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Resumen

El Sindrome Metabdlico (Sx Met) es un estado pre-diabético que comprende una
serie de caracteristicas bioquimicas y fisiopatoldgicas: obesidad, hipertension
arterial, hipertrigliceridemia, concentracion baja de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), hipercolesterolemia y resistencia a la insulina. La prevalencia del Sx Met en
adultos de la Ciudad de México es de 59.7-68.7%.

La superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G protein-
coupled receptors) esta conformada por proteinas receptoras involucradas en la
deteccibn de una amplia gama de sustancias, como hormonas,
neurotransmisores, odorantes y saborizantes. Los posibles mecanismos lesivos
del Sx Met en el Sistema Nervioso Central incluyen la resistencia a la insulina, el
dafio endotelial vascular y el estrés oxidativo. Sin embargo, existe poca

informacion en relaciéon al efecto del Sx Met en la funciéon de los GPCRs.

La histamina regula funciones como el ciclo vigilia/suefio, la ingesta de agua y
alimentos, la temperatura corporal, la analgesia y la actividad motora, entre otras.
El receptor a histamina Hs activa proteinas Gaino y se distribuye en todo el SNC,
particularmente en el hipotalamo, la corteza cerebral, el neoestriado, el nucleo
accumbens y el hipocampo. Su localizacibn es post-y pre-sinaptica, como
autorreceptor y heterorreceptor.

La dopamina participa en diversas funciones cerebrales como la recompensa, el
movimiento voluntario, el estado de animo, la atencion, la motivacion, el suefio, la
memoria de trabajo y el aprendizaje. El receptor a dopamina Di, acoplado a
proteinas Gas, es el receptor mas abundante en el SNC. Se encuentra en alta
densidad en el neoestriado, ndcleo accumbens, hipotalamo, sustancia negra

reticulada, tubérculo olfatorio, corteza frontal y temporal e hipocampo.

El objetivo de este trabajo fue determinar la expresion de los receptores Hs y D1 en

la corteza prefrontal, neoestriado e hipocampo en un modelo experimental de Sx



Met en la rata, inducido por la ingestion de sacarosa al 30% en el agua de bebida

durante 16 semanas.

Las ratas del grupo experimental presentaron un aumento significativo en el peso
corporal, dislipidemia y obesidad abdominal. Mediante ensayos de union de
radioligando (Hs3R, [*H]-NMHA; DiR, [*H]-SCH 23390) se determin6 una
disminucién en la expresion de ambos receptores en el neoestriado, y no asi en la
corteza prefrontal y el hipocampo. Para el HsR la densidad de receptores
disminuy6 de 73.7 + 4.4 a 55.2 + 6.2 fmol/mg de proteina, y para el DiR la
disminucién fue de 171.8 + 14.1 a 95.3 + 9.7 fmol/mg de proteina.

En conclusion, las ratas con consumo de sacarosa presentan caracteristicas del
Sx Met, asi como disminucién en la densidad de receptores a dopamina D1y a
histamina Hs en el neoestriado. Este ultimo efecto podria deberse a lesion
neuronal previa a aparicion de Diabetes Mellitus.



Abstract

The Metabolic Syndrome (Sx Met) is a pre-diabetic state that comprises a series of
biochemical and pathophysiological characteristics, namely obesity, high blood
pressure, hypertriglyceridemia, low concentration of high-density lipoproteins
(HDL), hypercholesterolemia, and insulin resistance. The prevalence of Sx Met in
Mexico City adults is 59.7-68.7%.

The superfamily of G protein-coupled receptors (GPCRSs) is formed by receptors
involved in the detection of a wide range of substances, such as hormones,
neurotransmitters, odorants and flavorings. The damaging mechanisms of Sx Met
in the Central Nervous System (CNS) include insulin resistance, vascular
endothelial damage and oxidative stress. However, information on the effect of Sx

Met on GPCR function is still scarce.

In the CNS, histamine regulates functions such as the wake/sleep cycle, food and
water intake, body temperature, analgesia and motor activity, among others. The
histamine Hs receptor (HsR) activates Gaio proteins, and is distributed throughout
the CNS, particularly in the hypothalamus, cerebral cortex, striatum, nucleus
accumbens, and hippocampus. The receptor is found post- and pre-synaptically,

as autoreceptor and heteroreceptor.

The dopaminergic system participates in various brain functions such as reward,
voluntary movement, mood, attention, motivation, sleep, working memory and
learning. The dopamine D1 receptor (D1R), coupled to Gas proteins, is the most
abundant GPCR in the CNS, with high density in the striatum, nucleus accumbens,
hypothalamus, substantia nigra reticulata, olfactory tubercle, frontal and temporal

cortex, and hippocampus.

In this work, we aimed to determine HsR and DiR expression in the prefrontal
cortex, striatum and hippocampus in an experimental animal model of Sx Met, in

which Wistar rats received 30% sucrose in the drinking water for 16 weeks.



Sx Met rats showed increased body weight, dyslipidemia, and developed
abdominal obesity. Radioligand binding assays (HsR, [*H]-NMHA; DiR,
[®H]-SCH 23390) showed a significant reduction in HsR and DiR density in the
striatum, but not in prefrontal cortex or hippocampus. For the HsR, density
decreased from 73.7 + 4.4 to 55.2 + 6.2 fmol/mg protein, whereas DiR density

decreased from 171.8 + 14.1 to 95.3 + 9.7 fmol/mg protein.

In conclusion, rats with sucrose consumption developed Sx Met characteristics,
and showed decreased density of both dopamine D1 and histamine Hs receptors in
the striatum. The latter effect could be underlain by neuronal lesion before

Diabetes Mellitus appearance.



1. Introduccioén

El Sindrome Metabdlico (Sx Met) describe un grupo de alteraciones que incluyen
obesidad, dislipidemia, hipertension y resistencia a la insulina. El descubrimiento
del Sx Met se remonta al siglo XX, cuando Kylin (1923) describié una combinacién
de trastornos metabdlicos (hipertension arterial, hiperglucemia y gota). En la
década de los 1940s, Vague (1947) indicé la asociacion entre la adiposidad de la
parte superior del cuerpo, la hipertension y la diabetes, lo que condujo a Haller y
Hanefeld (1975) a acufar el término Sx Met, definiéndolo como una combinacion
de factores de riesgo concurrentes para Diabetes Mellitus (DM) y enfermedades
cardiovasculares (ECVs). Otros términos surgieron en afios posteriores, como
Sindrome X (Reaven, 1988) y Sindrome de Resistencia a la Insulina (Haffner et

al., 1992).

El Sx Met comprende una serie de caracteristicas bioquimicas y fisiopatoldgicas:
obesidad, hipertension arterial, hipertrigliceridemia, disminucién de la
concentracion plasmatica de las lipoproteinas de alta densidad (HDL),
hipercolesterolemia y resistencia a la insulina. Si bien todavia existe discusion
sobre los criterios diagnosticos (Martins et al., 2019), durante la Gltima década
varios esquemas han sido propuestos por diferentes organizaciones. como la
Federacion Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF), la
Asociacion Norteamericana del Corazon (American Heart Association, AHA) y el
Instituto Nacional del Corazén, Pulmoén y Sangre (National Heart Lung and Blood

Institute, NHLBI) de los Estados Unidos de América (EUA).



La principal diferencia entre los criterios refiere a la obesidad central, siendo este
un componente obligatorio en la definicion de la IDF (Alberti et al., 2005), y un
criterio de menor relevancia y especifico de la etnia para la AHA y el NIHLB

(Alberti et al., 2009).

En el aflo 2009, en una reunion para la unificacion de criterios que incluyé a varias
organizaciones, especificamente IDF, AHA, NIHLB, la Federacion Mundial del
Corazon (World Heart Federation, WHF), la Sociedad Internacional de
Ateroesclerosis (International Atherosclerosis Society, IAS), y la Asociacion
Internacional para el Estudio de la Obesidad (International Association for the
Study of Obesity, IASO), se establecieron los criterios armonizados para el
diagnéstico de Sx Met. Se acordd6 que no deberian existir componentes
obligatorios, sino que el diagndéstico se basaria en la presencia de tres de los cinco

criterios siguientes (Alberti et al., 2009):

e Obesidad central (de acuerdo con los valores especificos de la etnia)

e Triglicéridos elevados (> 150 mg/dL)

e Colesterol HDL reducido (< 40 mg/dL en hombres, y < 50 mg/dL en
mujeres)

e Presion arterial elevada (sistélica > 130 o diastolica > 85 mm Hg)

¢ Glucosa plasmatica en ayuno elevada (> 100 mg/dL)



La prevalencia del Sx Met esta determinada por varios factores; principalmente por
los criterios diagnésticos adoptados, seguidos por la edad y el origen étnico
(Ahima, 2016), y esté inversamente relacionada con el nivel educativo, el estilo de
vida (dieta alta en grasas y falta de ejercicio) y el estado socio-econémico. Se ha
propuesto a la rapida urbanizacibn como un factor principal para la creciente
incidencia del Sx Met (Ahima, 2016), y se considera que uno de cada cinco
adultos en los EUA cumple los criterios diagnosticos (Falkner et al., 2014). La
prevalencia del Sx Met a nivel mundial en la poblacién adulta es de 20-25%
(Alberti et al., 2006), y ademas de los factores mencionados, los antecedentes
genéticos, familiares de DM y el tabaquismo son factores de riesgo adicionales

(Cameron et al., 2004).

Ademas de ser considerado un estado pre-diabético, el Sx Met es un factor de
riesgo critico para las ECVs, una de las principales causas de muerte en México, y
los mecanismos moleculares subyacentes podrian estar relacionados con el
desarrollo de un estado circulatorio hiperdinamico que desencadenaria

alteraciones cardiacas y hemodinamicas (Dincer, 2012).

La Encuesta Nacional de Salud de 2018 (ENSANUT) indica que el porcentaje de
la poblacién mexicana = 20 afios con Diabetes o hipertensién arterial es 10.3%
(~8.6 millones de personas) y 18.4% (~15.2 millones de personas),
respectivamente. Los valores de colesterol y triglicéridos estuvieron elevados en el

19.5% de la misma poblacion, y el porcentaje de individuos con sobrepeso y



obesidad de acuerdo a la edad fue: = 20 afos, 39.1% y 36.1%; 0-4 afos, 8.2%

(sobrepeso); 5-11 afios, 18.1% y 17.5%; 12-19 afios: 23.8% y 14.6%.

Arellano-Campos et al. (2019) reportaron una alta prevalencia de alteraciones
relacionadas con el Sx Met en la poblacion mexicana; por ejemplo, obesidad
abdominal en el 78.1% de la muestra poblacional, con prevalencia de DM
incidente asociada al sindrome de 43.9%, y prevalencia del Sx Met en adultos de
la Ciudad de México de 59.7-68.7%. Si bien la prevalencia del Sx Met depende de
los criterios diagnosticos utilizados y de las caracteristicas (sexo, edad, raza y
etnia) de la poblacion estudiada (Eckel et al., 2010), su prevalencia es alta y esta
aumentando en todas las sociedades occidentales, probablemente como resultado

de la epidemia de obesidad (Hollman et al., 2008).

1.1. Fisiopatologia del Sindrome Metabdlico

Un factor temprano contribuyente al desarrollo de la resistencia a la insulina es el
exceso de acidos grasos circulantes. Los acidos grasos unidos a la albumina
plasmética provienen principalmente de las reservas de triglicéridos del tejido
adiposo, y son liberados por enzimas lipoliticas intracelulares (ver Figura 1). Los
acidos grasos también provienen de la lipdlisis de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos en los tejidos por efecto de las enzimas lipasa hormono-sensible y
lipasa de triglicéridos (Langin, 2005). La insulina media la anti-lipdlisis y estimula a
la lipasa de lipoproteinas en el tejido adiposo. Por tanto, cuando se desarrolla la
resistencia a la insulina, el aumento en la lipdlisis genera mas acidos grasos, lo

gue reduce aun mas el efecto anti-lipolitico de la insulina. Por otro lado, los acidos



grasos libres implican un exceso de sustrato para los tejidos sensibles a la insulina
y provocan alteraciones del sistema de sefiales que regulan el metabolismo de la

glucosa (Laclaustra et al., 2007).
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Figura 1. Fisiopatologia del Sindrome Metabdlico. Los acidos grasos libres
(FFA, free fatty acids) se liberan en abundancia por el aumento del tejido adiposo.
En el higado, los FFA inducen una mayor produccién de glucosa y de triglicéridos,
asi como de la secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad (very-low density
lipoproteins, VLDL). Las alteraciones de lipidos/lipoproteinas incluyen disminucion
de HDL y aumento de lipoproteinas de baja densidad (low density lipoproteins,
LDL). Los FFA también reducen la sensibilidad a la insulina en el musculo y
disminuyen la absorcion de glucosa, lo que conduce a disminucion de la sintesis
de glucégeno a partir de glucosa y mayor acumulacién de lipidos. La glucosa
circulante elevada y, en cierta medida los FFA, aumentan la secrecion pancreatica
de insulina, lo que resulta en hiperinsulinemia, que a su vez aumenta la



reabsorcion renal de sodio y la actividad del sistema nervioso simpatico, y puede
contribuir por lo tanto a hipertension arterial, a la par de los niveles elevados de
FFA. Contribuyendo a la resistencia a la insulina se encuentran los efectos
paracrino y endocrino del estado pro-inflamatorio, producido por diversas células
presentes en el tejido adiposo, como los adipocitos y los macréfagos derivados de
monocitos. Ademas, un aumento en la liberacion de interleucina 6 (IL-6) y del
factor de necrosis tumoral o (TNFa) origina mayor resistencia a la insulina y
lipdlisis de las reservas de triglicéridos del tejido adiposo, lo que resulta en un
aumento de FFA circulantes. La IL-6 y otras citocinas aumentan en la circulacion,
incrementando la produccién de glucosa y de VLDL hepéticas, o que incrementa
la resistencia a la insulina en el musculo. Las citocinas y los FFA también
aumentan la produccién de fibrinbgeno y PAI-1 por el higado, complementando la
sobre-produccion de plasmindgeno-1 (PAI-1) por el tejido adiposo, lo que resulta
en un estado pro-trombdético. La disminucion de la produccion de la citocina
adiponectina, anti-inflamatoria y sensibilizante a la insulina, también se asocia con
el Sindrome Metabdlico y la resistencia a la insulina. Superpuesto a lo anterior, y
contribuyente a la resistencia a la insulina producida por el exceso de FFA, se
encuentra los efectos paracrino y endocrino del estado pro-inflamatorio. La mayor
liberacion de IL-6 y TNFa, entre otras citocinas, por una variedad de células en el
tejido adiposo, incluidos los adipocitos y los macréfagos derivados de monocitos,
conduce a mayor resistencia a la insulina y lipélisis del tejido adiposo. Ademas, los
triglicéridos se almacenan en los FFA circulantes. La IL-6 y otras citocinas también
aumentan en la circulacién, y pueden aumentar la produccién de glucosa y de
VLDL por el higado y la resistencia a la insulina en el musculo. Por otra parte, las
citocinas y los FFA aumentan la produccion hepética de fibrinégeno y del inhibidor
del activador del plasminégeno 1 (PAI-1), lo que conduce a la sobreproduccion de
PAI-1 por el tejido adiposo, y origina un estado pro-trombatico. La disminucién de
la produccion de la adiponectina, una citocina anti-inflamatoria y sensibilizante a la
insulina, también est4 asociada con el Sindrome Metabdlico y puede contribuir a
su fisiopatologia. Tomado de Eckel et al. (2005).

Los acidos grasos afectan la captacion de la glucosa inducida por la insulina y se
acumulan como triglicéridos en el musculo esquelético y cardiaco, mientras que en
el higado aumenta la produccion de glucosa y se acumulan triglicéridos. Con el

aumento del tejido adiposo visceral, los acidos grasos derivados de los adipocitos
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se dirigen al higado. Este flujo se relaciona con un aumento en la produccién de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que contienen apolipoproteina B

(ApoB) y son ricas en triglicéridos (Avramoglu et al., 2006).

Otro trastorno relevante de las lipoproteinas en el Sx Met es la reducciéon en el
colesterol HDL, consecuencia de los cambios en la composicion y metabolismo de
las HDL. En presencia de hipertrigliceridemia, la disminucién del contenido de
colesterol HDL se debe al menor contenido de éster de colesterilo en el centro de
la lipoproteina, combinado con alteraciones en la transferencia de éster de
colesterilo, mediada por la proteina de transferencia de éster de colesterol que
hacen que esta particula sea pequefia y densa. Este cambio en la composicién de
la lipoproteina también aumenta la eliminacion de HDL de la circulacion (Ginsberg,

2000).

Los defectos en la accion de la insulina en el Sx Met alteran la supresion de la
produccion de glucosa en el higado y los rifiones, y disminuyen la captacion vy el
metabolismo de la glucosa en los tejidos sensibles a la insulina (masculo vy tejido
adiposo). Para compensar las alteraciones en la accion de la insulina y mantener
la normoglucemia, deben modificarse la secrecion y eliminacién de la insulina. En
condiciones fisioldgicas, la insulina es un vasodilatador con efectos secundarios
en la reabsorcion de sodio en los rifilones. Sin embargo, en la resistencia a la
insulina el efecto vasodilatador de la hormona se pierde, pero el efecto renal en la

reabsorcién de sodio se conserva. La insulina también aumenta la actividad del
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sistema nervioso simpatico, un efecto que puede conservarse en la resistencia a la

insulina (Egan, 2003).

La resistencia a la insulina se caracteriza por dafio en la via especifica de
sefalizacion de la 3-cinasa de fosfatidilinositol (PI3K por sus siglas en inglés,
phosphatidylinositol 3-kinase). En el endotelio, esta alteracion puede originar un
desbalance entre la produccion de éxido nitrico y la secrecién de endotelina 1, con
un descenso consecuente en el flujo sanguineo (Figura 1). Otro posible
mecanismo subyacente a la hipertension en el Sx Met es la alteracion de la
actividad vasoactiva del tejido adiposo perivascular. Ademas, se ha reportado que
en las arterias cerebrales y renales las especies reactivas de oxigeno (ROS)
liberadas por la NADPH oxidasa afectan la funcidbn endotelial y causan

vasoconstriccion local (Brandes et al., 2010).

Es posible que otros efectos paracrinos estén mediados por la leptina u otras
citocinas pro-inflamatorias liberadas del tejido adiposo, como el TNFa. El aumento
en las citocinas pro-inflamatorias (TNFa, interleucinas 1, 6 y 18, y resistina, entre
otras) refleja una sintesis excesiva en la masa adiposa aumentada. Es probable
que los macrofagos derivados del tejido adiposo sean la fuente principal tanto de
las citocinas pro-inflamatorias locales como de las presentes en la circulaciéon

sistémica (Rieusset et al., 2004).

La adiponectina es una citocina anti-inflamatoria producida sélo por los adipocitos,
que intensifica la sensibilidad a la insulina e inhibe diversas etapas del proceso

inflamatorio. En el higado, la adiponectina inhibe la expresion de las enzimas
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gluconeogénicas y el ritmo de produccion de glucosa. En el musculo, aumenta el
transporte de glucosa e intensifica la oxidacion de acidos grasos, efecto debido en
parte a la activacién de la cinasa dependiente de AMP (AMPK, AMP-activated
protein kinase). De manera relevante, la concentracion de adiponectina se reduce

en el Sx Met (Xu et al., 2003).

1.2. Efectos delainsulinaen el SNC

La insulina es una hormona peptidica anabdlica, con una funcién crucial en la
homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo humano. Promueve la absorcion de
glucosa sanguinea y la glucogénesis, e inhibe la gluconeogénesis y la
glucogendlisis (Dodd et al., 2017). La mayoria de los receptores a insulina se
encuentran en los tejidos periféricos (principalmente en el higado, musculo
esquelético y tejido adiposo). Sin embargo, se ha reportado una alta densidad en
el cerebro, principalmente en las &reas responsables de la regulacién de las

funciones cognitivas y el apetito (Maciejczyk et al., 2019).

Independientemente del sitio de accion de la insulina, esta hormona ejerce un
mecanismo molecular similar en el cerebro y en los tejidos periféricos (Banks et
al., 2012; Kleinridders et al., 2014). En el cerebro las acciones de la insulina
incluyen la regulaciéon de la ingesta de alimentos, de las conductas de
alimentacion, del peso corporal y de la homeostasis energética (Maciejczyk et al.,
2019). Estos efectos pueden deberse a dos componentes principales de los
sistemas de transduccion de la insulina cerebral: la via PI3K/ Akt y la via de las

cinasas activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein  kinases,
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MAPKSs)/proteina Ras (Blazquez et al.,, 2014). Sin embargo, algunas de las
acciones de insulina son especificas para el SNC. De hecho, la insulina tiene
varias funciones neuronales: protege a las neuronas de efectos toxicos, participa
en la plasticidad sindptica y regula funciones cerebrales como la memoria, la
cognicion, el aprendizaje y la atencion (Stockhorst et al., 2004; Banks et al., 2012;

Gray et al., 2014;).

La insulina puede modular la actividad neuronal mediante diversos mecanismos
moleculares (Feldman et al., 2009; Blazquez et al., 2014; Gray et al., 2014). Por
ejemplo, modifica la densidad de receptores a neurotransmisores, inhibe la
recaptura de noradrenalina en neuronas disociadas de la rata (Raizada et al.,
1988), y aumenta la recaptura de serotonina (Blazquez et al., 2014; Zhao et al.,
2001). También modula la potenciacion a largo plazo (Long-term potentiation,
LTP) y la depresion a largo plazo (Long-term depression, LTD) al reducir la
cantidad de receptores a glutamato ionotropicos AMPA (acido amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico), asi como al estimular la translocacion de los
receptores al &cido y-aminobutirico (GABA) en la membrana post-sinaptica (Song

et al., 2002; Feldman et al., 2009; Blazquez et al., 2014).

Se ha postulado que la insulina también participa en el metabolismo neuronal de la
glucosa, y el transportador de glucosa regulado por insulina (GLUT-4) ha sido
identificado en el cerebro (Vannucci et al., 1998). En estudios recientes, los
ratones NIRKO (knockout del receptor de insulina neuronal) mostraron

alteraciones en las neuronas hipotalamicas que sensan la concentracion de
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glucosa en respuesta a hipoglucemia (Diggs-Andrews et al., 2010), y estudios con
ratones knockout selectivos del GLUT-4 cerebral (BG4KO) indican un papel
importante del GLUT-4 en la regulacion del nivel de glucosa sistémica (Reno et al.,
2017). Ademas, la insulina cerebral también determina diversos efectos
metabdlicos por modulacién de las fibras eferentes vagales y simpaticas (Scherer
et al., 2011). Estas acciones incluyen la supresion de la produccion hepética de
glucosa, la secrecion hepética de triglicéridos, y la lipdlisis en el tejido adiposo

(Maciejczyk et al., 2019).

1.3. Posibles mecanismos lesivos del Sindrome Metabdlico en el SNC

1.3.1. Resistencia a la insulina

La insulina desempefia una funcién importante en el procesamiento de la memoria
en el hipocampo, mediante la activacion de receptores especificos. Por lo tanto, la
resistencia a la insulina en el hipocampo podria afectar el aprendizaje espacial y la
plasticidad sindptica (Grillo et al., 2015). Ademas, la sefializacion iniciada por la
insulina en el SNC participa de manera importante en la regulacién de la ingesta

de alimento, el peso corporal y la reproduccion (Arshad et al., 2018).

Un estudio en ratones con alteracion especifica de los receptores a insulina
cerebrales mostro0 que la resistencia a la hormona en el cerebro induce un
comportamiento tipo depresivo y ansiedad. Este estudio también concluyé que la

resistencia a la insulina en el cerebro puede alterar la funcidbn mitocondrial,
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aumentar las oxidasas de monoaminas y el transporte de la dopamina del espacio

extracelular (Kleinridders et al., 2015).

Normalmente la insulina aumenta la vasodilatacién inducida por el éxido nitrico
(NO) y regula la vasoconstriccion debida a la endotelina-1. Asi, la resistencia a la
insulina disminuye la sintesis de NO y aumenta la actividad de la endotelina 1,
favoreciendo la vasoconstriccion y reduciendo las funciones capilares. Como
resultado, la disfuncidbn endotelial reduce el transporte de insulina, vy
posteriormente disminuye la funcién capilar y el flujo sanguineo microvascular.
Esta condicién exacerba las anormalidades de los lipidos y la glucosa, creando un
circuito de retroalimentacion negativa entre la disfuncién endotelial progresiva y la
resistencia a la insulina. La vasoconstriccion y la disminucion de las funciones
capilares pueden alterar la integridad y funcion de la unidad neurovascular,
reduciendo las interacciones entre las neuronas, el endotelio y los astrocitos

(Arshad et al., 2018).

1.3.2. Daio endotelial vascular

El endotelio participa en la regulacion del tono vascular, el flujo sanguineo de los
tejidos, las respuestas inflamatorias y el mantenimiento de la fluidez sanguinea.
Varios estudios han mostrado que cada componente del Sx Met contribuye

independientemente a la disfuncion endotelial (Arshad et al., 2018).

Los pacientes con Sx Met mostraron deterioro en la funcién endotelial en los
lechos micro y macrocirculatorios (Walther et al., 2015), y aquellos con Sx Met y

DM mostraron disfuncion endotelial exacerbada caracterizada por reduccién de la
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vasorrelajacion mediada por el endotelio, desrregulaciéon hemodinamica, alteracion
de la capacidad fibrinolitica, aumento de la expresion de moléculas de adhesién y
genes inflamatorios, generacion excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS), aumento del estrés oxidativo y aumento de la permeabilidad celular (Hirose
et al., 2010). La activacion de estos ciclos perniciosos altera la funcion endotelial,
aumenta la vasoconstriccion y la inflamacion, y promueve la trombosis. La
agrupacion de factores de riesgo como colesterol LDL elevado, colesterol HDL
disminuido, triglicéridos elevados, presion arterial elevada e hiperglucemia en el

Sx Met contribuye directamente al dafio endotelial (Sena et al., 2013).

1.3.3. Estrés oxidativo

Todos los organismos aerdbicos experimentan estrés oxidativo debido a que las

ROS se derivan del metabolismo del oxigeno (Floyd, et al., 2002).

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo debido a que: 1) tiene
un alto contenido de acidos grasos insaturados facilmente peroxidables;
2) requiere altas concentraciones de oxigeno por unidad de peso; 3) no esta
enriquecido con enzimas antioxidantes; 4) es un tejido altamente vascularizado y
metabdlicamente activo, rico en lipidos y por lo tanto muestra mayor probabilidad
de experimentar un rapido aumento del dafio oxidativo (Floyd et al., 2002).
Ademas, las neuronas son particularmente vulnerables a los cambios oxidativos
acumulativos al ser células que no se dividen o ser células permanentes que
sobreviven durante décadas. El estrés oxidativo se caracteriza por niveles

excesivos de ROS, como el anion superédxido (03), el perdxido de hidrégeno
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(H202) y el radical hidroxilo (OH’), y se ha involucrado en lesion neuronal y
apoptosis celular asociadas con enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer (Luque-Contreras et al., 2014). El Sx Met ha sido
considerado un estado de estrés oxidativo, propuesto como mecanismo crucial de
la glucotoxicidad, estimulando tanto la resistencia a la insulina celular como el

dafio a las células pancreéticas .

En el modelo de diabetes inducido por aloxano, este farmaco es absorbido por su
similitud estructural con la glucosa y es capturado de manera altamente eficiente
por las células pancreaticas B, en las que induce oxidacion de grupos sulfhidrilo
(-SH), inhibicion de la enzima glucocinasa, generacion de radicales libres y
alteraciones en la homeostasis del calcio intracelular (Rohilla, et al., 2012). En el
cerebro de estas ratas experimentales se observé aumento de la produccion de
ROS y NO, y de la peroxidacion de lipidos, y los animales presentaron un
comportamiento tipo depresivo, efectos que se revirtieron con un tratamiento
antioxidante (Réus et al.,, 2016). En el sistema nervioso, las mitocondrias
desemperfian una funcién critica en la transmision sinaptica, que requiere energia,
y en la homeostasis del calcio. EI Sx Met se ha relacionado con disfuncion
mitocondrial y disminucién de la produccion de ATP, y el desequilibrio entre la
produccion y el consumo de energia puede conducir a dafio en el metabolismo
celular que se considera como uno de los principales causantes del Sx Met

(Arshad et al., 2018).
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El consumo de una dieta alta en grasa (HFD) indujo alteraciones significativas en
el rendimiento cognitivo y una mayor expresion de citocinas pro-inflamatorias
como TNFa e IL-6, y de quimocinas como la proteina quimo-atrayente de
monocitos 1 (MCP-1), asi como un aumento de la astrogliosis y la microgliosis. Es
ampliamente conocido que las células inmunes activas producen grandes
cantidades de ROS, y que las citocinas pro-inflamatorias promueven la produccién
de ROS en varios tipos de células, incluidas las neuronas. Por lo tanto, la
inflamacion y el estrés oxidativo estan estrechamente relacionados entre si, y
generalmente co-existen y pueden regular la remodelacion sinaptica y la funcién

neuronal mediante diversos mecanismos (Arshad et al., 2018).

1.4. Sindrome Metabdlico y receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)

La superfamilia de GPCRs esta conformada por proteinas receptoras involucradas
en la deteccibon de una amplia gama de sustancias, como hormonas,
neurotransmisores, odorantes y saborizantes (Psichas et al., 2017). Los dominios
especializados de unién a ligando permiten que cada receptor responda a un
estrecho rango de estructuras quimicas, lo que genera sitios selectivos para la

unién de farmacos.

Existe poca informacion en relacion al efecto del Sx Met en la funcion de los
GPCRs. Por ejemplo, para el sistema endocrino las nuevas terapias
farmacoldgicas dirigidas a GPCRs se basan en la especificidad celular de la
expresion de los receptores para la activacion de un rango selecto de tejidos

blanco, como las células pancreaticas B, las células endocrinas intestinales y las
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neuronas involucradas en el control del apetito (Mancini et al., 2015). En otro
ejemplo, el receptor GLP-1 es blanco de farmacos dirigidos a los tejidos de
relevancia para la DM tipo 2 (DM2) y la obesidad, y se realizan estudios clinicos
de ligandos del receptor 1 de &cidos grasos libres (FFAR1 6 GPR40), GPR119 y
del receptor del polipéptido insulinotropico (GIP) dependiente de glucosa. En la
terapéutica de la DM2 se evaluan también otros GPCRs que incluyen los
receptores a incretina (GIPR) y a FFAR4 (GPR120), y el receptor a acidos biliares

GPBARL1 (TGR5) (Reimann et al., 2016).

1.5. Transmisién histaminérgica

La histamina es un modulador en el SNC de los mamiferos, donde regula
funciones como el ciclo vigilia/suefio, la ingesta de agua y alimentos, la
temperatura corporal, la analgesia y la actividad motora, entre otras (Schwartz et
al., 1991; Hill et al., 1997). Las neuronas histaminérgicas se localizan en el nucleo
tuberomamilar del hipotdlamo (TMN; Wada et al., 1991), con ~4,500 y 64,000
neuronas en el TMN de la rata y el humano, respectivamente (Nieto-Alamilla et al.,

2016).

La histamina se genera a partir del amino acido L-histidina, y su sintesis involucra
el transporte de la L-histidina al interior de la célula y la accién de la
descarboxilasa de histidina (HDC), dependiendo por lo tanto de la actividad de la
enzima y de la disponibilidad del sustrato (Schwartz et al., 1972, 1991). El
transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT-2) almacena a la histamina

en las vesiculas de las varicosidades axonicas (Merickel y Edwards, 1995), y su
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liberacién ocurre por exocitosis (Verdiere et al., 1975; Van der Werf et al., 1987).
La sintesis y la liberacion de la amina se regulan por autorreceptores Hs (Arrang et
al., 1983) y por heterorreceptores muscarinicos M1 (Reinheimer et al., 1997;
Reinheimer et al., 2000), adrenoceptores a2 (Gulat-Marnay et al., 1989) y GABAs

(Okakura-Mochizuki et al., 1996).
1.5.1. Receptores a histamina

En el SNC la histamina ejerce sus efectos activando tres (HiR, H2R y H3R) de los
cuatro receptores descritos a la fecha (HiR-H4R), que pertenecen a la clase A de
la superfamilia de GPCRs (Panula et al., 2015). Los receptores Hi se acoplan
preferentemente a proteinas Gagai1 y por lo tanto inducen la movilizaciéon de Ca?*
de depdsitos intracelulares, mientras que los receptores H2 estimulan la formacién
de AMP ciclico (AMPc) mediante proteinas Gas (Hill, 1990; Hill et al., 1997). Los
receptores Hs se acoplan a proteinas Gaio Yy su activacion tiene como efectos
principales la inhibicion de canales Ca?* activados por voltaje de los tipos Ny P/Q,
y la reduccion de la formacion de AMPc (Hill et al., 1997; Lovenberg et al., 1999;

Nieto-Alamilla et al., 2016).
1.5.2. Receptor Hs (H3R)

Se distribuye en todo el SNC, particularmente en el hipotdlamo, la corteza
cerebral, el neoestriado, el nucleo accumbens y el hipocampo (Figura 2). Su
localizacion es post-y pre-sinaptica, con predominio de esta ultima. Como
autorreceptor pre-sinaptico inhibe la sintesis y la liberacion de la propia histamina,

y como autorreceptor somatodendritico reduce la excitabilidad de las neuronas
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histaminérgicas. Como heterorreceptor presinaptico inhibe la liberacién de
glutamato, GABA, noradrenalina, serotonina, dopamina y acetilcolina (Nieto-

Alamilla et al., 2016; Schlicker et al., 2017).
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Figura 2. Expresién vy distribucion del RHs; en el cerebro de la rata.
A) Autorradiografias en un corte coronal del cerebro de la rata, a nivel del neoestriado,
ilustrando los sitios de unién al antagonista [*?°1]-yodoproxifan (HsR) y los transcritos del
gen del HsR (RNAm), identificados con una sonda antisentido marcada con *P. B)
Distribucién de sitios de unién del HsR ([*?°l]-yiodoproxifan) y del ARNm del HsR en el
cerebro de la rata. La densidad de las sefiales autorradiogréficas se expresa como la

densidad 6ptica (OD) de los pixeles obtenidos con un analizador de imagenes. Imagenes

tomadas de Pillot et al. (2002).
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1.5.3. Sistema histaminérgico y Sindrome Metabdlico

El primer estudio sobre el efecto de la histamina (HA) en la ingesta de alimentos
fue realizado por Clineschmidt y Lotti (1973). Describieron que la administracion
de HA en el ventriculo lateral promovio una supresion a largo plazo de la ingesta
de alimentos en los gatos. Mas tarde, este efecto también se confirmé en ratas por
la administracion continua o aguda de HA en el nucleo supraquiasmatico del
hipotalamo y en el ventriculo lateral, respectivamente (Itowi et al., 1988). Ademas,
la inyeccidn intraperitoneal de L-histidina tiene un efecto similar a la HA,
probablemente debido a un aumento en la sintesis y liberacion de HA cerebral
(Vaziri et al., 1997). La inhibicién de la degradacion de HA también suprime la
ingesta de alimentos en ratas (Lecklin et al., 1995), mientras que la inhibicion de la
histidina descarboxilasa aumenta la ingesta de alimentos (Tuomisto et al., 1994).
Todos estos estudios sugirieron que un aumento en el tono histaminérgico se

correlaciona con una disminucion en la ingesta de alimentos.

En humanos, la participacion del sistema histaminérgico en la regulacién del peso
corporal fue descubierta por los efectos secundarios (aumento del apetito y del
peso corporal) de los farmacos antipsicéticos y antidepresivos, que son potentes
antagonistas del HiR (Diaz et al., 2019). Estos hallazgos proporcionan evidencia
consistente que la HA actia como un agente anorexigénico. Por lo tanto, se han
realizado varios ensayos clinicos utilizando la betahistina (anédlogo de la HA) en la
terapia de la obesidad (NCT00459992, NCTO00748436, NCT00409305 vy

NCT00428168). Sin embargo, en el estudio NCT00459992 la betahistina no tuvo
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efecto en la ingesta de alimentos ni en el apetito (Ali et al., 2010). La betahistina
(prescrita para el vértigo) actta principalmente como un agonista del HiR con un
efecto vasodilatador; sin embargo, este farmaco también es un antagonista del
HsR, que promueve la liberacion de HA de las terminaciones nerviosas
histaminérgicas (Arrang et al., 1985). Dado que existe agonismo del HiR y
antagonismo del HsR, el resultado final del uso de este farmaco es el aumento de
la actividad de los HiRs post-sinpticos (Diaz et al., 2019). Ademas, el consumo
de una dieta alta en grasas (HFD) altera la expresion del HiR en el cerebro de
ratas macho Wistar disminuyendo significativamente la densidad del receptor en la
sustancia negra, el neoestriado, el ndcleo arqueado del hipotalamo, el area
tegmental ventral, la corteza piriforme y la corteza motora primaria, en

comparacion con ratas control (Wu et al., 2013).

La participacion del HsR en la regulacion del apetito es compleja, ya que su
activacion promueve una disminucion en la liberacibn de varios
neurotransmisores. En particular, inhibe la liberacion de HA y disminuye por lo
tanto la activacion de los HiRs post-sinapticos, aumentando la ingesta de
alimentos. En consecuencia, el bloqueo de los autorreceptores Hs aumenta la
liberacion de HA por las neuronas histaminérgicas y, en consecuencia, la
activacion de los HiRs, lo que conduciria a disminucion del apetito y de la ingesta
de alimentos. Sin embargo, experimentos con administracion de tioperamida
(antagonista del H3sR) han mostrado disminucion de la ingesta de alimentos o bien
efecto nulo (Diaz et al.,, 2019), lo que aumenta la controversia sobre el efecto

general de los HzRs.
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El proxifan (ligando proteano del HsR), a una dosis de 10 mg/kg por via oral,
mejoro la prueba de tolerancia a la glucosa administrada por via intraperitoneal en
ratones machos con obesidad inducida por la dieta, sin mostrar efecto en ratones
knockout del HsR. Por otra parte, el efecto del proxifan no fue bloqueado por el
antagonista del HiR clorfeniramina, o por el antagonista selectivo del H2R
zolantidina. Estos resultados indican que el proxifan actia en los
heterorreceptores pre-sindpticos Hs para regular la secrecion de insulina in vivo

(Henry et al., 2011).

En otro trabajo (Takahashi et al., 2002) se observé aumento del peso corporal, la
ingesta de alimento y del tejido adiposo en los ratones knockout del HsR, ademas
de aumento en la concentracion de insulina y leptina, reflejando un estado de
resistencia a la insulina. Estos datos sugieren que la histamina es un mediador de

la homeostasis del peso corporal y de la glucosa, mediante la activacion de HsRs.
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1.6. Transmisién dopaminérgica

La dopamina es un neurotransmisor que pertenece a las catecolaminas, con
participacion en diversas funciones cerebrales como la recompensa, el movimiento
voluntario, el estado de &nimo, la atencion, la motivacion, el suefio, la memoria de
trabajo y el aprendizaje (Hou et al., 2014). Las neuronas dopaminérgicas inervan
numerosas regiones del SNC, y se localizan principalmente en la sustancia negra

compacta (SNc) y el area tegmental ventral (VTA).

El sistema dopaminérgico consta de 4 vias principales: meso-cortical (VTA —
corteza frontal), meso-limbica (VTA — nudcleo accumbens), nigro-estriatal (SNc —
neoestriado) y tubero-infundibular (hipotalamo — hipdfisis). La dopamina se
sintetiza por la hidroxilacién del amino acido L-tirosina produciéndose L-DOPA,
que es posteriormente descarboxilada a dopamina. Una vez sintetizada, la
dopamina se transporta por el VMAT-2 a las vesiculas pre-sinépticas y es liberada
por exocitosis. La accion de la dopamina en la sinapsis se termina principalmente
al ser recapturada por el transportador de dopamina, DAT (Garris et al., 1994; Hou

et al., 2014).

1.6.1. Receptores a dopamina

Existen cinco subtipos de receptores, agrupados en dos familias: Di-like y D2-like
(Smythies et al., 2005; Callier et al., 2003). La familia Di-like comprende los
receptores D1 y Ds, que mediante proteinas Gas activan a las adenilil ciclasas, que
sintetizan al segundo mensajero AMPc a partir de ATP (Lee et al., 2000; Vallone et

al., 2000). La familia D2-like comprende los receptores D2, D3 y D4, que actian
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mediante proteinas Gain, € inhiben a las adenilil ciclasas y por lo tanto la sintesis

de AMPc (Hou et al., 2014).

1.6.2. Receptor D1 (D1R)

Es el receptor a dopamina mas abundante en el SNC. Tiene una alta afinidad por
el antagonista SCH-23390, y su estimulacidbn activa la via AMPCc/PKA,
conduciendo a la fosforilacion de proteinas intracelulares, incluyendo Ila
fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc (DARPP-32). La activacién del Di1R
también puede estimular a la fosfolipasa C y aumentar la concentracion

intracelular de calcio (Undieh, 2010).

Los DiRs se encuentran en alta densidad en el neoestriado (Figura 3), nucleo
accumbens, hipotdlamo, sustancia negra reticulada, tubérculo olfatorio, corteza
frontal y temporal e hipocampo; se han implicado en las funciones cognitivas de la
dopamina, como el control de la memoria de trabajo y la atencién, asi como en el
abuso de drogas (Grandy et al., 2016). La afinidad de unién de la dopamina al
receptor esta regulada por el trifosfato de guanosina (GTP) y los iones de calcio y
magnesio, y el Di1R puede existir en estados de alta y baja afinidad por agonistas
dependiendo del equilibrio entre GTP, que favorece la baja afinidad, y los cationes

divalentes, que favorecen la alta afinidad (Ayano et al., 2016).
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CPu

Figura 3. Expresion del DiR en el neoestriado de la rata. Autorradiografia ilustrando los
sitios de unién al antagonista del D1R [*?°]-SCH 23982 en un corte coronal del cerebro de
rata, a nivel del neoestriado. IV, lamina IV de la corteza cerebral; Acb, ndcleo accumbens;

CPu, caudo-putamen (neoestriado). Tomado de Dawson et al. (1988).

1.6.3. Dopaminay Sindrome Metabdlico

La sefalizacion de insulina en las neuronas dopaminérgicas es importante para el
equilibrio energético y en el sistema de recompensa (Khanh et al., 2014), y el
deterioro de la sefializacién de la insulina agrava la disfuncién cerebral relacionada
con alteraciones en la homeostasis de la dopamina (Carvelli et al., 2002; Wei et

al., 2007).

Se ha mostrado que la disminucién en la concentracion de insulina en el plasma
de ratas reduce la acciébn de la hormona en las neuronas dopaminérgicas
(Patterson et al., 1998). En ratones knockout de los receptores a insulina se

observa aumento del peso corporal, de la masa grasa e hiperfagia, con
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disminucién de la frecuencia de disparo de las neuronas dopaminérgicas del VTA
y la SNc (Kénner et al., 2011), y en ratas la administracion de insulina aumenta la
expresion del DAT (Figlewicz et al., 1994). La eliminacion selectiva de los
receptores a insulina en el cerebro del raton reduce la liberacion de dopamina
(Kleinridders et al., 2015), y la resistencia a la insulina causada por una dieta alta
en grasas exacerba la degeneracion dopaminérgica en ratones (Bousquet et al.,

2012).

Por otra parte, un estudio mostré6 que la activacion de los receptores D1 y D2
disminuye la grasa corporal y la concentracion sérica de acidos grasos libres,
glucosa e insulina (Cincotta et al., 1997; Conti et al., 2001). Freeman et al. (2001)
investigaron el efecto de la glucosa en la actividad de las neuronas
dopaminérgicas y observaron que la ingesta calérica influye en la actividad
neuronal, mientras que van der Plasse et al. (2015) muestran que el sistema
dopaminérgico es sensible a las alteraciones en el metabolismo energético.
Investigaciones recientes reportan pérdida de las neuronas dopaminérgicas
debido a la desrregulacion metabdlica en ratones con obesidad inducida por una
dieta cronica alta en grasas (Khang et al., 2015), y que la obesidad disminuye la
liberacibn de dopamina en rebanadas del neoestriado de ratas hembra con

obesidad inducida por la dieta (Geiger et al., 2009).
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2. Planteamiento del problema

La informacion sobre los efectos del Sindrome Metabdlico en la expresion de los
receptores acoplados a proteinas G (GPCRSs) es escasa, si bien existe informacion
indirecta. Por ejemplo, Salkovié et al. (1992) mostraron que en un modelo de DM
inducida por aloxano existian cambios en la densidad de los DiRs en el
neoestriado de la rata, pero no en el tubérculo olfatorio. La diabetes inducida por
aloxano es una forma de DM dependiente de insulina, y las ratas presentan
aumento importante en la glucemia, la hemoglobina glucosilada, las lipoproteinas

de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL, respectivamente) y el colesterol total.

Por otra parte, en un modelo de diabetes inducido por estreptozotocina en la rata
se encontré una disminucion en la expresion del ARNm del DiR en el neoestriado
con una disminucién en la densidad de DiRs y un aumento de la afinidad del D1R
por el antagonista SCH-23390 (Anitha et al., 2012). En este mismo modelo se
reportd un aumento en la expresién del ARNm del D1R en la corteza cerebral de la
rata (Kumar et al., 2010), y otro estudio mostré6 aumento en la expresién del ARNm
del DiR en el hipocampo de la rata con aumento en el nUmero de receptores y

disminucion de la afinidad (Robinson et al., 2009).

La sefalizacion dopaminérgica se ha implicado en la regulacién de la ingesta de
alimento, la sensibilidad a la insulina y en la homeostasis energética, y se ha
reportado una reduccién en la concentracién y/o funcion de la dopamina en
roedores obesos (Rada et al.,, 2010; Levin et al., 1997) y humanos (Stice et al.,

2010; Wang et al., 2001). Las vias de recompensa se originan en el area ventral
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tegmental (VTA) e inervan regiones cerebrales involucradas en la motivacion
(neoestriado), emotividad (sistema limbico), y las funciones de orden superior
(corteza frontal). El andlisis funcional de los componentes del comportamiento
alimenticio indica que los agonistas de los DiRs reducen la duracion de la
alimentacion, principalmente al disminuir la frecuencia de la ingesta, mientras que
los agonistas de los D2Rs suprimen la alimentacion en ratas privadas de alimento

y en ratas con acceso a una dieta apetecible (Terry et al., 1995).

Por otra parte, la activacion del HsR en ratones disminuye la ingesta de alimentos
y aumenta el gasto energético, y la administracion cronica de un agonista del HsR
redujo el peso corporal, la masa grasa, la hiperleptinemia y la hiperinsulinemia en
ratones con obesidad inducida por la dieta (Yoshimoto et al., 2006). Ademas, en
ratones knockout del HsR se observo aumento en el consumo de alimento, el peso
corporal y en parametros bioquimicos como la leptina y la insulina (Takahashi et

al., 2002).

En la poblacion mexicana se reportan ~8.6 millones de personas con DM, y existe
evidencia de una epidemia de obesidad en las sociedades occidentales, tanto en
la poblacion adulta como infantil. Asi, resulta relevante ampliar el conocimiento del
Sindrome Metabodlico, considerado un estado pre-diabético y factor de riesgo para
las enfermedades cardiovasculares, una de las principales causas de muerte en

México.
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Por lo tanto, en este proyecto se propone investigar el efecto del Sindrome
Metabdlico, un estado pre-diabético, en la expresion y sefializacion de los
receptores a dopamina D1 y a histamina Hs, involucrados en la regulacion de
alimentos, y en diversas funciones cerebrales, incluyendo la motivacion, el control

motor y los procesos de memoria y aprendizaje.

32



3. Hipotesis

El Sindrome Metabdlico altera la expresion de los receptores a histamina Hz y a

dopamina D1 en el cerebro de la rata.

4. Objetivo general

Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la expresion de los receptores a
histamina Hs y a dopamina D1 en la corteza prefrontal, el neoestriado y el

hipocampo de la rata

4.1 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la densidad de los
receptores a histamina Hs en la corteza prefrontal, neoestriado e hipocampo

de la rata

2. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la densidad de los
receptores a dopamina Di en la corteza prefrontal, neoestriado e

hipocampo de la rata
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5. Metodologia

5.1 Modelo de Sindrome Metabdlico inducido por sacarosa en ratas

Las ratas Wistar (machos) de 25 dias de edad, se dividieron en dos grupos y se
mantuvieron bajo un ciclo luz:obscuridad de 12:12 h y temperatura controlada (22
+ 2°C). El grupo experimental (Sx Met) recibié 30% de sacarosa (azucar comercial
refinada) en el agua potable y comida para rata comercial (PicoLab Rodent Diet
20, LabDiet, St. Louis, MO) ad libitum durante 16 semanas. El grupo control recibié
agua y comida de rata comercial ad libitum durante las mismas 16 semanas

(Landa-Galvén et al., 2020).

El estudio se realiz6 de acuerdo a los lineamientos éticos de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y la Guia de los Institutos Nacionales de Salud
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (actualizada en 2011),
siguiendo el protocolo aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y

Manejo de Animales de Laboratorio del Cinvestav (Protocolo # 0105-14).

5.2 Determinacién de glucosa, triglicéridos, colesterol total y colesterol

HDL en sangre

Las ratas se mantuvieron en ayuno durante 15 h. El dia del sacrificio se les
administré heparina (1,000 Ul/kg, ip) y se anestesiaron con pentobarbital sodico
(50 mg/kg, ip). Los animales anestesiados se sometieron a una toracotomia, se
expuso y retiro el corazon, y se tomaron muestras de sangre de la aorta

seccionada. En un grupo formado por 6 ratas para cada condicion se tomaron
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muestras de sangre venosa de la cola de los animales previo a la administracion

del pentobarbital.

La concentracion sérica de glucosa, triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL
(HDL-C) se determin6 con tiras de panel de glucosa y lipidos utilizando el
analizador CardioCheck PA (PTS Diagnostics, Indianapolis, IN) como se describe

por Fernandez-Miranda et al. (2019).

5.3 Obtencion de membranas de tejidos cerebrales de la rata

Posterior a la extirpacion del corazon, las ratas se decapitaron y se obtuvo el
cerebro, del cual se disecaron la corteza prefrontal, el hipocampo y el neoestriado.
Los tejidos se congelaron sobre hielo seco, y se almacenaron a -70°C para su uso
posterior. El dia del ensayo, los tejidos se homogenizaron individualmente en 8 ml
de solucion Tris-HCI (10 mM, pH 7.4, 1 mM EGTA), y la suspension se centrifugd
a 140xg por 10 min. El sobrenadante se centrifugd a 20,000xg durante 20 min, y la
pastilla (membranas) se re-suspendié en 1.5 ml de solucion Tris-HCI (50 mM, pH
7.4). La concentracién de proteinas se determiné por el método del &cido

bicinconinico (BCA), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

5.4 Ensayo de saturacion de la union de radioligandos

Las membranas de neoestriado de ratas naive de 250-300 g (~40 ug de proteina)
se incubaron 1 h a 30°C para el HzR ([*H]-NMHA, 0.01-10 nM) o 30 min para el
DiR ([®H]-SCH 23390, 0.01-10 nM) en presencia o ausencia de ligandos

competidores (HsR: R-a-metil-histamina, RAMH, 10 puM; DiR: SCH 23390, 10 uM).
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La solucion de incubacion fue: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgClz, pH 7.4 (H3R) o 50

mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4 (D1R).

La incubacién se termind por filtracion a través de papel de fibra de vidrio
Whatman GF/B, previamente tratado con polietilenimina (PEI) al 0.3% por 2 h. Los
filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de solucién Tris-HCI (25 mM, pH 7.4°C) y se
depositaron en viales de plastico, a los que se adicionaron 3 ml de liquido de
centelleo. Después de 16 h la radiactividad retenida en los filtros (complejos

ligando-receptor) se determind por centelleometria.

La unién especifica se calculé substrayendo la union en presencia del competidor
de la unién total. Los datos se ajustaron a una hipérbola por regresion no lineal, y
los valores de la constante de disociacion (Kd) y la union méxima (Bmax) se
determinaron con el programa GraphPad Prism, version 5 (Graph Pad Software,

San Diego, CA).

5.5 Ensayos de unidén con una concentracion de radioligando

Las membranas de corteza prefrontal, neoestriado o hipocampo (~40 ug de
proteina) se incubaron por 1 h a 30°C para el HzR ([*H]-NMHA, 1.5 nM) o 30 min
para el DiR ([*H]-SCH 23390, 1 nM) en presencia o ausencia de ligandos
competidores (HsR: RAMH, 10 uM; DiR: SCH 23390, 10 uM). La solucion de
incubacion fue: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgClz, pH 7.4 (HsR) o 50 mM Tris-HCI, 150

mM NaCl, pH 7.4 (D1R).
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El ligando libre se separ6 del unido al receptor por filtracion, como se describid
antes La unién especifica se calculé substrayendo la union en presencia del

competidor de la unién total.

5.6 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el paquete Graph-Pad Prism 5. Todos los
datos se expresan como promedios * error estandar (SEM). Para determinar
diferencias entre grupos con un nivel de significancia de P < 0.05, el andlisis
estadistico se realiz6 con la prueba t de Student, después del andlisis de

distribucién normal con la prueba de Shapiro-Wilk.
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas corporales y parametros bioquimicos

La Tabla 1 compara las caracteristicas corporales y algunos parametros
bioguimicos de las ratas de los grupos control y con consumo de sacarosa en el

agua de bebida (Sx Met).

Las determinaciones mostraron en las ratas con Sx Met y en comparacion con el
grupo control, un aumento significativo en el peso corporal, el cociente peso
corporal/longitud de la tibia, la grasa visceral, la trigliceridemia y el cociente
triglicéridos/HDL, ademas de disminucion significativa en la concentracion de HDL
(Tabla 1). Estos resultados concuerdan con el reporte previo de Fernandez-

Miranda et al. (2019).
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Tabla 1. Comparacién de las caracteristicas corporales y parametros bioquimicos.

Control Sx Met n P
Peso corporal (g) 556 + 16 672 £ 24 12 0.0008
Tamanfo de latibia (cm) 4,98 £ 0.07 5.13+0.11 12 0.4163
Cociente peso 127.4+49 | 139.3+6.2 12 0.0333
corporal / tibia
Grasa visceral (g) 19.2+1.8 28.9+3.8 12 0.0413
Determinacion en sangre

Glucosa sangre aortica 133.5+7.5 | 1551+165 12 0.249
(mg/dL)
Glucosa sangre venosa 79.6 + 2.4 70.0+7.3 6 0.243
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 48.8+4.5 39.0+34 6 0.0032
Triglicéridos (mg/dL) 72.2+3.9 126.7 £ 11.7 12 0.0002
Cociente

o 1.56 + 0.11 3.04+0.52 6 0.021
Triglicéridos / HDL

Los valores son promedio + SEM del numero de animales indicado (n).

HDL, lipoproteinas de alta densidad. El andlisis estadistico se realiz6 con la

prueba t de Student. En negritas se indican los valores de P indicativos de

diferencias significativas.
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6.2 Determinaciéon de la constante de disociacion (Kd) de la [3H]-NMHA y

el [3H]-SCH 23390 en membranas del neoestriado de ratas naive

A fin de determinar la afinidad por los radioligandos respectivos de los receptores
Hs y D1 presentes en los tejidos cerebrales en estudio, se realizaron ensayos de
union de radioligando en membranas del neoestriado (Figura 4). Para el agonista
de los H3Rs [*H]-NMHA se obtuvo un valor de Kd de 1.39 + 0.3 nM y una unién
méaxima (Bmax) de 153 + 9 fmol/mg de proteina, mientras que para el antagonista
de los DiRs [3H]-SCH 23390 el valor de Kd correspondi6 a 0.84 + 0.14 nM con

Bmax de 960 + 48 fmol/mg de proteina.

Con base en estos resultados, los ensayos de unién con una concentracion unica
de radioligando se realizaron con concentraciones similares a los valores de Kd
([*H]-NMHA, 1.5 nM; [*H]-SCH 23390, 1 nM), que corresponderian a ~50% de

ocupancia de los receptores presentes en las membranas de los tejidos.

40



A H;R B DR
150 o 1250+
% 25
g 2 N 21000
z 2 5 ©
o B 1907 B S 750
o Kd 1.39 + 0.30 nM TOo Kd 0.84 + 0.14 nM
% S R = 500-
S :o 501 Bmax 153 + 9 fmol/mg prot. 9 :o Bmax 960 + 48 fmol/mg prot.
= E c £
c £ SE 250
D N ‘g N
-
0 ; : : : — 0+ . ; ; : .
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10
[*H]-NMHA ( nM ) [®H]-SCH 23390 ( nM )

Figura 4. Unién saturante de [*H]-NMHA o [3H]-SCH 23390 a membranas del
neoestriado de la rata. A. [?*H]-NMHA. Las membranas se incubaron con las
concentraciones indicadas de [*H]-NMHA en ausencia y presencia de RAMH (10
uM), y la unién especifica del HsR se determind restando la unién en presencia
de RAMH (unién inespecifica) de la unién total. B. Unién de [*H]-SCH-23390.
Las membranas se incubaron con las concentraciones indicadas de
[*H]-SCH-23390 en ausencia y presencia de SCH-23390 (10 uM), y la unién
especifica del receptor se determiné restando la unidn en presencia de
SCH-23390 de la union total. En ambas figuras los valores son promedios +
SEM de determinaciones por triplicado de un experimento representativo, y la
linea es el mejor ajuste a una hipérbola. Los valores de la constante de
disociacion (Kd) y de la union maxima (Bmax) son promedios + SEM de 3
experimentos.
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6.3 Expresion del H3R en el neoestriado, la corteza prefrontal e hipocampo

de ratas control y experimentales

Los ensayos mostraron que no existié diferencia en la densidad de los HsRs en la
corteza prefrontal y el hipocampo entre los grupos control y experimental (Figura
5, paneles Ay C). Sin embargo, en las membranas del neoestriado se advirtié una
disminucién significativa (Figura 5B), con valores de 73.7 + 44 y 55.2 + 6.2

fmol/mg proteina, para los grupos control y Sx Met, respectivamente.

6.4. Expresion del DiR en el neoestriado, la corteza prefrontal e hipocampo

de ratas control y experimentales

La densidad de DiRs fue significativamente menor en las membranas del
neoestriado de las ratas del grupo Sx Met (Figura 6B), con valores de 171.8 + 14.1
y 95.3 £ 9.7 fmol/mg proteina, respectivamente. En contraste, no se advirtieron
diferencias significativas en las membranas de la corteza prefrontal y el hipocampo

(Figura 6, paneles Ay C).
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Figura 5. Densidad de HsRs en membranas de la corteza prefrontal, el
neoestriado y el hipocampo de ratas control y con Sx Met. A. Unién de
[*H]-NMHA a membranas de la corteza prefrontal. B. Unién de [*H]-NMHA a
membranas del neoestriado. C. Unién de [*H-NMHA a membranas del
hipocampo. Las membranas se incubaron con [3H]-NMHA (1.5 nM) en ausencia y
presencia de RAMH (10 pM), y la unidon especifica del receptor se determino
restando la uniéon en presencia de RAMH de la union total. Los puntos indican
valores individuales (promedio de cuadruplicados), y las lineas indican el promedio
+ SEM de los grupos. El analisis estadistico se realizé con la prueba t de Student.
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Figura 6. Densidad de DiRs en membranas de la corteza prefrontal, el
neoestriado y el hipocampo de ratas control y con Sx Met. A. Unién de
[H]-SCH-23390 a membranas de la corteza prefrontal. B. Uniéon de
[®H]-SCH-23390 a membranas del neoestriado. C. Unién de [*H]-SCH-23390 a
membranas del hipocampo. Las membranas se incubaron con [H]-SCH-23390
(1 nM) en ausencia y presencia de SCH 23390 no marcado (10 uM), y la union
especifica del receptor se determind restando la union en presencia de SCH
23390 de la unién total. Los puntos indican valores individuales (promedio de
cuadruplicados), y las lineas indican el promedio + SEM de los grupos. El analisis
estadistico se realizo con la prueba t de Student.
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7. Discusiéon

En este trabajo se reprodujo el modelo de Sx Met inducido en ratas por la
presencia de sacarosa al 30% en el agua de bebida durante 16 semanas, y se
determind mediante ensayos de union de radioligando la expresion de los
receptores a histamina Hs y a dopamina D1 en tres regiones del cerebro de la rata,

corteza prefrontal, neoestriado e hipocampo.

El principal hallazgo fue la disminucién significativa de la densidad de ambos

receptores en el neoestriado, sin cambios en las otras dos regiones.

7.1. Modelo de Sindrome Metabdlico en ratas Wistar

En comparacion con el grupo control, los animales del grupo experimental
mostraron un aumento significativo en el peso, la grasa visceral, el cociente peso
corporal/longitud de la tibia, triglicéridemia, el cociente triglicéridos/HDL, asi como
una disminucion significativa en la concentracion sanguinea de HDL (Tabla 1).
Estos datos indican alteraciones que corresponden a las descritas en el modelo de
Sx Met descrito por Landa-Galvan et al. (2020), y muestran que la administracion
de sacarosa al 30% en el agua de beber durante 16 semanas induce

caracteristicas del sindrome en las ratas.

De acuerdo con los criterios unificados, se requieren tres de los cinco criterios
establecidos para el diagnostico de Sx Met en humanos (Alberti et al., 2009). Las
ratas experimentales presentan un aumento en el peso corporal, la grasa visceral

y el cociente peso corporal/longitud de la tibia, indicando que el aumento en el
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peso de las ratas no se debe a un incremento en el tamafo, sino que esta
relacionado con el desarrollo de obesidad. Ademas, estos animales presentaron
hipertrigliceridemia y disminucién en la concentracion de HDL. Asi, el grupo
experimental presentd tres caracteristicas que corresponderian a los criterios

diagnosticos del Sx Met en humanos (Tabla 1).

El aumento del peso corporal en el grupo con Sx Met esta relacionado con el
incremento en la acumulacion de grasa visceral, y de acuerdo con la fisiopatologia
del Sx Met, la obesidad central es una caracteristica relevante del sindrome
(McCracken et al., 2018). A nivel mundial la prevalencia de obesidad y sobrepeso
en adultos ha aumentado en los Ultimos afios, particularmente en el hemisferio
occidental, debido a la alimentacién y a la vida sedentaria, conduciendo a que la
obesidad sea uno de los criterios mas frecuente del Sx Met (Engin, 2017).
Ademas, la obesidad representa un factor de riesgo para varias enfermedades,
principalmente cardiovasculares, diabetes y cancer. Asi, en el modelo de Sx Met
en la rata utilizado en este proyecto los datos obtenidos indican que el aumento en
el peso corporal se encuentra relacionado con la acumulacion de grasa visceral

(Tabla 1).

La acumulacién de tejido adiposo en érganos y tejidos como el higado, el
pancreas, el muasculo esquelético y el muasculo cardiaco estad directamente
relacionada con el desarrollo de resistencia a la insulina, es decir, disminucién de
su funcion biologica requiriéndose un alto nivel plasmatico de dicha hormona

(hiperinsulinemia) para mantener un adecuado metabolismo de los hidratos de

46



carbono, proteinas y lipidos (Avramoglu et al., 2006). En las ratas con Sx Met
(Tabla 1) la concentracion sérica de glucosa en la sangre venosa no aumenté de
manera significativa, lo que podria explicarse por la hiperinsulinemia mostrada

previamente por Landa-Galvéan et al. (2020).

En la sangre arterial de las ratas con Sx Met la concentracion sérica de glucosa
presentdé un aumento, aunque no fue estadisticamente significativo (Tabla 1).
Cabe destacar que la toma de la muestra de sangre arterial fue posterior a la
administracion del anestésico pentobarbital. Furner et al. (1972) reportaron que la
administracion sistémica de pentobarbital a la concentracion utilizada en este
proyecto aumenta la concentracion sérica de glucosa en ratas, por lo cual se
determind en un subgrupo de ambos grupos (control y experimental) la glucemia
en muestra de la sangre venosa de la cola, previo a la administracién del
anestésico. La glucemia pre-anestesia (venosa) fue menor a la glucemia arterial
post-anestesia; sin embargo, no existié diferencia significativa entre los animales

del grupo control y las ratas del grupo experimental (Tabla 1).

La resistencia a la insulina es el denominador comun en el desarrollo del Sx Met, y
su principal contribuyente es el exceso de acidos grasos libres circulantes, que se
derivan de las reservas de triglicéridos del tejido adiposo por accién de la lipasa
hormono-sensible dependiente de AMPc, o bien de la lipdlisis de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos por efecto de la lipasa de lipoproteinas (Langin, 2005). La
hipertrigliceridemia es una de las caracteristicas principales del modelo de Sx Met

en la rata (Tabla 1), y se debe al alto consumo de carbohidratos (azucar en el
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agua de bebida) que conduce a la sintesis aumentada de triglicéridos (Panchal et
al., 2010). Lo anterior resulta en un mayor riesgo cardiovascular con alteracion de
la funcion endotelial, proliferacion vascular de células del musculo liso vy
dislipidemia, que se caracteriza por disminucién de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) debido al aumento en la sintesis hepética de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) por aumento en la concentracion de triglicéridos (Eckel et al.,

2010). Esta dislipidemia es evidente en las ratas con Sx Met (Tabla 1).

La hipertrigliceridemia y el aumento en la concentracion plasmatica de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) son dos anomalias metabdlicas asociadas
con el estado de resistencia a la insulina (McCracken et al., 2018). Estudios
previos han mostrado que el aumento en el cociente de las concentraciones de
triglicéridos y de las lipoproteinas de alta densidad (TG/HDL) esta estrechamente
relacionado con la resistencia a la insulina, y en humanos la relacion TG/HDL se
identific6 como un parametro subrogado de resistencia a la insulina y un predictor

de DM, enfermedad coronaria e infarto al miocardio (Yeh et al., 2019).

En este trabajo, el cociente TG/HDL de las ratas con Sx Met fue significativamente
mayor que el de los animales control (Tabla 1) y este dato, en conjunto con la
hiperinsulinemia (Landa-Galvan et al., 2020), reflejan el estado de resistencia a la
insulina de las ratas con Sx Met, asi como el riesgo de alteraciones cardio-

metabodlicas.
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7.2. Determinacién de la constante de disociacion (Kd) de la [3H]-NMHA y

el [3H]-SCH 23390 en membranas del neoestriado de ratas naive

Para caracterizar a los radioligando [*H]-NMHA y [3H]-SCH 23390 se realizaron
ensayos de union saturante en membranas del neoestriado de ratas naive adultas
(250-300 g), con base en estudios previos que indican una alta expresion del RH3
y del RD1 en esta region (Figuras 2 y 3; Pillot et al., 2002, y Dawson et al., 1988).

Ademas, el acceso, reconocimiento y diseccidn de este nucleo son sencillos.

Las curvas de saturacion de la unién de [*H]-NMHA (HsR) o [*H]-SCH 23390 (D:1R)
en membranas del neoestriado de la rata indicaron para [3H]-NMHA un valor de Kd
(concentracion de ligando que se necesita para ocupar el 50% de los receptores)
de 1.39 + 0.30 nM y una Bmax (densidad méaxima de sitios de unién del ligando)
de 153 + 9 fmol/mg proteina, y para [*H]-SCH 23390 un valor de Kd de 0.84 + 0.14

nM y una Bmax de 960 + 48 fmol/mg proteina.

Para la [*H]-NMHA el valor de Kd es semejante al obtenido en el laboratorio para
membranas de sinaptosomas del neoestriado de la rata (0.95 + 0.08 nM; Molina-
Hernandez et al., 2000) y del nucleo completo (0.60 + 0.20 nM, Sanchez-Lemus y
Arias-Montafio, 2004). Para la unién de [*H]-SCH 23390 el valor de Kd se
encuentra dentro del rango reportado para el neoestriado (0.35 £ 0.03 nM, Klimek
et al.,, 1987; 0.49 + 0.03 nM, Hess et al., 1986; 2.3 + 0.4 nM, Sanchez-Lemus y

Arias-Montafio, 2004).
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Con base a los datos obtenidos de la caracterizacién de los radioligandos, la
concentracion de radioligando que se utilizé en los siguientes experimentos fue
cercana al valor de la Kd obtenida ([*H]-NMHA, 1.5 nM, [3H]-SCH 23390, 1 nM),
con una ocupacion de ~50% del total de receptores presentes en las

preparaciones membranales.

7.3 Expresion del HsR en el neoestriado, la corteza prefrontal y el

hipocampo de ratas control y experimentales

El HsR se expresa principalmente en las neuronas y en muy baja densidad en las
células gliales. La distribucion del H3sR en el SNC se ha estudiado mediante
hibridacién in situ (ARNm), la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR; deteccion del ARNm) y autorradiografia (sitios de
unién) en roedores, humanos y monos (Tardivel-Lacombe et al., 2001; Pillot et al.,

2002; Sallmen et al., 2003).

Los estudios de hibridacion in situ indican una expresion muy alta del ARNm del
HsR en la corteza cerebral (principalmente en la lamina V, con menor expresion en
las ldminas superficiales), el hipocampo (capas piramidales CA1 y CA3 ventral del
cuerno de Ammon), y el neoestriado, dividido en caudado y putamen en el

humano y los primates (ver Figura 2; Pillot et al., 2002; Nieto-Alamilla et al., 2016).

Los estudios de unién de radioligandos muestran una distribucion de HsR similar
en cerebros de primates y roedores. El receptor se expresa ampliamente, pero con

densidad heterogénea, en el SNC y se encuentran niveles altos en la corteza
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cerebral (excepto en la capa V), tenia tecta, nucleo accumbens, neoestriado,
hipocampo, nudcleo del lecho de la estria terminal, ndcleos olfatorios, algunos
nacleos hipotalamicos (principalmente TMN), amigdala y corteza piriforme. En
contraste con la expresion de ARNm, se observa una alta densidad de sitios de
union en el globo palido y la sustancia negra reticulata (SNr). Una baja densidad
de sitios de unidn se detecta en el locus coeruleus y los nucleos del rafé, mientras
que el cerebelo y la glandula pituitaria estdn escasamente marcados (Figura 2;
Martinez-Mir et al., 1990; Pollard et al., 1993; Anichtchik et al., 2000; Pillot et al.,

2002).

Con base en los reportes de densidad del RHs en las diferentes regiones del
cerebro de la rata (Figura 2), en este proyecto se seleccionaron tres regiones con
una densidad alta o media de receptores (corteza prefrontal, neoestriado e
hipocampo) para determinar el efecto del Sx Met en la densidad del HsR. Los
resultados de esta tesis mostraron una alta expresion del HsR en el neoestriado y
una moderada expresién en la corteza prefrontal y en el hipocampo, datos que

concuerdan con lo reportado en estudios previos (Figuras 2A, 2By 5).

En el grupo con Sx Met la densidad del HsR no mostré diferencia en comparacion
con los animales del grupo control en la corteza prefrontal y el hipocampo. Sin
embargo, para el neoestriado se encontré6 una menor densidad (-25%),
estadisticamente significativa, en el grupo con Sx Met (73.7 + 4.4 y 55.2 + 6.2

fmol/mg proteina, para los grupos control y Sx Met, respectivamente; Figura 5).
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Se ha descrito que una dieta alta en grasas disminuye la expresion del HiR en el
neoestriado de la rata (Wu et al., 2013), sugiriendo que cambios en la composicion
de la dieta modifican la expresion de los receptores a histamina de este nucleo y

que el neoestriado es una region vulnerable a cambios metabdlicos.

La localizacion del HsR es principalmente pre-singptica, ya sea como
autorreceptor o como heterorreceptor, pero hay evidencia de una ubicacién post-
singptica de los HsRs en el neoestriado, la corteza cerebral, el hipocampo, el
ndcleo accumbens, el hipotalamo lateral y la zona incerta (Gonzalez-Sepulveda et
al., 2013; Panula y Nuutinen, 2013; Parks et al., 2014). Los datos de este proyecto
para la densidad del HsR se obtuvieron con membranas de las regiones
cerebrales de interés, lo que no permite diferenciar la localizaciébn pre- o post-
sinaptica del receptor. Sin embargo, la contribucion de los HsRs pre-sinapticos
puede evaluarse con estudios de unién de radioligando en membranas de
sinaptosomas, que contienen primordialmente a los receptores localizados en las

terminales nerviosas.

Los autorreceptores Hs inhiben la liberacion de histamina en diversas regiones del
SNC (Arrang et al., 1983; Nieto-Alamilla et al., 2016). Diversos estudios han
descrito la participacion del sistema histaminérgico en la regulacién del peso
corporal con base en los efectos secundarios de antipsicéticos y antidepresivos,
gue son potentes antagonistas del HiR, proporcionando evidencia que la HA actia
como un agente anoréxigénico. Con base en estos hallazgos se han realizado

varios ensayos clinicos en la terapia de la obesidad utilizando a la betahistina

52



(andlogo de la HA), gue actia como agonista del HiR y antagonista del HsR, por lo
que aumenta la liberacion de HA por efecto sobre el HsR y por lo tanto la actividad

del HiR (Diaz et al., 2019).

La contribucion del HsR a la regulacion del apetito es compleja. Como se
menciong, la activacion del receptor inhibe la liberacion de HA y en consecuencia
la activacion de HiRs post-sinapticos, disminuyendo el apetito y la ingesta de
alimentos. Ademas, en ratones macho la administracién de imetit (agonista del
HsR) disminuy6 la ingesta de alimento y el peso corporal, y estos efectos no se
observaron en ratones HsR-ko (Yoshimoto et al., 2006). En contraste, en otro
estudio la administracion del antagonista tioperamida disminuyé la ingesta de
alimentos o bien no tuvo efecto (Diaz et al., 2019). Esta informacion indica la
complejidad de la participacion del HsR en la regulacion del peso corporal y la

ingesta de alimentos.

Por otra parte, Henry et al. (2011) mostraron que la administracion de proxifan
(agonista proteano del HzR) mejor6 la prueba de tolerancia a la glucosa en ratones
macho con obesidad inducida por la dieta (DIO), efectos que no se observaron en
ratones HsR-ko, indicando que el proxifan actla en los heterorreceptores
Hs pre-sinapticos para regular la secrecion de la insulina in vivo. En otro estudio,
en ratones HsR-ko se observdé un aumento del peso corporal, la ingesta de
alimento y el tejido adiposo, ademas de concentraciones plasmaticas de insulina y
leptina aumentadas (Takahashi et al., 2002). En conjunto, estos datos indican la

participacion del HsR en la regulacion de la glucosa.
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Por otra parte, existe evidencia de la localizacion post-sinaptica de los H3Rs en
algunas éareas del cerebro, como el neoestriado, la corteza cerebral, el hipocampo,
el nucleo accumbens, el hipotalamo lateral y la zona incerta (Nieto-Alamilla et al.,
2016). En rebanadas del hipocampo de la rata, la activacion del HsR estimula la
via de las MAPKSs en las neuronas piramidales de la regién CA3, y la activacion de
estas cinasas parece ser necesaria para la mejoria y consolidaciéon de la memoria
inducida por el HsR posterior al condicionamiento contextual del miedo en ratas
(Giovannini et al., 2003). En células SK-N-MC transfectadas con el HsR humano,
la activacion del receptor estimula la actividad de la via Akt/GSK3[3, y en neuronas
corticales de la rata la estimulacion del HsR resulta en la fosforilacion de Akt en la
Ser4”® y de GSK3B en la Ser®, mediante la activacion de las vias PI3K y MAPK
(Mariottini et al., 2009). La cinasa Akt regula la expresion de inhibidores de la
apoptosis como Bcl-2 y Bcl-x, y por lo tanto promueve la supervivencia de las
células neuronales. Ademas, en las neuronas corticales de rata, la activacion del
HsR aumenta la expresion de Bcl-2 de manera dependiente de Akt (Song et al.,

2004).

La via Akt/GSK3p tiene una funcidn relevante en la regulacion de varios procesos
celulares importantes, incluida la plasticidad sinaptica y la supervivencia celular, la
proliferacion y el metabolismo. Por su parte, la activacion del HsR ejerce un efecto
protector contra la muerte celular inducida por privacion de suero en neuronas
corticales de la rata y la neurotoxicidad inducida por NMDA en cultivos mixtos de
células corticales de raton a través de la activacion de la via PI3K-Akt (Mariottini et

al., 2009).
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En conjunto, esta informacion indica la participacion del HsR en la activacién de
vias como MAPK/Akt/GSK3. Por lo tanto, la disminucion de la densidad del HsR
en el neoestriado de las ratas con Sx Met podria afectar la regulacion de la
plasticidad sinaptica y el metabolismo y la supervivencia celular, por reduccién del

efecto protector del HsR contra la neurotoxicidad.

Determinar el efecto del Sx Met sobre los HsRs pre- y post-singpticos del
neoestriado permitiria evaluar los mecanismos celulares involucrados en la

disminucién de la densidad del receptor.

7.4 Expresiéon del DiR en el neoestriado, la corteza prefrontal e

hipocampo de ratas control y experimentales

El DiR es el GPCR més abundante en el SNC. Se encuentra en alta densidad en
areas meso-limbicas, nigro-estriatales y meso-corticales, como el neoestriado, el
ndcleo accumbens, el hipotalamo, la sustancia negra reticulada, el tubérculo
olfatorio, la corteza frontal y temporal, y se expresa en baja densidad en el
cerebelo, el hipocampo, el tadlamo, el hipotdlamo, asi como en tejidos periféricos,
como el rifibn. Se ha implicado al DiR en la regulacion de movimientos
voluntarios, el crecimiento y el desarrollo, la alimentacion, la afectividad, la
recompensa, el suefio, el control de impulsos, y las conductas reproductivas.
Ademas, se le relacionado con la regulacion por la dopamina de las funciones
cognitivas, como el control de la memoria de trabajo, el aprendizaje de habitos y la

atencion, asi como en el abuso de drogas (Ayano, 2016).
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La distribucion del DiR en el SNC se ha evaluado mediante hibridacion in situ
(ARNm) en cerebros humanos normales post mortem y por autorradiografia (sitios
de union) en roedores y humanos. Los estudios de hibridacion in situ reportan
niveles muy altos del ARNm en el neoestriado, moderados en la corteza cerebral y
baja en el hipocampo (Hurd et al., 2001). Los resultados de union de radioligando
confirman la alta densidad del receptor en el neoestriado y una densidad
moderada-baja en el hipocampo con prevalencia en el giro dentado (Camps et al.,

1990).

Con base en los reportes previos de la expresion del DiR en el neoestriado, la
corteza prefrontal y el hipocampo, se determind la expresion del receptor en las
ratas control y con Sx Met. En el grupo control se confirmé la muy alta densidad
del receptor en el neoestriado, asi como la moderada expresion en la corteza
prefrontal y la baja expresion en el hipocampo. Sin embargo, en el proyecto se
utilizo la totalidad del hipocampo y no determiné la expresién en el giro dentado, la
regiobn de esta estructura con mayor densidad del DiR en diferentes especies

(Camps et al., 1990).

Los resultados de este estudio mostraron que en las ratas con Sx Met no existe
diferencia significativa en la expresion del DiR en la corteza cerebral prefrontal y el
hipocampo (Figura 6). Sin embargo, en estas regiones la expresion del receptor es
moderada y baja, respectivamente, por lo que observar alteraciones en la

densidad del D1R requeriria probablemente de cambios marcados.
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En contraste, en el neoestriado de las ratas con Sx Met se observé una
disminucién altamente significativa (-45%) en comparacion con los animales del
grupo control (171.8 + 14.1 y 95.3 + 9.7 fmol/mg proteina, respectivamente)

(Figura 6).

Estudios previos en un modelo de DM tipo 1, inducida por estreptozotocina en la
rata, mostraron aumento en la expresiéon del ARNm y la densidad del DiR en la
corteza cerebral (Kumar et al., 2010) y en el hipocampo (Robinson et al., 2009).
En la corteza cerebral el aumento en el ARNm del DiR fue revertido por la
administracion sistémica de insulina (Kumar et al., 2010), mientras que en el
hipocampo la administracién de insulina no modificé el aumento en el ARNm y la

densidad del DiR (Robinson et al., 2009).

Para la corteza cerebral, debe considerarse que en el estudio de Kumar et al.
(2010) se utilizo la totalidad de la corteza cerebral y en este proyecto se determin6
la densidad del DiR en la corteza prefrontal, por lo que los resultados divergentes

podrian deberse a la region analizada.

Para el neoestriado, la disminucion en la densidad del DiR encontrada en este
trabajo concuerda con la reduccion en la expresion del RNAm del receptor
reportada para el mismo nucleo en un modelo de DM1 en la rata, efecto revertido

parcialmente por la administracion de insulina (Anitha et al., 2012).

En conjunto, los estudios de Kumar et al. (2010), Robinson et al. (2009) y Anitha et

al. (2012) indican que la DM afecta la expresiéon del D1R, dependiendo de la regién
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cerebral, y los resultados de esta tesis indican que el cambio en la densidad del

Di1R en el neoestriado se presenta incluso antes del establecimiento de la DM.

Salkovi¢ et al. (1995) mostraron que la administracion intracerebroventricular a
bajas dosis (no diabetogénicas) de aloxano y estreptozotocina alteraba el sistema
dopaminérgico de la rata, con un aumento significativo de los niveles de dopamina
en el neoestriado y una disminucion significativa en la densidad del D1R, pero no
del D2R. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en esta tesis para
el grupo con Sx Met (estado pre-diabético), con disminucién significativa en la

densidad del D1R en el neoestriado.

De manera relevante, la administracién intracerebroventricular de dosis no
diabetogénicas de aloxano y estreptozotocina aumenta los niveles de dopamina
en el cerebro de la rata, y el efecto es similar al producido por la administracién
periférica de dosis diabetdgenicas de estos farmacos (Lackovi y Salkovi¢, 1989), lo
que sugiere alteraciones en la sefializacién por insulina en el cerebro. Los datos
de obtenidos en este trabajo indican cambios en la densidad del DiR previos al
establecimiento de la DM, y que el neoestriado presenta una mayor vulnerabilidad
en comparacion con la corteza prefrontal y el hipocampo a alteraciones

metabolicas, como la resistencia a la insulina y la DM.

Kleinridders et al. (2015) reportan que en ratones knockout del receptor de insulina
cerebral (NIRKO) disminuy6é el ancho y la amplitud del pico de liberacion de
dopamina evocada en el neoestriado y en el nucleo accumbens, evaluada por

amperometria. Ademas, estas regiones presentaron disfuncion mitocondrial
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cerebral con reduccion de la actividad oxidativa mitocondrial, niveles aumentados
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y mayor oxidacion de lipidos y proteinas.
Lo anterior sugiere que cambios en el metabolismo energético afectan la liberacion
de dopamina, y que estan involucrados mecanismos de estrés oxidativo. Asi, el
estrés oxidativo podria estar involucrado en la disminucion en la densidad del DiR
observada en este proyecto en el neoestriado de las ratas con Sx Met, sugiriendo

la existencia de procesos de dafio neuronal.

La dopamina tiene una funcidon central en el aprendizaje de asociaciones de
recompensa alimentaria. En modelos animales la activacion de los receptores a
dopamina y la sefializacion intracelular subsecuente en el neoestriado y el nlcleo
accumbens son criticas para la formacion de habitos y las conductas motivadas. El
ndcleo accumbens es una de las regiones clave del circuito de recompensa y
clasicamente se postula que las neuronas espinosas medianas que expresan el
DiR transmiten sefales de recompensa, mientras que las neuronas espinosas
medianas que expresan el D2R codifican la aversion (Soares-Cunha et al., 2019).
Por lo tanto, alteraciones en la densidad y funcion del DiR podrian influir en los
hébitos alimentarios (Guo et al., 2014). EIl estriado dorsal (neoestriado) y el
estriado ventral (nicleo accumbens) no difieren en su citoarquitectura (Heimer y
van Hoesen, 1979), por lo cual seria interesante para este proyecto determinar si

el Sx Met también modifica la densidad del D1iR en el nlicleo accumbens.
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7.5 Posibles mecanismos del efecto del Sindrome Metabdlico en la

funcién cerebral

7.5.1 Posible resistencia a la insulina cerebral en ratas con Sx Met

El Sx Met se considera un estado pre-diabético caracterizado por un estado de
resistencia a la insulina (RI). En el modelo de Sx Met inducido en las ratas por el
consumo de sacarosa al 30% en el agua de beber durante 16 semanas, los
resultados de Landa-Galvan et al. (2020) muestran alteracién de la concentracién

sérica de insulina (hiperinsulinemia), sugiriendo la induccién de RI.

Existen estudios que sugieren una asociacion entre la RI periférica y la conexion
higado-cerebro (Tong et al., 2009; De la Monte et al., 2012; Sartorius et al., 2014).
En este sentido, una dieta alta en grasas durante 12 semanas induce deterioro de
la sensibilidad a la insulina cerebral y de sus vias de sefializacion (Pratchayasakul
et al., 2011). Una posible explicacién es que la RI periférica conduce a un aumento
en la produccion de lipidos hepaticos, especificamente de las ceramidas,
generadas a partir de acidos grasos y esfingosinas, y que por lo tanto atraviesan
facilmente la barrera hematoenceféalica, BHE (Tong et al., 2009, Sartorius et al.,
2014 y Arboleda et al., 2007). En este mismo estudio se reporta una reduccion en
la expresién de proteinas relacionadas con la sefalizaciéon de la insulina y
deterioro de la depresion a largo plazo (LTD) inducida por insulina (Arboleda et al.,

2007).
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7.5.2 Obesidad y resistencia a la insulina cerebral en el Sx Met

Una caracteristica del modelo de Sx Met es la obesidad, representada por el
aumento en el peso corporal relacionado con la acumulacién de grasa visceral

(Landa-Galvan et al., 2020).

La inflamacion sistémica y el estrés oxidativo durante la obesidad podrian estar
involucrados en el dafio a la BHE. Banks et al. (2012) observaron que la
inflamacion sistémica o el estrés oxidativo disminuian la expresion de las proteinas
de las uniones estrechas (tight junctions) en la BHE, aumentando la permeabilidad
al cerebro. Lo anterior sugiere que condiciones patoldgicas sistémicas que ocurren

con obesidad podrian inducir a patologias cerebrales.

Ademas, la obesidad inducida por el consumo crénico de una dieta alta en grasas
induce RI cerebral, con disminucién en la fosforilacion de los receptores a insulina
y del sustrato del receptor a insulina (IRS), y de la sefializacién corriente abajo
mediada por las vias PI3K-Akt, GSK3B y AMPK (Pratchayasakul et al., 2011,
Pipatpiboon et al., 2012; Arnold et al., 2014). Asimismo, existe pérdida de la
funcion inhibidora de factores de transcripcion, como FoxO, que normalmente

modulan el metabolismo celular y la autofagia (Guo et al., 2014).

La RI inducida por la obesidad puede deberse al deterioro de la funcion
mitocondrial en el cerebro, como lo indica el aumento de la producciéon de ROS
mitocondriales, la despolarizacion de la membrana mitocondrial y mayor

permeabilidad mitocondrial (Pipatpiboon et al., 2012, Pintana et al., 2014;
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Sa-nguanmoo et al.,, 2016). En las mitocondrias del cerebro de ratones obesos
resistentes a la insulina y de ratas diabéticas Zucker se observa disminucion de la
funcion mitocondrial y reduccion del contenido de ATP (Wang et al., 2015; Raza et
al., 2015). Ademas, se detecta apoptosis de las células cerebrales por alteracién
de proteinas relacionadas como Bax, Bad y Bcl-2 (Nuzzo et al., 2015; Raza et al.,
2015). Estos hallazgos sugieren que la actividad mitocondrial del cerebro y la
sefalizacion de la insulina cerebral tienen una comunicacion bidireccional para

regular la funcion normal del cerebro.

La obesidad causada por el consumo de una HFD no solo indujo inflamacién
sistémica, sino que también causo inflamacién cerebral, como lo muestra el
aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNFa y NF-kB), y estrés oxidativo en el
tejido cerebral, indicado por la elevacion de productos de aldehidos (Chunchai et

al., 2016, Raza et al., 2015).

Todos estos hallazgos sugieren que la obesidad puede aumentar tanto la
inflamacion sistémica como el estrés oxidativo, y ambos eventos pueden conducir
al desarrollo de RI periférica y central, y disfuncidén cerebral. Asi, la disminucién en
la expresion del DiR y del HsR en el neoestriado de las ratas con Sx Met
observada en este trabajo puede implicar algunas de las alteraciones observadas
en la obesidad y la RI, con cambios en las vias de sefalizacion de la insulina, asi

como estrés oxidativo cerebral, que conducirian a lesion neuronal.
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8. Conclusion

En un modelo experimental en la rata, el Sindrome Metabdlico disminuye la

densidad de los receptores a dopamina D1 y a histamina Hs en el neoestriado, y no

en la corteza prefrontal o el hipocampo.
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9. Perspectivas

Las perspectivas del proyecto son:

1. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la afinidad por dopamina
de los receptores D1 en el neoestriado de la rata, mediante ensayos de

competencia de la unién de radioligando.

2. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la sefializacién de los

receptores D1 en el neoestriado, mediante ensayos de formacion de AMPc.

3. Evaluar el efecto del Sindrome Metabdlico en la afinidad por histamina de

los receptores Hs en el neoestriado de la rata.

4. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la sefializacion de los
receptores Hs en el neoestriado, mediante ensayos de formacién de AMPc

y/o fosforilacion de ERK-1/2.

5. Determinar el efecto del Sindrome Metabdlico en la densidad y sefializacion

de los receptores D1y Hs en el nlcleo accumbens.
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