estos

animales con consecuencias a futuro.

Por otro lado, el aumento en espinas delgadas y disminucidn en las espinas tipo hongo

correlaciona bien con el supuesto mencionado anteriormente respecto a la degradacion de los
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receptores a glutamato. Si existen menos receptores a glutamato en la densidad postsinaptica, es

mas facil que se formen espinas delgas en comparacion con las hongo.

En conclusidn hasta este punto tenemos que, el desarrollo de diabetes, trae consigo un aumento
en PSD-95 en CPFm, quiza debido a un aumento en el LTP, en el intento por recuperar las perdidas
en espinas de manera similar que en el area CA3 del hipocampo; sin embargo, la exposicidn estrés
durante la adolescencia genera un incremento de PSD-95 menor y cambios en el nimero de
espinas y su morfologia, probablemente relacionado con la degradacidon de los receptores a

glutamato (NMDA) y aumento en el LTD.

3. Sistema colinérgico en animales con estrés y diabetes experimental

El ultimo aspecto que abordamos en el presente trabajo, fue la evaluacién de la actividad
colinérgica en el NBM. El estudio del sistema colinérgico fue valioso para nosotros debido a su
importante relacién con los procesos cognitivos (Craig et al.,2011) y su contribucidn en los proceso
de plasticidad neuronal (Picciotto et al., 2012), vinculado quizas, con su papel en la regulacion del
estrés en PFC e hipocampo (Paul et al.,2015).Especificamente, nos enfocamos en el NBM quien

tiene proyecciones hacia la PFC.

En el presente trabajo, observamos una disminucion de la enzima ChAT en el grupo no diabético
gue se sometid a estrés durante la adolescencia. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Zhao y colaboradores, quienes observan disminucidn en ChAT tras la exposicién a estrés crénico,

el cual se mantiene dias después de retirado el estresor (Zhao et al., 2013).

Por otra parte, en los animales que fueron sometidos a diabetes, se observa un incremento de
ChAT en NBM en comparacion con los animales que recibieron VHC, semejante a los resultados de
PSD-95 en mPFC. Estos hallazgos difieren de los reportados por Wahba y colaboradores, quienes
observan una disminucién de ChAT en corteza en animales con 14 semanas de diabetes inducida
con STZ (Wahba et al.,1988). Sin embargo, investigaciones recientes sugieren que la exposicién a
GC en periodos cortos, provocan una hiperactivacién del sistema colinérgico; tomando en cuenta
que la diabetes incrementa los niveles GC, es probable que 25 dias con diabetes, generen esta
respuesta como mecanismo compensatorio. Por otro lado, es posible que este aumento en ChAT
en nuestros animales diabéticos contribuya con los trastornos de ansiedad y depresién observados

(Mineur et al., 2013).

Cabe senalar que, la liberacion de acetilcolina (ACh) en el sistema limbico, influyen en la
plasticidad neuronal. A través de la activacion/inactivacion de sus receptores nicotinicos y

muscarinos, lo que facilita la activacién de las neuronas glutamatergicas y la generacion del LTP
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(Picciotto et al., 2012). En relacidn con lo anterior, nuestros datos sugieren que la activacion del
sistema colinérgico en el NBM regula la actividad de la plasticidad en mPFC, ya que el incremento

de ChAT va de la mano con el aumento en PSD-95 en mPCF.

En conjunto la PFC y ACh juega un papel importante en la modulacidn de los procesos cognitivos
relacionados con la atencién (Klinkenberg et al., 2011). Patologias como la esquizofrenia y el TDAT,
se asocian fuertemente con alteraciones en mPFC y ACh. Se ha reportado que tras la
administracién de agonistas nicotinicos especificos, las capacidades cognitivas dependientes de
CPFm mejoran, en ambos pacientes. (Newhouse et al., 2004; Young & Geyer et al., 2013). Por lo
tanto, alteraciones en NBM y CPFm, durante la adolescencia puede aumentar las posibilidades de
desarrollar alteraciones psicolégicas y cognitivas en el futuro. El supuesto anterior coincide con la
nueva hipodtesis colinérgica sobre el Alzheimer, propuesta por McDonald y colaboradores, quienes
establecen que alteraciones en el sistema colinérgico, disminuyen la habilidad del cerebro para
enfrentar insultos posteriores como el estrés, alteraciones circadianas, vejez, accidentes
cerebrovasculares, entre otros; dejandole mas susceptible de desarrollas alteraciones cognitivas
(Craig et al., 2011). En este contexto, se le atribuye al sistema colinérgico con un papel

neuroprotector, dado quizas por su capacidad para generar cambios plasticos.

Como conclusion general, los datos obtenidos en este trabajo indican que la exposicidon a
estresores durante la adolescencia trae consigo consecuencias metabdlicas y fisioldgicas
negativas, aunado a cambio neuromorfoldgico en las espinas dendriticas de la CPFm, los cuales
correlacionan histolégicamente con un aumento en PSD-95 en CPFm y ChAT en NBM vy

conductualmente con las conductas de depresion y ansiedad.

Estos cambios, junto con el aumento en la plasticidad en CA3 podrian relacionarse con la
conservacién de las habilidades cognoscitivas que clasicamente son alterados por la diabetes.
Finalmente es posible que estos cambios en la plasticidad neuronal se deban a un mecanismo de
resiliencia desarrollado en esta ante la exposicidon a los dos tipos de estresores: psicoldgico
(ECRM) y fisioldgico (diabetes). Sin embargo, es necesario realizar otros futuros experimentos para
entender la generacidn de los mecanismos resilientes generados a diferentes etapas del

desarrollo.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 El estrés crdnico durante la adolescencia modifica el metabolismo energético, el cual
disminuye los niveles de insulina y potencializa el aumento de los triglicéridos ocasionados por la

diabetes en la edad adulta.

6.2 De manera independiente, el estrés créonico durante la adolescencia y la diabetes en la edad

adulta incrementan la conducta relacionada con ansiedad, sin efecto sinérgico aparente.

6.3 La memoria de trabajo no se ve afectada por la exposicion a estrés crénico durante la

adolescencia y el subsecuente desarrollo de diabetes.

6.4 La diabetes aumenta la conducta relacionada con depresion, independientemente de la

exposicion a estrés.

6.5 El estrés crénico durante la adolescencia disminuye la inumureactividad de de la enzima ChAT
en el NBM en la edad adulta, mientras que el desarrollo de diabetes incrementa estos valores,

independientemente del la exposicion a estrés.

6.6 En la corteza prefrontal medial, la exposicion a estrés crénico en la adolescencia mitiga el

incremento de PSD-95 ocasionado por la diabetes en la edad adulta.

6.7 En el drea CA3 del hipocampo, el estrés crénico en la adolescencia incrementa la
inumureactividad de PSD-95 y previene el incremento ocasionado por la diabetes en la edad

adulta.
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6.8 El estrés crénico en la adolescencia y el subsecuente desarrollo de diabetes, aumentan la

densidad de espinas dendriticas y generan cambios neuromorfolégicos en las mismas.

6.9 El estrés crénico en la adolescencia y el subsecuente desarrollo de diabetes aumentan el peso

relativo de las glandulas adrenales, resultando en una atrofia adrenal mayor.
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VII. PERSPECTIVAS

7.1 Incrementar el daifio generado por STZ, mediante el tiempo de duracién de la diabetes para

evaluar los efectos crénicos a nivel cognitivo y metabdlico inducidos por la enfermedad.

7.2 Estresar durante la adolescencia e inducir a diabetes experimental en distintas etapas de la

vida (adulto y vejez), para evaluar la vulnerabilidad de la plasticidad neuronal en estas etapas.

7.3 Medir el nUmero de espinas dendriticas y estudiar sus cambios morfoldgicos en el area CA3

del hipocampo y la amigdala.

7.4 Determinar la inmunoreactividad de la enzima ChAT en septum medial y correlacionar con los

cambios en la plasticidad neuronal de CA3.

7.5 Evaluar posibles fendmenos de resiliencia generados durante la adolescencia, retando al

sistema ante la exposicién al mismo estresor, en periodos posteriores de la vida.

7.6 Medir los receptores a mineracorticoides y glucocorticoides en CPFm, para relacionarle con

los cambios en PSD-95 y la enzima ChAT.

7.7 Realizar pruebas conductuales para evaluar posibles alteraciones en los proceso de atencidn,

como la tarea de orden temporal.

7.8 Evaluar los efectos del estrés con un paradigma multimodal para descartar posible fendmeno

de adaptacidn al estresor.
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