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Resumen

El sindrome metabdlico (SM) se caracteriza por al menos tres de los
siguientes factores: obesidad, niveles altos de triglicéridos (TG) y de glucosa y
niveles bajos de lipoproteina de alta densidad. Recientemente, se ha
demostrado que pacientes con SM presentan un mayor riesgo a desarrollar
deterioro cognitivo leve e incluso la enfermedad de Alzheimer (EA). El uso de
compuestos anti-inflamatorios y anti-oxidantes parece disminuir los signos de
neurodegeneracion en modelos animales de la EA. Recientemente, se ha
demostrado que en pacientes con SM tratados con un portafolio dietario (PD)
basado en nopal, semilla de chia y soya durante dos meses, se obtuvo una
mejora metabdlica significativa reduciendo los niveles de TG, insulina,
colesterol, asi como del peso corporal. En este estudio se evalud el efecto
neuroprotector del nopal en un modelo animal de SM. Un grupo de Ratas
Wistar macho fue alimentado con 20% de grasa y 5% de azUcar en el agua
durante 6.5 meses. Una vez alcanzado el criterio para SM, las ratas fueron
sometidas a una dieta adicionada con nopal al 5 % durante un mes. Se utilizd
el laberinto en T y la prueba de reconocimiento de objeto novedoso para
evaluar la integridad cognitiva. Mediante el marcaje Diolistico y el Software
Definiens XD se analizé la morfologia de espinas dendriticas de la region CA1
del hipocampo. También se determinaron los niveles de GFAP en hipocampo
mediante inmunohistoquimica (IHC). Nuestros resultados muestran que las
ratas obesas presentaron alteraciones en la morfologia neuronal e inflamacion.
Estas alteraciones se normalizaron en el grupo tratado con 5 % nopal. Por lo
tanto, el uso de alimentos funcionales como el nopal podria ser una estrategia
terapéutica para prevenir o retrasar el deterioro cognitivo en pacientes obesos

0 con SM.



Abstract

Metabolic syndrome (MS) is characterized by at least three of the
following factors: obesity, high triglycerides levels, increased glucose,
hypertension and low HDL (high density lipoproteins) levels. These factors
increase the probability to develop cardiovascular disease and other health
problems. Recently, it has been demonstrated that MS patients have a higher
risk to develop both mild cognitive impairment (MCI) and dementias, including
Alzheimer’s disease (AD), when compared with healthy subjects. The use of
anti-inflammatories and antioxidants seems to diminish neurodegeneration in
animal models of AD. Recently, our group has shown that MS patients treated
with a functional food regime based on nopal, chia and soy during two months
showed a reduction of triglycerides, insulin and cholesterol levels, protein c-
reactive as well as body weight near to normal. Functional food enriched in
anti-inflammatory and anti-oxidants substances can be a reliable strategy to
fight against dementia induced by MS. In this study we tested the
neuroprotective effect of nopal in an animal model of MS. Male Wistar rats
were fed with 20% fat and 5% sugar during 6.5 months until they reach a
criterion for MS. Thereafter, they were fed with a dietary pattern (DP) during
one month. Cognitive impairment was evaluated by the use of T-maze and
New Object Recognition test. We analyzed the integrity of dendritic spines by
using Diolistic Labelling and GFAP immunohistochemistry in the hippocampus.
Our results demonstrated that rats with MS showed alteration in neuronal
morphology and increased inflammation. These alterations were reduced after
a treatment with 5% of nopal. These neuroprotective effects could be the result
of metabolic stabilization of MS that may reduce the development of dementia

in MS patients.



INTRODUCCION
1. Sindrome metabdlico (SM)

a) Generalidades

La primera descripcion del SM la realiz6 el endocrindlogo Gerald
Reaven en 1988. Reaven denomin6é sindrome X a la presencia de tres
factores: hiperglucemia, dislipidemia e hipertension, y su relacion con
enfermedades cardiovasculares y resistencia a la insulina (Reaven, 1988).
También fue conocido como “el cuarteto de la muerte” (Kaplan, 1989) y, mas
recientemente, como “sindrome de resistencia a la insulina” (Alexander y cols.,
2003; Haffner y Cassells, 2003). Pero no fue sino hasta 1998 que la
Organizacion Munial de la Salud (OMS) propuso una definicién del SM, la cual

aun sigue vigente. (Tablal).

EIl SM se caracteriza por la presencia de hiperglucemia,
hiperinsulinemia, hipertension, hipertrigliceridemia, disminucion de las
concentraciones de lipoproteinas de ata densidad (HDL), aumento de
lipoproteinas de baja densidad, aumento en las concentraciones de acidos

grasos libres y obesidad (Alberti y Zimmet, 1998)

Actualmente, no existe una definicion que sea aceptada de manera
universal. A lo largo de los afios varios organismos han propuesto nuevos
criterios para el diagnéstico del SM, entre los cuales destacan la OMS, el
Programa Nacional de Educaciéon en Colesterol (NCEP-ATP 1) y la
Federacion Internacional de la Diabetes (IDF) (Alberti y Zimmet, 1998; ATP-III,
2001; IDF, 2006). En la tabla 1 se resumen las diferentes definiciones del SM.

Las alteraciones metabdlicas asociadas al sindrome metabdlico se
deben principalmente a la obesidad, la cual se define como una acumulacion
anormal o excesiva de grasas, la cual incrementa las probabilidades de
padecer otros problemas de salud como diabetes, enfermedades

cardiovasculares y cancer. El desarrollo de la obesidad se produce



principalmente debido a una mala alimentacion (ingesta excesiva de grasas
saturadas y bebidas con un alto contenido de azlcares) y a la falta de
actividad fisica (OMS, 2014).

Tabla 1. Definiciones del SM

OMS IDF NCEP-ATP Il

La presencia de tres o mas
siguientes

La presencia de obesidad
central (definida como una de las
circunferencia de cintura > 90 condiciones:

La presencia de diabetes
tipo 2 (DT2), intolerancia a la
glucosa o resistencia a la

insulina y dos o mas de los
siguientes criterios:

cm para hombres y > 80 cm
para mujeres) junto con dos o
mas de los siguientes factores:

Obesidad: Cintura >
102 cm en hombres y
> 88 cm en mujeres.

1. Hipertension arterial 1. Hipertrigliceridemia: Hipertrigliceridemia:
(140/90 mmHg) 150 mg/dL. 150 mg/dL

2. Hipertrigliceridemia 2. HDL bajo: < 40 mg/dL HDL bajo: < 40
(>150 mg/dL) vylo en hombres y < 50 mg/dL en hombres y
colesterol HDL < 35 mg/dL en mujeres. < 50 mg en mujeres.
mg/dL en hombres o 3. Hipertensién: 130/85 Hipertension: 130/85
< 40 mg/dL en mmHg. mmHg.
mujeres. 4. Glucemia elevada en Glucemia elevada en

3. Microalbuminuria (> ayuno (100 mg/dL) o ayuno (100 mg/dL) o
20 diagnéstico previo de diagndstico previo de
microgramos/min) DT2 diabetes.

4. Obesidad: IMC >
29.9 kg/m?

b) Diagndstico

Una manera simple de determinar si una persona padece obesidad es

mediante el indice de masa corporal (IMC), el cual se obtiene al dividir el peso

de una persona (kg) entre el cuadrado de su altura (m). Se considera que una

persona tiene sobrepeso si tiene un IMC = 25 y si el IMC = 30 es considerada

obesa (OMS, 2014). También se considera que una persona es obesa si tiene

un perimetro de cintura = 90 cm para hombres y = 80 cm en mujeres (IDF,

2006).

Se considera que una persona tiene SM si cumple con alguna de las

definiciones mencionadas en la tabla 1.



c) Estadisticas en México y el mundo

Un cuarto de la poblacion mundial tiene SM (IDF, 2006). Dicha cifra
parece ir en aumento, de manera paralela, junto con la prevalencia de la
obesidad, el factor més importante para el desarrollo del SM (Hossian y cols.,
2007). Segun datos de la OMS (2008) el 35 % de los adultos mayores de 20
afos tienen sobrepeso y 11% padecen obesidad. Sin embargo, muchas veces
la prevalencia de una misma region varia dependiendo del criterio que se

utilize,

Desde 1988 a 1994, un cuarto de la poblacion de Estados Unidos
padecian SM segun el criterio de la NCEP-ATP Ill, afectando a hombres y
mujeres por igual (22.8% y 22.6% respectivamente) (Ford, 2002). Por otra
parte, en paises del continente Asiatico, como India, la prevalencia de SM es
de 25.8%, 18.3% y 23% segun los criterios de la IDF, NCEP-ATP Il y OMS

respectivamente.

En paises Europeos como en Francia, la prevalencia de SM es de 10%
para hombres y 7% para mujeres segun el criterio de la NCEP-ATP llI; sin
embargo, al utilizar los criterios de la OMS, la prevalencia fue de 23% y 12%

respectivamente (Kahn y cols., 2005).

Segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (2006), la
prevalencia de SM en México es de 36.8% y 49.8% en adultos mayores a 20
afos segun los criterios de la NCEP-ATP Il y la IDF respectivamente. (Rojas y
cols., 2009). Por su parte, en 2008, Gonzalez-Chavez y cols. determinaron la
prevalencia de SM en una poblacién de pacientes no diabéticos de acuerdo a
los criterios de la OMS, IDF y NCEP-ATP Il y encontraron que las
prevalencias del SM con los 3 criterios fueron de 36.5%, 43.3% y 46.5%,

respectivamente.



d) Impacto del SMy la obesidad sobre la salud

Muchas de las personas que padecen SM presentan resistencia a la
insulina e hipertensién, lo cual aumenta sus probabilidades de desarrollar
diabetes, sufrir un ataque al corazon o un derrame cerebral. La diabetes afecta
cerca del 5% de la poblacion a nivel mundial y mueren 3.2 millones de
personas debido a complicaciones asociadas a esta enfermedad. La diabetes
tipo 2 es la forma mas comun de diabetes (90%) y se ha vuelto la principal
causa de muerte prematura debido a que aumenta el riesgo de desarrollar
alguna enfermedad cardiovascular. Otras complicaciones relacionadas con la
diabetes son: ceguera (retinopatia diabetica), insuficiencia renal y amputacion
de miembros debido a la reduccion del flujo sanguineo y presencia de
ulceraciones (UKPDS, 1996; IDF, 2006; OMS, 2012).

De manera similar, en personas obesas se observa un incremento en la
presion arterial, triglicéridos, colesterol, hiperglicemia y resistencia a la
insulina. Dichos factores aumentan la probabilidad de desarrollar diabetes tipo
2 y sufrir un infarto o un derrame cerebrovascular (Carey y cols., 1997; Carr y
cols., 2004).

2. Incidencias de demencias, deterioro cognitivo y enfermedad de
Alzheimer (EA) en sujetos con SMy obesidad

a) SM como factor de riesgo para desarrollar demenciay EA

La demencia es un sindrome de naturaleza crénica, en el cual hay una
alteracion de multiples funciones cerebrales como: memoria, pensamiento,
orientacién, comprensién, lenguaje, aprendizaje y toma de desiciones. A nivel
mundial hay 35.6 millones de personas que padecen algun tipo de demencia.
La EA es la forma de demencia mas comun y representa entre un 60% y 70%
de los casos (OMS, 2012).

La EA es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por la
pérdida progresiva de la memoria, placas amiloideas (depdsitos extracelulares

del péptido AB) y marafias neurofibrilares (depdsitos intracelulares de la
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proteina tau hiperfosforilada) (Braak y Braak, 1991; Selkoe, 2001). Existen 2
formas de la EA: 1) tipo familiar, el cual se asocia a mutaciones en el gen de la
proteina precursora del beta amiloide (APP) o en aquellos que codifican para
las enzimas (presenilinas) que se encargan de procesar a la APP (Goate y
cols., 1991; Levy-Lahad y cols., 1995 Sherrington y cols., 1995; Bu, 2009); 2)
tipo esporédico, el cual se ha asociado a diferentes factores de riesgo como: la
presencia del alelo €4 de la apolipoproteina E (ApoE4), diabetes, obesidad,
sindrome metabdlico, hipertension, dislipidemias y la edad (Corder y cols.,
1993; Poirier y cols., 1993; Kalmijin y cols., 1995; Elias y cols., 2005; Farooqui
y cols., 2012).

En la EA se ha observado la presencia de placas amiloideas y marafas
neurofibrilares en regiones cerebrales involucradas en procesos de memoria y
aprendizaje, entre ellas el hipocampo, ademas de otras alteraciones como:
muerte neuronal, neuroinflamacion y pérdida de espinas dendriticas (Braak y
Braak, 1991; Selkoe, 2001; Akiyama y cols., 2000; Scheff y cols., 2007).

La formacién hipocampal (subiculum, hipocampo y corteza entorrinal) es
una region cerebral que se encarga de modular ciertos procesos cognitivos.
Esta region es una de las zonas que se ven afectadas principalmente en
enfermedades crénico-degenerativas (EA, SM, obesidad, diabetes, etc) (Zhao
y cols., 1999; Price y cols., 2001).

Varios estudios clinicos respaldan la relacion que existe entre el
sindrome metabdlico y el deterioro cognoscitivo. En uno de estos estudios
realizado por Yaffe y cols., en 2004, se reporté que los adultos mayores (74
afios) con SM presentaban mayores signos de demencia en comparacion con
personas sanas de la misma edad (Yaffe y cols, 2004). Mas tarde, en 2011,
Baker y cols., reportaron que adultos mayores (74 afios) con DT2, otro
componente del SM, presentaban una reduccion en la tasa del metabolismo de
glucosa en cerebro, la cual se correlacionaba de manera directa con los signos

de demencia.
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En 1996, Ott y cols., reportaron que las personas con diabetes mayores
a 55 afios tienen el doble de riesgo de desarrollar la EA en comparacion con
personas sanas. Mas tarde, en 2006, Vanhanem y cols., reportaron que la EA
se presentaba con mayor frecuencia en personas con SM en comparacion con
personas sin SM (7.2% vs 2.8%). También observaron que la prevalencia de la
EA fue mayor en mujeres con SM respecto a las mujeres pertenecientes al
grupo control (8.3% vs 1.9%); sin embargo, no observaron diferencias entre los
hombres con y sin SM (3.8% vs 3.9%).

Por otra parte, existen reportes clinicos en donde se ha observado que
personas con diabetes y la EA tienen una mayor cantidad de placas
amiloideas y marafias neurofibrilares en comparacion con sujetos con la EA 'y

sin diabetes (Peila y cols., 2002; Janson y cols., 2004).
b) SM y agregacion del péptido A

A la fecha, no se conocen exactamente los mecanismos que relacionan
al SM con la EA; sin embargo, varios estudios sugieren que la presencia de
SM, o alguno de los factores que lo componen, favorecen la formacién de
placas amiloideas al alterar el equilibrio de produccién y/o degradacion del
péptido AB (figura 1).

Uno de estos factores en comun entre la EA y el SM, es la resistencia a
la insulina. La insulina es una hormona que se produce en las células (3 del
pancreas, que al unirse a sus receptores en la periferia, regula la captura de
glucosa desde la sangre hacia el interior de las células. Sin embargo, a nivel
del sistema nervioso central (SNC), la insulina participa en otros procesos
fisiologicos como: crecimiento axonal, supervivencia neuronal y plasticidad

sinaptica, (Mill y cols., 1985; Wang y cols., 1992).

Una vez que la insulina ha ejercido su accion mediante la activacion de
sus receptores, es degradada por la enzima degradadora de insulina (IDE por
sus siglas en inglés), la cual también participa en la degradacién del AB. Se ha

reportado que en condiciones de hiperinsulinemia, concentraciones elevadas
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de insulina, favorecen la acumulacion del AB al competir ambos sustratos por
la misma enzima (Miller y cols., 2003; Cook y cols., 2003; Shiiki y cols., 2004).
Ademas, se ha reportado que la supresion del gen que codifica para la IDE
produce un incremento en las concentraciones cerebrales de AB (Farris y cols.,
2004).

Por otra parte, se ha reportado que el colesterol desempefa un papel
importante en la produccion del péptido AB. Se ha reportado que el
procesamiento de la APP mediante la via amiloidogénica (corte de la APP por
la By Y secretasas) tiene lugar en las llamadas “balsas de membrana” (rafts),
regiones ricas en colesterol, esfingolipidos y caveolina. Al incrementar la
concentracion de colesterol, también aumenta el tamafio y nimero de balsas
de membrana, la expresion de la APP y la actividad de las B y Y secretasas,
favoreciendo de esta manera la acumulacion del péptido AB vy, por lo tanto, la
formacién de placas amiloideas (Bodovitz y Klein, 1996; Wahrle y cols., 2002;
Cordy y cols., 2003, 2006; Thirumangalakudi y cols., 2008; Puig y cols., 2012).

c) SMy formacion de marafias neurofibrilares

La resistencia a la insulina también es un factor importante en la
formacion de marafas neurofibrilares, ya que promueve la hiperfosforilacion y

agregacion de la proteina tau (figura 1).

La hiperfosforilacion de la proteina tau es un evento temprano en la
patogénesis de la EA y ocurre antes de la formacion de las marafas
neurofibrilares (Gendron y Petrucelli, 2009). La proteina tau es fosforilada por
varias cinasas, entre ellas la glucégeno sintasa cinasa-3p (GSK-3B). La GSK-
3B es una enzima constitutivamente activa que se encuentra rio abajo de la
cascada de sefalizacion del receptor a insulina. Al unirse la insulina con su
receptor, se inhibe a la enzima GSK-3p (Siddle y cols., 2001). Por lo tanto, una
alteracion en la sefializacién de este receptor puede aumentar el grado de
fosforilacion de la proteina tau. Existen varios reportes en donde se ha

demostrado que en condiciones de hiperinsulinemia se produce un incremento
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en los niveles de fosforilacién de la proteina tau mediada por parte de la GSK-
3B. Por ejemplo, Calvo-Ochoa y cols. (2014) demostraron que en ratones
obesos con hiperinsulinemia presentaban alteraciones en la sefalizacion del
receptor a insulina, asi como un incremento en la fosforilacion de la proteina
tau en la serina 199/202, un sitio de fosforilacion de la GSK-33 (Bhat y
Thirumangalakudi, 2013).

Por otra parte, existe evidencia que durante la EA y el SM se alteran
algunas fosfatasas, como la proteina-fosfatasa 2A (PP2A), la cual es una de
las principales enzimas responsables de la desfosforilacion de la proteina tau
(Planel y cols., 2007; Qian y cols., 2010; Torrent y Ferrer, 2012).

IDE
I——Insulinf t Glucose 1t Insulin
A 1-42 Cholesterol t -
' -
e IR |——
__:__/_'_ - — Resistance
. EIK‘I:"E IRS-1,2
— Insulin l Y-secretase pas 1
PI3K
SAPK/JNK
Cdk5 1’
\ AKT
A 1-42 \ Caspase3 GgKa
Ay 1-40 —* < Caspase7? t Phospho-tau
ca Caspase8

Cleavage of Tau

Figura 1. Efecto del colesterol y resistencia a la insulina sobre la formacion de
placas amiloideas y marafias neurofibrilares. Alteraciones en la sefalizacion del
receptor a insulina aunado a concentraciones elevadas de colesterol favorecen la
agregacion del péptido AB, asi como la hiperfosforilacion de la proteina tau (tomado
de Sima, 2010).
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d) SMy otros marcadores de neurodegeneracion

- El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

El BDNF participa en procesos de superivivencia neuronal, plasticidad
sinaptica, memoria, aprendizaje y en la regulacion de la ingesta de alimentos
(Barde y cols., 1982; Rothman y cols., 2012).

Existe evidencia de que bajas concentraciones de BDNF pueden
producir un incremento en la ingesta de alimentos y, por lo tanto, el desarrollo
de obesidad. También se ha reportado que en personas que padecen la EA
tienen bajos niveles de BDNF (Phillips y cols., 1991). Experimentos realizados
en modelos animales de obesidad mostraron que existe una disminucién en
los niveles de BDNF en el hipocampo, lo cual se correlaciona con un deterioro
cognoscitivo y menor neurogénesis (Stranaham y cols., 2008; Pistell y cols.,
2009).

- Gliosis y alteraciones en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE)

La BHE es un sistema de células endoteliales, entrelazadas mediante
uniones estrechas, que limita el paso de sustancias desde la circulacion
sanguinea hacia el cerebro y viceversa (De Vries y cols., 1997; Ballabh y cols.,
2004).

Se ha demostrado que en personas con la EA hay un aumento en la
permeabilidad de la BHE (medida mediante un incremento el la concentracion
de albumina en liquido cefalorraquideo) y se suigiere que dicha alteracion
precede el desarrollo de demencia (Skoog y cols., 1998; Bowman y cols.,
2007).

Por otra parte, se ha demostrado que el consumo excesivo de grasas
produce una disminucion en los niveles de ocludinas (proteinas que participan
en la formacion de uniones estrechas), asi como un incremento en la

activacion de glia y en la expresion de genes involucrados con procesos
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neuroinflamatorios (Granholm y cols., 2008; Pistell y cols., 2009; Freeman y
Granholm, 2012).

Por otra parte, se ha reportado que en el tejido adiposo de pacientes
obesos hay aumento en la expresion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a, interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) (Hotamisligil y cols., 1993; Fried y
cols., 1998; Kern y cols., 2001). La neuroinflamacion se ha asociado con
cambios morfologicos y neurodegeneracion (Cagnin y cols., 2001; Rao y cols.,
2012).

- Productos de glucosilacion avanzada (AGE’s)

La interacciéon de los AGE’s con su receptor (RAGE) produce un
incremento en la actividad del factor de transcripcién kB (NF- k), el cual
participa en la expresion de genes involucrados en procesos inflamatorios,
cuyos productos podrian desencadenar procesos neurodegenerativos y, de
esta manera, contribuir a la aparicion de signos de demencia (Yan y cols.,
1994).

La cantidad de AGE’s se incrementa confome avanza la edad; sin
embargo, se ha reportado que las concentracidones cerebrales de estos

productos es mayor en personas con la EA y diabetes (Girones y cols., 2004).
- Alteraciones en la morfologia neuronal

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que se
encuentran a lo largo de las dendritas de las neuronas en donde ocurre la
sinapsis (comunicacion celular). Los cambios en el nimero y tamafio de estas
estructuras estan relacionados con la formaciéon, mantenimiento y eliminacion

de sinapsis (Ramon y Cajal, 1888; Yuste y Bonhoeffer, 2002).

Al analizar el cerebro de pacientes con la EA y de modelos animales
gue representan esta patologia, se encontré una disminucién en el numero de

contactos sinapticos, la cual se correlaciona de manera positiva con problemas
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de memoria y aprendizaje (DeKosky y Scheff, 1990; Aoki y cols., 2007 Arendt,
2009; Perez-Cruz y cols., 2011)

De manera similar, se ha demostrado que la presencia de SM vy
obesidad, en modelos animales, produce alteraciones sinapticas y deterioro
cognoscitivo (Stranahan y cols., 2008; Calvo-Ochoa y cols., 2014; Arnold y
cols., 2014).

3. Edad como factor determinante para el desarrollo de SMy demencia

El desarrollo del cerebro huumano comienza a partir de la tercera etapa
gestacional y se mantiene hasta el final de la adolescencia (Stiles y Jernigan,
2010). Durante el periodo postnatal y la nifiez, el nivel de conectividad en el

cerebro es mucho mayor que el de los adultos (Innocenti y Price, 2005).

Debio a que el cerebro aun se encuentra en un proceso de maduracion
durante la nifiéz y la adolescencia, el desarrollo de obesidad o SM durante
edades mas tempranas puede ser un factor determinante en el desarrollo de

algun tipo de demencia.

Estudios en animales han demostrado que la ingesta excesiva de
grasas produce obesidad en ratones jovenes (3 semanas) y adultos (12
semanas). Sin embargo, al evaluar la memoria de los animales, unicamente
los ratones jévenes mostraron signos de deterioro cognoscitivo ademas de una
disminucién en los niveles de neurogénesis en hipocampo (Boitard y cols.,
2012).

Por otra parte, existe evidencia de que el desarrollo de diabetes y/u
obesidad en adultos jovenes aumenta casi tres veces el riesgo de padecer
algun tipo de demencia durante la vejez (Beeri y cols., 2004; Kivipelto y cols.,
2005) en comparacién con sujetos que desarrollaron diabetes y/u obesidad en
edades avanzadas. Ademas, se ha reportado que si una persona tiene

obesidad junto con concentraciones elevadas de colesterol e hipertension, el
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riesgo de padecer demencia durante la vejez aumenta en un 60% (Kivipelto y
cols., 2005).

a) Tratamiento o prevencion

Los medicamentos utilizados en el tratamiento del SM y la obesidad
estan dirigidos a restaurar las alteraciones metabdlicas observadas en dichas
patologias (hiperglucemia, colesterol elevado, etc.). Por ejemplo, para el
tramiento de la DBT1 se adminsitra insulina para regular los niveles elevados
de glucosa en sangre. Por otro lado, para el tratamiento de la DBT2 se
prescriben farmacos que promueven la liberacion de insulina en el pancreas.
Sin embargo, se ha reportado que horas después de la administracion de
insulina aumenta la concentracion plasmatica del péptido AR y hay una mayor
incidencia de la EA en pacientes diabéticos que utilizan insulina, o alguno de
los medicamentos que promueven su liberacion, en comparacion con personas
diabéticas y sin tratamiento (Ott y cols., 1999; Kupczewksa-Karczewska y
cols., 2012).

También existen medicamentos para regular la absorcion (orlistat),
sintesis (estatinas) y oxidaciéon de lipidos (fibratos). Sin embargo, estos
medicamentos pueden llegar a dafiar 6rganos como el higado, masculo, rifion

y corazon (Pierce y cols., 1990; Shepherd y cols., 1995).

Por otra parte, el tratamiento mediante restriccién en la ingesta de calorias, asi
como el ejercicio pueden ayudar a bajar de peso y restaurar las alteraciones
metabdlicas asociadas por la obesidad. Ademas, existen reportes de que el
ejercicio y la resticcion de alimentos incrementan los niveles de BDNF en
cerebro (Matson, 2012; Stranahan y cols.,, 2009). Se propone que el
tratamiento mas efectivo para combatir estas complejas enfermedades
cronico-degenerativas es la prevencion. Una alternativa es mediante la ingesta
de nutrimentos o dietas altas con potencial protector, ya sea por el contenido

de compuestos antioxidantes o con capacidad anti-inflamatoria.
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4. Alimentos Funcionales (AF)

a) Generalidades

Todos los alimentos son funcionales a cierto nivel fisioldgico, ya que
aportan nutrientes necesarios para mantener en estado oOptimo todos los

procesos de nutricion y desarrollo del organismo. (ADA, 2004)

Actualmente no existe una definicion universal de los alimentos funcionales.
Sin embargo, se han propuesto varias definiciones por parte de algunas
organizaciones integradas por especialistas en el tema. Por ejemplo, La
Asociacion Dietética Americana (ADA), la organizacion mas grande de
profesionales en nutricion dentro de los Estados Unidos, define a los alimentos
funcionales como: “alimentos que, ademas de su contenido nutricional,
contienen sustancias que tienen un efecto benéfico sobre la salud y reducen el
riesgo de padecer enfermedades crénicas” (ADA, 2004). Cabe mencionar que
la definicion de alimentos funcionales propuesta por la ADA incluye a los
alimentos enriquecidos o fortificados, suplementos alimenticios y alimentos

enteros.
b) AF en SMy obesidad

Actualmente se le ha dado una gran importancia en el uso de alimentos
funcionales para el tratamiento de enfermedades cronico degenerativas, ya
gue no se presentan tantos efectos adversos como aquellos observados con

tratamientos farmacoldgicos.

Varios estudios clinicos y en modelos animales han demostrado que el
uso de alimentos funcionales, como nopal, soya y chia, como tratamiento para
la obesidad y el SM puede reestablecer todas las alteraciones bioquimicas
asociadas a dichas enfermedades (hiperglucemia, dislipidemias, estrés

oxidativo, etc.) (Moran-Ramos y cols., 2012) (Guevara-Cruz y cols., 2012).

En México, el uso del nopal es un remedio popular para el tratamiento

de la diebetes, una de las complicaciones del SM. Estudios clinicos han
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demostrado que el consumo de nopal en pacientes mexicanos con DBT2
disminuye los picos posprandiales de glucosa e insulina. Estos efectos se
deben a que el nopal reduce los niveles del péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (GIP), una hormona producida en las células
intestinales (incretina) que promueve la liberacién de insulina en el pancreas y
se encuentra en altas concentraciones en pacientes con DBT2 en estado post-
prandial (Lopez-Romero y cols., 2014). Ademas, existen reportes en donde se
ha demostrado que el consumo de fibra soluble del nopal (pectinas) reduce la
concentracion de lipidos en plasma (Fernandez y cols., 1994). Un posible
mecanismo mediante el cual el nopal podria reducir las concentraciones
plasmaticas de lipidos seria limitando su absorcion en el tracto gastrointestinal
(Ulrich, 1987).

Por otra parte, se ha reportado que el nopal poseé una gran cantidad de
sustancias antioxidantes y antiinflamatorios como: kaempferol (2 g/kg),
isoramnentina (4 g/kg), quercetina (2 g/kg), B-caroteno (1.1 g/kg) y vitamina C
(2 g/kg), las cuales pueden reducir los niveles de estrés oxidativo asociados a
la obesidad y el SM (Medina-Torres y cols., 2011).

c) AF en demenciasy EA

Varios estudios con modelos animales de la EA han demostrado que el
uso de alimentos funcionales enteros como la curcumina y suplementos
alimenticios reducen de manera significativa los niveles de A, fosforilacion de
tau, neuroinflamaciéon, la resistencia a la insulina en SNC y mejoran la

memoria (Ma y cols., 2009).

Ademas, estudios clinicos han demostrado que el uso de alimentos
enriquecidos con folato, Ginko Biloba y suplementos alimenticios mejoran de
manera significativa las habilidades cognitivas de personas con la EA
(Kanowski y Hoerr, 2003; Le Bars, 2003; lyer y Tomar, 2009; Scheltens y cols.,
2012). Por lo tanto, el uso de alimentos funcionales podria ser una terapia

interesante para evitar el desarrollo de algun tipo de demencia.
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JUSTIFICACION

Para este proyecto, se propone el uso de modelos animales de
sindrome metabdlico (SM) para caracterizar los efectos neuroprotectores del
nopal, un alimento funcional, a nivel sindptico, celular y conductual. Se espera
que el nopal evite la neurodegeneracion y esto se vea reflejado en examenes
de conducta, ademas de preservacion de entidades sinapticas, marcadores de
neurodegeneracion e inflamacién. Por lo tanto, este proyecto propone que al
restablecer los pardmetros bioquimicos y metabdlicos inducidos por SM se

evitara la neurodegeneracion y el deterioro cognoscitivo.
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HIPOTESIS

El uso de nopal, un alimento funcional, tendra un efecto neuroprotector

en un modelo animal de sindrome metabdlico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector del nopal sobre la pérdida sinaptica,

inflamacion y alteracion de la conducta en animales con sindrome metabadlico.

Objetivos particulares

O Evaluar el efecto neuroprotector del nopal en ratas con SM mediante su
desempefio en la prueba de alternacion espontanea en el laberintoen T
y de reconocimiento de objeto novedoso.

O Determinar la presencia de astrocitos activos (marcaje para GFAP) en
el cerebro de estos animales como marcador de inflamacion.

O Analizar comparativamente la morfologia de las espinas dendriticas en
la region CA1 del hipocampo en animales tratados y no tratados con

dieta de nopal.
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METODOLOGIA

Induccién del SM

Se utilizaron ratas Wistar (250 g), divididas en 5 grupos: Grupo 1 (n=6),
animales alimentados con dieta AIN-93, la cual contiene 20 % de caseina
como fuente de proteina, durante 7.5 meses (Control); Grupo 2 (n=3),
animales alimentados con una dieta alta en grasa saturada (20%) y una
solucién de sacarosa al 5% en agua durante 7.5 meses (DAGS+S); Grupo 3
(n=4), animales alimentados con una DAGS+S durante 6.5 meses y un mes
subsiguiente con una dieta control (AIN-93); Grupo 4 (n=5), animales
alimentados con una DAGS+S durante 6.5 meses y un mes subsiguiente con
una dieta control y 5% de nopal (AIN-93+N); Grupo 5 (n=5), animales
alimentados con una DAGS+S durante 6.5 meses y un mes subsiguiente con
una DAGS+S y 5% de nopal (DAGS+S+N). Al término del tratamiento se
realizaron las pruebas conductuales y se extrajo el cerebro para su analisis.

Pruebas conductuales

Alternacion esponténea en el laberintoen T

Para esta prueba se utilizd6 un laberinto de acrilico que consta de 3
brazos, dos brazos objetivo (50 x 20 x 30 cm) y uno de inicio (60 x 20 x 30 cm),
y una division central (30 x 30 cm). Esta prueba consta de dos fases, una de
muestra y otra de prueba. En la fase de muestra, con la divisién central en su
lugar y todas las puertas abiertas, se coloca al animal en el brazo de inicio y se
permite que haga una eleccién. Una vez realizada la eleccion, se coloca la
puerta del brazo elegido y se confina al animal en dicho brazo por un tiempo
de 30 s. Una vez transcurrido este tiempo, se coloca la puerta del brazo
opuesto y se retiran la division central y la puerta del brazo elegido para que el
animal ingrese al brazo de inicio de donde es retirado por un minuto (intervalo
de retencion). En la fase de prueba, se coloca nuevamente al animal en el
brazo de inicio, sin la division central y todas las puertas abiertas, y se permite

gue realice una eleccion. Dos horas después se repite la prueba. En ambas
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fases de la prueba se registran el brazo elegido y la latencia. Si un animal no
dejaba el brazo de inicio en 90 segundos se retiraba y se probaba mas tarde.

Se realizé un total de 5 pruebas por animal.
Reconocimiento de objeto novedoso

Se coloca al animal en una tina (80 x 46 x 30 cm) y se permite que
explore durante 5 minutos. 24 horas después, se vuelve a colocar al animal en
la tina y se le presentan dos objetos idénticos (latas de jugo), permitiendo que
explore durante 5 minutos. Los objetos se colocan en el centro de la caja a una
distancia de 25 cm entre ellos. Una vez transcurridos los 5 min, se retira al
animal de la tina por un periodo de 30 min (periodo de retencién). Después
que finalice el tiempo de retencion se coloca nuevamente al animal en la tina
junto con dos objetos, uno familiar (lata de jugo) y uno nuevo (taza) colocados
en la misma posicién. Se considera conducta exploratoria: tocar el objeto con
las patas, olfatearlo, morderlo o montarlo. Se registra el tiempo de exploracion
de cada objeto en ambas sesiones de la prueba. Se deben descartar a los
animales que no acumulen 15 segundos de exploracion en la segunda fase de
la prueba. Este tiempo es el minimo requerido para considerar que el animal
explord lo suficiente y de esta manera evitar resultados erroneos por falta de
exploracion. Una vez determinado el tiempo de exploracion se calcula el indice
de reconocimiento sustituyendo los valores obtenidos en la segunda sesion en

la siguiente formula:

Objeto nuevo (s)
Objeto familiar (s) + Objeto nuevo (s)

Indice de reconocimiento (IR) =

Se considera que un animal reconoci6 la presencia de un objeto nuevo
cuando obtiene un IR > 0.5.
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Obtencidn de tejido

Al término de los 7.5 meses, los animales fueron sacrificados mediante
decapitacion y se extrajo el cerebro. Una vez hecho esto, el cerebro se dividio
en 2 hemisferios. El primero se coloc6 en una solucion de fijacion,
paraformaldehido (PFA) al 4%, a 4 °C durante 5 horas. Posteriormente, con
ayuda de un vibratomo, se cortd el hemisferio en rebanadas coronales de 150
um para analizar la morfologia de espinas dendriticas. ElI segundo hemisferio
se coloc6 en una solucibn de PFA al 4 % a 4 °C durante 5 horas.
Posteriormente, con ayuda de un micrétomo se corté en secciones coronales

de 30 um para las pruebas de Inmunohistoquimica (IHC).
Morfologia de espinas dendriticas:

Para esta prueba, se utilizaron 3 rebanadas coronales de cerebro de
150 um por cada animal, a las cuales se les dispar6 particulas de tungsteno
recubiertas con un tinte fluorescente (DIL) con ayuda de la Helios Gene Gun, y
se dejaron en una solucion de PBS 1X a 4 °C por 24 horas. Posteriormente,
las rebanadas se colocaron en portaobjetos, utilizando glicerol como medio de
montaje. Una vez montadas las rebanadas, se tomaron 6 imagenes por animal
de dendritas basales aisladas de las neuronas piramidales en la region CA1
del hipocampo en el microscopio confocal (Leica SP8) con un objetivo de 100
X (zoom factor = 5), a una velocidad de 600 Hz, Frame Average = 1, Line
Average = 1, Frame Accumulation = 1, Line Accumulation = 1, z stack = 0.1
um. Cabe mencionar que el valor de ganancia utilizado se ajustdé para cada
imagen para evita el exceso de fluorescencia. Posteriormente, se realiz6 un
“crop” de la imagen (20 x 10 uym). Finalmente, se realizé una compresion de
las imagenes de la secuencia adquirida y a partir de ésta se calculd la
densidad de espinas dendriticas mediante un conteo manual utilizando el

software Image J.
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Determinacion de la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP):

Se utilizaron rebanadas coronales de 30 pm (3 por animal), las cuales
recibieron un tratamiento con un buffer de citratos a 100 °C para
desenmascarar epitopes. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X
durante 10 minutos y se permeabilizo el tejido con una solucion de PBS-Tritén
al 0.2% (PBSt-0.2%) durante 20 minutos. Al término de este tiempo, se
bloqued la peroxidasa enddgena con una solucion de H202 al 0.3% en PBS
durante 10 minutos. Una vez hecho esto, se realizaron 3 lavados con PBSt-
0.2% y se procedio a incubar con una solucién de bloqueo (Albumina de Suero
de Bovino, BSA por sus siglas en inglés) al 3% en PBS durante 30 minutos.
Después de bloquear, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBSt-0.2% y se
incubd con el anticuerpo primario (anti-GFAP, 1:500) durante toda la noche a 4
°C en agitacion constante. Después de la incubacion, se realizaron 3 lavados
de 10 min con PBSt-0.2% y se incubd con un anticuerpo secundario acoplado
a una peroxidasa (1:500) durante 2 horas a temperatura ambiente. Al término
de la incubacién, se realizaron 3 lavados de 10 min con PBSt-0.2% y se
afadieron 400pl de una solucién de diaminobenzidina (0.006 g en 10 ml de
PBS 1X) durante 8 minutos. Después, se reveld mediante la adicion de 30l
una solucion de H202 (7.5 ml de agua mili Q + 50ul de H202), agitando
ligeramente hasta observar una coloracion café en el tejido. El siguiente paso
fue colocar las rebanadas en un portaobjetos gelatinizado y se dejarlas secar
durante 12 horas a 37 °C. Finalmente, se tifieron las rebanadas con violeta de
cresilo y se pasaron por un tren de deshidratacion (EtOH 25%, EtOH 50%,
EtOH 75%, EtOH 90%, EtOH 96%, EtOH 100%, Xilol 100%) y se utiliz6 medio
de montaje DPX. Posteriormente, se obtuvieron 6 imagenes por rebanada (3
en stratum oriens y 6 en stratum radiatum) en el microscopio de campo claro y,
de acuerdo a la morfologia, se realiz6 un conteo manual de astrocitos con el

software Image J.
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Andlisis estadistico:

Para todas las pruebas se utilizé un analisis de varianza de una via y un

test de Bonferroni como prueba post hoc.
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RESULTADOS

a. En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas
conductuales (T-maze y RON). No hubo diferencia significativa en el
porcentaje de alternacién en el laberinto en forma de T. De manera
similar, en la prueba de RON, todos los grupos fueron capaces de
discriminar entre un objeto familiar y uno novedoso. Cabe mencionar
gue en ambas pruebas, el grupo DAGS+S obtuvo valores mas bajos en

comparacion con los demas grupos; sin embargo esta diferencia no fue

estadisticamente significativa. B
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Figura 2. Efecto de la dieta sobre el porcentaje de alternacién espontanea en el T-
maze (A) y el RON (B). Ninguno de los grupos mostré signos de deterioro cognoscitivo,
ya que obtuvieron un alto porcentaje de alternacién y fueron capaces de reconocer un
objeto novedoso. ANOVA de una via.

b. También se analizaron los cambios en la densidad de espinas
dendriticas en las dendritas basales de las neuronas piramidales de la
region CAl del hipocampo. En la figura 3 podemos observar que la
presencia de SM produce una disminucién en el nUmero de espinas
dendriticas y este efecto se revierte con una modificacion en la dieta.
Notoriamente, al incluir nopal en el grupo de ratas con dieta DGSA+S,
el numero de estas estructuras se restablece a los valores control.
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Figura 3. Efecto de la dieta sobre la densidad de espinas dendriticas. (A)El SM,
inducido por una DAGS+S reduce el nimero de espinas dendriticas y un tratamiento con
nopal revierte este efecto. a: p<0.001 vs control; b: p<0.05 vs control; c: p<0.05 vs
DAGS+S; d: p<0.01 vs DAGS+S. ANOVA de una via, Bonferroni post hoc. (B) Imagen
representativa de una dendrita de las células piramidales de la region CA1 marcada con
DIL.

c. Se determind la inmunoreactividad a GFAP, una proteina marcadora de
astrocitos activos, en stratum oriens y stratum radiatum de la region
CA1 del hipocampo (figura 4).

Stratum oriens: Se puede observar que un tratamiento con una
DAGS+S incrementa de manera significativa los niveles de GFAP en
hipocampo y al modificar esta dieta por una control (AIN-93) el nimero
de células positivas a GFAP disminuye de manera significativa
(p<0.001, ANOVA de una via, Bonferroni post hoc, figura 5). Por otra
parte, se observé que al incluir nopal en la dieta de ratas obesas con
dieta control (AIN-93) los niveles de GFAP disminuyen ain mas,
regresando a los valores del grupo control. Al incluir nopal en el grupo
de ratas DAGS+S se redujeron significativamente los niveles de GFAP
(p<0.001, ANOVA de una via y Bonferroni como prueba post hoc, figura
5).

Stratum radiatum: De manera similar, se observd que al cambiar la
DAGS+S por una dieta control, el nimero de células positivas a GFAP
disminuye de manera significativa (p<0.001, ANOVA de una via,
Bonferroni post hoc). De igual manera, al afladir nopal en la dieta, el
namero de astrocitos se reduce aun mas (p<0.001, ANOVA de una via,
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Bonferroni post hoc). Por otra parte, al afiadir nopal a la DAGS+S se
observé una disminucién significativa en los niveles GFAP de manera
similar al tratamiento con una dieta control (p<0.001, ANOVA de una
via, Bonferroni post hoc).

Los resultados obtenidos en esta prueba demuestran que el nopal
podria ser una opcion para reducir los niveles de neuroinflamacion
inducida por el SM y, de esta manera, evitar el dafio neuronal.

Control DAGS+S AIN-93
AIN-93+N DAGS+S+N

Figura 4. Efecto de la dieta sobre la inmunorreactividad a GFAP. Imagenes
representativas de la IHC para GFAP (40x de aumeno original) en s. radiatum. En café se
observan las células positivas a GFAP y en morado los nucleos de las diversas poblaciones
celulares en la regién CA1 del hipocampo.
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Figura 5. Efecto del nopal sobre la inmunorreactividad a GFAP en la region CA1l del
hipocampo (A) s.radiatum, (B) s. oriens. La ingesta de una DAGS+S produce un incremento
significativo en los niveles de GFAP vy la inclusién de nopal en la dieta revierte este efecto. a:
p<0.001 vs control; b: p<0.001 vs DAGS+S; c: p<0.001 vs AIN-93; d: p<0.001 vs AIN-93+N,

ANOVA, Bonferroni post hoc).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la prueba de alternacion espontédnea en el
laberinto en T no mostraron diferencias significativas entre los grupos
DAGS+S y con tratamiento (Fig.2). EI hecho de que no observaramos un
deterioro cognoscitivo en el grupo de ratas alimentado con una DAGS+S (20%
+ 5 % de sacarosa en el agua) podria deberse a diferencias en los protocolos

utilizados

Arnold y cols. (2014) demostraron que un tratamiento con una dieta alta
en grasa (24%) durante 8 meses y una dieta extremadamente alta en grasa
(35%) durante 17 dias en ratones de 8 semanas de edad produce una
disminucion significativa en el porcentaje de alternacion en el laberinto en T, lo
cual indica la presencia de un deterioro cognoscitivo. Estos autores realizaron
18 sesiones por animal, mientras que en el actual protocolo las sesiones de
prueba fueron menos (5 sesiones por animal). Ademds, estos autores
habituaron a los animales un dia antes de realizar las sesiones de prueba,

reduciendo de esta manera el grado de estrés (Arnold y cols., 2014)

Por otra parte, Farr y cols., en 2008, demostraron que un tratamiento
con una dieta con 10% de grasa saturada en ratones (8 semanas de edad)
durante 8 meses produce un aumento en el nimero de errores en la prueba de

evitacion pasiva en el laberinto en T y en el laberinto acuético de Morris.

También, utilizando la prueba de alternacion espontanea en el laberinto
en Y, Kaczmarzyk y cols. (2014) demostraron que después de alimentar a un
grupo de ratones de 3 meses de edad con una dieta alta en grasa (35%)
durante una semana, se produce un deterioro cognoscitivo en estos animales,
reflejado en una disminucidon en el porcentaje de alternacion. De manera
similar, Kosari y cols. (2012) reportaron que ratas tratadas con una dieta alta
en grasa (21%) o muy alta en grasa (60%) durante 12 semanas desarrollaron

un deterioro cognoscitivo detectado mediante la prueba del laberintoen Y.
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La principal complicacién del andlisis estadistico de los datos generados
a partir de grupos experimentales pequefos es el aumento en el valor de las

medidas de dispersion como la desviacién estandar (o) y el error estandar

- 2
(e.e.). Recordando la formula de ambos pardametros, o =¥ y e.ez\/%

respectivamente, podemos observar que el valor de ambos es inversamente
proporcional respecto al numero de la muestra (n). En este sentido, al
incrementar el nimero de animales por grupo se podrian reducir los valores de
dispersion de los datos. Dicha reduccion permitiria la deteccion de diferencias
entre tratamientos, si estas existieran. Es decir, que los grupos analizados
pertenecen a poblaciones distintas (Fig. 6). Por lo anterior, podemos concluir
qgue la principal diferencia entre los reportes anteriores y nuestro protocolo es
el nimero de animales por grupo, donde en el actual proyecto se contd con
solo 6 animales para el grupo control, 3 para el grupo DAGS+S, 4 para el
grupo AIN-93, 5 para el grupo DAGS+S+N y 5 para el grupo AIN-93+N; lo cual
denota la importancia de utilizar un nimero de animales adecuado en futuros

experimentos.

De manera similar en los resultados obtenidos en la prueba de
alternacion espontanea en el laberinto en T, no observamos un deterioro
cognoscitivo en el grupo DAGS+S en la prueba de RON (Fig. 2). Por su parte,
Kaczmarzyk y cols. (2014) demostraron que después de una o0 3 semanas de
tratamiento con una dieta alta en grasa (35%), los ratones no fueron capaces
de reconocer la presencia de un objeto nuevo. De manera similar, se ha
reportado que ratones transgénicos (db/db), los cuales desarrollan SM,
presentan deterioro cognoscitivo a los 8 meses de edad, el cual fue evaluado

mediante la prueba de RON (Dinel y cols., 2011).
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Figura 6. Efecto del tamafio de muestra (n) sobre las medidas de dispersion
estadisticas. Al incrementar el tamafio de muestra, el valor de la desviacién estandar
disminuye.

El hecho de que no observaramos deterioro cognoscitivo en el grupo de
SM podria deberse a diversos factores, como el reducido tamafio de muestra
(como ya se ha discutido anteriormente) o quizds por diferencias en los
protocolos utilizados. Por ejemplo, Kaczmarzyk y cols. (2014) colocaron 2
objetos idénticos en la caja del animal durante toda una noche;
posteriormente, colocaron al animal en la caja de prueba junto con el mismo
par de objetos durante un periodo de 5 min. Por lo tanto, podria ser que al
aumentar el tiempo de exposicion a los objetos familiares, seria mas facil para

el animar detectar la presencia de un objeto novedoso.

Ademas de evaluar la integridad cognoscitiva en los grupos
experimentales mediante las pruebas conductuales, decidimos analizar si
habia cambios morfolégicos en las células piramidales de la region CA1l del
hipocampo a nivel de las espinas dendriticas. Estudios clinicos y en modelos
animales de la EA y de SM han demostrado que ocurre una diminucién en el
namero de estas estructuras y otros marcadores de actividad sinaptica,
Ademas, dichos cambios morfolégicos son eventos tempranos en la EA y se
correlacionan con problemas de memoria y aprendizaje (Heinonen y cols.,
1995; Aoki y cols., 2007; Scheff y cols., 2007; Knobloch y cols., 2008).
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Nuestros resultados demostraron que un tratamiento por 7.5 meses con
una DAGS+S produce una disminucion significativa en el nimero de espinas
dendriticas en s.oriens (Fig. 3). Estos resultados son similares a los reportados
por Calvo-Ochoa y cols. (2014), quienes reportaron una disminucion en el
namero de espinas dendriticas en s. oriens y s. radiatum de las neuronas
piramidales de la region CA1 en ratones tratados con una dieta alta en grasa
(10%) y fructosa en el agua (20%) por 7 dias. Por su parte, Stranahan y cols.,
(2008) reportaron que ratas bajo un tratamiento con una dieta hipercalérica
(Dyets 101842; Dyets, Inc. Composision no especificada) y una solucién de
20% de fructosa en agua durante 8 meses produce una disminucion en el
namero de espinas en las dendritas basales y apicales de CAl y un deterioro

cognoscitivo evaluado mediante la prueba del laberinto acuatico de Morris.

Por otra parte, observamos que al modificar la DAGS+S por una dieta
control (AIN-93) el nimero de espinas aumenta en comparacion con el grupo
DAGS+S; sin embargo, el nimero de estas estructuras no alcanzé los niveles
control (Fig.3). Por su parte, un tratamiento con 5% de nopal en la dieta
durante un mes fue capaz de revertir la pérdida de espinas inducida por una
DAGS+S. Ademas, al tratar a las ratas con 5% de nopal, aun bajo una dieta
DAGS+S, la pérdida de espinas dendriticas observado en el grupo DAGS+S

se revierte.

Esto podria deberse, al menos en parte, a que la fibra del nopal reduce
la absorcién de grasas en el intestino al impedir la formacion de micelas
(Fernandez y cols., 1994). Ademas, se ha demostrado que el nopal reduce los
niveles de GIP en plasma de pacientes mexicanos con DBT2, y reduce los
picos posprandiales de glucosa e insulina (Lopez-Romero y cols., 2014). Los
picos post-pandriales de glucosa se han visto relacionados con un deterioro
cognitivo en pacientes con DBT2, mujeres sanas y nifios (Nabb y Benton,
2006; Benton, 2008). (Nabb & Benton, 2006)

Estudios realizados en modelos animales de SM inducido por una dieta

hipercalorica han demostrado que los niveles elevados de insulina en plasma
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producen una resistencia a la insulina en hipocampo acompafiada de un
aumento en la reactividad glial y un deterioro cognoscitivo (Stranahan y cols.,
2008; McNay y cols., 2010; Arnold y cols., 2014). También, se ha reportado
que el aumento en la produccion de AGE’s aumenta en el SM y la diabetes e
inhibe el crecimientto de neuritas (Girones y cols., 2004; Bennmann y cols.,
2014). Por otra parte, se ha reportado que un tratamiento de dos meses con
un portafolio dietario (PD) es capaz de mejora la resistencia a la insulina en

pacientes con SM. (Guevara-Cruz y cols., 2012).

De esta manera, podria ser que el efecto neuroprotector del nopal,
observado como una recuperacién en el numero de espinas dendriticas se
deba a diversos mecanismos como: 1) limitar la absorcion de grasas en el
intestino; 2) disminuir las concentraciones de glucosa en sangre, y por lo tanto
la formacion de AGE’s; 3) mejorar la resistencia a la insulina a nivel periférico y
de hipocampo. Sin embargo, se requieren realizar mas experimentos para

corroborarlo.

Ademés de los cambios morfologicos en las neuronas, los procesos
neuroinflamatorios crénicos desempefian un papel importante en el desarrollo
de patologias como la EA y otras enfermedades neurodegenerativas (McGeer
y McGeer, 2010; Broussard y cols., 2012). La presencia de citocinas
proinflamatorias promueve la activacion de células gliales. En estado activo, se
favorece la produccién de citocinas proinflamatorias y especies reactivas de
oxigeno por parte de la glia, creando un circulo vicioso que amplifica el dafio
neuronal. (Griffin y cols., 1998; Griffin, 2000) . Ademas, se ha demostrado que
la neuroinflamaciéon produce alteraciones sinapticas y deterioro cognitivo
(Cagnin y cols., 2001; Rao y cols., 2012).

Los resultados obtenidos en la prueba de IHC mostraron que un
tratamiento con una dieta hipercal6rica durante 7.5 meses aumenta de manera
significativa el nUmero de astrocitos en stratum oriens y stratum radiatum de la
region CA1l de hipocampo (Fig. 5). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Puig y cols. (2012), quienes alimentaron a un grupo de ratones
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con una dieta alta en grasa saturada (21%) durante 6 semanas y, mediante un
inmunoblot, observaron un aumento significativo en los niveles de GFAP en el
hipocampo. De manera similar, Thirumangalakudi y cols. (2008) observaron
qgue al alimentar a un grupo de ratones con una dieta alta en grasa saturada y
colesterol (21% y 1.25% respectivamente) produce un incremento en la
reactividad a GFAP, ademas de un incremento en el nUmero de elecciones
erroneas en la prueba del laberinto radial, lo cual es indicio de un deterioro

cognoscitivo.

Por su parte, la modificacion en la dieta por una DAGS+S y 5 % nopal y
AIN-93 y 5% de nopal fue capaz de disminuir de manera significativa el
namero de células positivas a GFAP.

Se ha reportado que la inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 50mg/kg de
lipopolisacarido (LPS) en ratones produce un aumento en la produccion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a y un deterioro cognoscitivo siendo que
éste efecto se vib revertido después de tratar a los ratones con quercetina (25,
50 y 100 mg/kg i.p.) de una manera dependiente de la dosis. Se ha reportado
gue los flavonoides como apigenina, luteolina, quercetina y rutina son capaces
de inhibir al NF-kB (Chen y cols., 2001). La estructura de los flavonoides les
permite resistir la pérdida de un electrén al reaccionar con algunas ROS y, de
esta manera evitar que estas especies interaccionen con lipidos o proteinas de
la membrana celular. ElI nopal es un alimento fucional que contiene
flavonoides y vitaminas como: kaempferol, isoramnentina, quercetina, B-
caroteno y vitamina C, las cuales han demostrado que tienen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Medina-Torres y cols., 2011). Nuestros
resultados demuestran que la inclusion de 5% de nopal en la dieta es capaz de
evitar la neuroinflamacién inducida por una dieta DGSA+S. Esto podria
deberse a la inhibicién del NF-kB mediante los flavonoides contendios en el
nopal, reduciendo la expresion de citocinas proinflamatorias. Al disminuir los
niveles de GFAP, también se podria estar reduciendo la cantidad de

sustancias proinflamatorias y de ROS producidos por la glia activa.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran por primera vez el
efecto neuroprotector del nopal, ya que un tratamiento 5% de este alimento
funcional en la dieta fue capaz de revertir la pérdida de espinas dendriticas en
la region CA1 del hipocampo y disminuy6 el nUmero de astrocitos activos en el

hipocampo de ratas con SM.

39



CONCLUSIONES

1. La alimentacion con una DAGS+S produce un aumento en los niveles
de GFAP, asi como una disminucion significativa en el nimero de
espinas dendriticas en la region CA1 del hipocampo.

2. Un tratamiento con 5% de nopal durante un mes logré disminuir de
manera significativa los niveles de GFAP en ratas con SM.

3. La dieta con nopal fue capaz de revertir la pérdida de espinas

dendriticas en la region CA1 del hipocampo de ratas con SM.
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PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Repetir las pruebas conductuales (T-maze y RON) con un numero de
muestra mayor Yy utilizar otros paradigmas conductuales como el
laberinto acuatico de Morris para evaluar el estatus cognoscitivo de los
animales con SM.

Determinar los niveles de somatostatina, BDNF y APP en el hipocampo
y plasma de animales con SM.

Determinar los niveles de citocinas proinflamatorias en cerebro y
plasma.

Determinar los niveles de leptina en cerebro y plasma, asi como
cambios en la expresidon de sus receptores.

Determinar el grado de resistencia a la insulina en cerebro en ratas con
SM.

Analizar el efecto neuroprotector de los antioxidantes y la fibra del nopal

sobre el dafio cerebral inducido por una dieta hipercalorica.
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