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RESUMEN

El aumento en la expectativa de vida ha tenido implicaciones importantes para los
sistemas de salud en el ambito mundial. Con ello se han incrementado las
enfermedades asociadas con la edad, entre las que el deterioro cognitivo
representa una condicion que afecta de manera directa la calidad de vida de la
poblacion adulta de la tercera edad. Adicionalmente, el deterioro cognitivo sin
demencia constituye una condicion de alto riesgo para la aparicion de demencias,
como la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, algunas enfermedades crénicas
como la diabetes mellitus, han mostrado una fuerte relacion con el desarrollo de la

enfermedad de Alzheimer, por sus efectos directos o indirectos en el cerebro.

La funcionalidad de ciertas enzimas puede verse afectada bajo condiciones
patologicas, tal como sucede en la enfermedad de Alzheimer y en la diabetes
mellitus. Este es el caso de las colinesterasas. Asi, por ejemplo, se ha detectado
una elevada actividad colinesterasica en las placas neuriticas y en las marafias
neurofibrilares caracteristicas de pacientes con la enfermedad de Alzheimer, que
podrian relacionarse con la agregacion amiloide. Se ha reportado que la actividad
de las colinesterasas, también aumenta en pacientes diabéticos, en cuyo caso,
estas enzimas podrian participar modificando factores de riesgo como la

resistencia a la insulina.

Ademas, se han postulado una gran variedad de mecanismos que pueden tener

un papel fisiopatogénico comun en el desarrollo de desordenes metabdlicos y



trastornos cognitivos, pudiendo ser las colinesterasas un vinculo entre ambas

condiciones.

El objetivo de este trabajo fue establecer la asociacion entre el déficit colinérgico,
las disfunciones de la memoria y el metabolismo energético, generando un modelo
que simulara deterioro cognitivo. Los animales de estudio fueron alimentados con
una dieta normal o alta en grasas, segun el caso, y se evaluo la capacidad
cognitiva, pardmetros bioquimicos tales como el perfil lipidico y la actividad de

transaminasas, asi como la actividad y glicosilacion de las colinesterasas.

Los resultados obtenidos evidencian que la lesion colinérgica generada en el
hipocampo de ratas, por administracion de la colinotoxina AF64A, modifica el
metabolismo de la glucosa, induce un deterioro en el aprendizaje y la memoria y
es capaz de alterar la actividad y glicosilacion de las colinesterasas. Asimismo, el
consumo de una dieta alta en grasas acelera el deterioro cognitivo y afecta los

patrones de glicosilacion de AChE y BChE.



ABSTRACT

The increase in life expectancy has important implications for health systems
worldwide. This has increased the age-associated diseases; including cognitive
impairment is a condition that directly affects the quality of life of the adult
population of the elderly. In addition, cognitive impairment without dementia is a
high-risk condition for the onset of dementia, such as Alzheimer's disease.
Furthermore, some chronic diseases such as diabetes mellitus have been shown a
strong relationship with the development of Alzheimer’s disease, by their direct or

indirect effects on the brain.

The functionality of certain enzymes can be affected under pathological conditions,
such as in Alzheimer's disease and diabetes mellitus. This is the case of
cholinesterases. Thus, for example, has high cholinesterase activity detected in the
neuritic plaques and neurofibrillary tangles characteristic of patients with
Alzheimer's disease, which may be related to amyloid aggregation. It has been
reported that a cholinesterase activity, also increases in diabetic patients, in which
case, these modifying enzymes could be involved risk factors such as insulin

resistance.

Furthermore, a variety postulated mechanisms that may have a common
pathophysiological role in the development of metabolic disorders and cognitive

disorders, cholinesterases can be a link between both conditions.

The aim of this study was to establish the association between the cholinergic

deficit, memory dysfunction and energy metabolism, generating a model that

vi



simulates cognitive impairment. The study animals were fed a normal or high-fat
diet, as appropriate, and cognitive ability, biochemical parameters such as lipid
profile and transaminases activity, and the activity and glycosylation of

cholinesterases was evaluated.

The results show that the cholinergic lesion generated in the hippocampus of rats
by administration of the cholinotoxin AF64A, modifies the metabolism of glucose ,
induces an impairment in learning and memory and is capable of altering the
glycosylation activity of cholinesterases. Also, eating a high-fat diet accelerates

cognitive decline and affects the glycosylation patterns of AChE and BChE.
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|. INTRODUCCION

El aumento en la expectativa de vida ha tenido implicaciones importantes para los
sistemas de salud en el ambito mundial. Con ello se han incrementado las
enfermedades asociadas con la edad, entre las que el deterioro cognitivo sin
demencia y la demencia representan condiciones que afectan de manera directa la

calidad de vida de la poblacion adulta de la tercera edad (Mejia-Arango et al., 2007).

El deterioro cognitivo sin demencia constituye una condicién de alto riesgo para la
aparicion de la demencia. Asimismo, algunas enfermedades cronicas como la
diabetes mellitus, han mostrado una fuerte relacion con el desarrollo de la demencia
por sus efectos directos o indirectos en el estado del cerebro (Mejia-Arango et al.,

2007).

En general, puede considerarse como deterioro a cualquier déficit de las
denominadas funciones mentales superiores que aquejan a un adulto mayor. El mas
comun, y en el que nos centraremos para fines de este proyecto, es la deficiencia de
la memoria (Inouye et al., 2007). Por ello resulta imprescindible hablar sobre la

memoria y los métodos empleados para su evaluacion.

. 1. La memoria

La memoria es considerada una funcion intelectual relacionada estructural y
funcionalmente con el sistema nervioso central (SNC); que se caracteriza por la
adquisicion, el almacenamiento y la reposicion de la informacidon y de las

experiencias previamente aprendidas, ingresadas por alguna via sensorial. En otras




palabras, se trata de un proceso mediante el cual la informacién adquirida se
convierte en conocimiento, que es guardado para utilizarlo posteriormente, cuando

sea necesario (Solis y Lépez-Hernandez, 2009).

Estudios experimentales, asi como estudios clinicos realizados en humanos,
destacan entre las estructuras cerebrales relacionadas con la memoria; hipocampo,
talamo, amigdala del I6bulo temporal, cuerpos mamilares y al cerebelo, entre otras y,
respecto a la bioquimica, se enfatiza la participacion de diversos neurotransmisores,

entre los que destaca principalmente la acetilcolina.

[.1.1 Tipos de memoria

Existen diversos modelos de clasificacion de la memoria, aunque no hay uno
plenamente satisfactorio sobre la relacion entre los diversos sistemas cognitivos y

sus bases cerebrales.

Tipicamente suele dividirse a la memoria en funcion de su permanencia en el tiempo
en: memoria a corto plazo y memoria a largo plazo. Respecto a la naturaleza de lo
que se recuerda, segun el criterio de Larry Squire (2004), la memoria puede

distinguirse en declarativa o explicita y no declarativa o implicita.

La memoria declarativa, que se subdivide en memoria semantica (conocimiento
general) y episddica (autobiografica) depende del l6bulo temporal medial y de sus
proyecciones corticales, especialmente con la corteza prefrontal. Este tipo de
memoria se describe como el recuerdo consciente y muestra caracteristicas tales

como la dependencia del contexto, la rapidez de la adquisicién, la flexibilidad y la




complejidad representacional, lo que permite su estudio en modelos animales. En el
caso de los roedores, las tareas mas empleadas para estudiar la memoria declarativa
incluyen el reconocimiento de objetos novedosos con ensayo Unico y la navegacion
en los laberintos, siempre y cuando se base en representaciones complejas y
flexibles del contexto, siendo la busqueda de una plataforma oculta en el laberinto

acuatico la mas empleada (Squire, 2004).

Por su parte, la memoria no declarativa se define, por defecto, como aquella que no
cumple las condiciones mencionadas para la memoria declarativa, lo que en términos
concretos suele suponer aquella memoria que permanece preservada después de
dafio hipocampal. El término memoria no declarativa incluye, por tanto, una
diversidad de recuerdos, no necesariamente conscientes, adquiridos gracias a las
capacidades plasticas de los sistemas sensoriales, motores y emocionales que se
ponen de manifiesto de manera mas automatica, cuando las situaciones lo requieren.
Asi, las areas cerebrales que mas intervienen en esta memoria son los ganglios
basales que se relacionan con la ejecucion motora, asi como el cerebelo. En los
roedores se emplean tareas de aprendizaje asociativo (miedo condicionado,
evitacion activa y pasiva, condicionamiento aversivo gustativo, entre otras) y no-
asociativo (habituacion, sensibilizacién) para investigar este tipo de memoria (Squire,

2004).




I. 1. 2. El deterioro cognitivo

En el cerebro, y de manera especifica en la cognicion, el envejecimiento es un
proceso gque representa un continuo que puede ir desde la disminucion normal de las

funciones cognitivas hasta la pérdida progresiva y patoldgica de éstas.

La funcion cognoscitiva de los ancianos puede verse afectada por los cambios
propios del envejecimiento, pasando por el deterioro cognitivo leve (DCL) hasta la

demencia (Masoro y Austad, 2006; Petersen, 2003).

El DCL se define como queja de pérdida de memoria subjetiva, con el resto de las
funciones conservadas, con pruebas neuropsicolégicas 1.5 desviaciones estandar
por debajo de la media ajustada para edad y escolaridad (Petersen, 2003). Este
trastorno se encuentra relacionado con un incremento en el riesgo de desarrollar la
enfermedad de Alzheimer y usualmente representa una etapa muy temprana de la

misma.

De los pacientes con DCL, entre un 10 y un 15% por afo, evolucionan a enfermedad
de Alzheimer, mientras que solo un 1-2% de los pacientes de la misma edad sin DCL
evolucionan a enfermedad de Alzheimer (Kawas, 2003). Sin embargo, el DCL no so6lo
representa una etapa temprana o previa de la enfermedad de Alzheimer, ya que se
ha observado que, también puede ser el presagio de otros tipos de demencia

(Geldmacher y Whitehouse, 1996).




La demencia es un sindrome adquirido, con evolucién cronica, de deterioro en la
memoria y en al menos alguna otra funcion cognitiva (lenguaje, praxias, gnosias,
funcién ejecutiva) que afecta la realizacion de las actividades de la vida diaria (APA,

2000). La mas comun, es justamente, la enfermedad de Alzheimer.

I. 2. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) -denominada asi en honor a quien describiese el
primer caso, Alois Alzheimer- es el tipo mas frecuente de demencia (50-60 %) en la

poblacion de la tercera edad.

Se caracteriza por un déficit cognitivo y por algunos marcadores neuropatologicos,
tales como placas neuriticas extracelulares y marafias neurofibrilares intracelulares
(Figura 1). Normalmente, el primer sintoma patente es la pérdida de la memoria a
corto plazo, que progresa desde simples olvidos hacia una pérdida consistente de la
memoria a largo plazo y, finalmente, la parte mas devastadora de la enfermedad: la
pérdida de habilidades antes dominadas y la incapacidad de reconocer a las

personas mas cercanas (Gilman, 1997).

I. 2. 1. Aspectos clinicos de la enfermedad de Alzheimer

La EA es caracterizada por una disminucién progresiva, y en Ultima instancia
pérdida, de multiples funciones cognitivas, entre las que se incluyen el deterioro de la
capacidad para aprender nueva informacién o para recordar informacion previamente
aprendida y al menos alguno de los siguientes signos: pérdida de la capacidad de

comprension de palabras (afasia), pérdida de la capacidad para realizar tareas




complejas que implican la coordinacién muscular (apraxia), pérdida de la capacidad
de reconocer personas Yy utilizar objetos familiares (agnosia) y/o pérdida de la
capacidad para planificar, organizar y ejecutar las actividades normales (Castellani et

al., 2010).

Desafortunadamente, la EA es implacablemente progresiva, a pesar de todos los
tratamientos disponibles. El deterioro inicial de la memoria se convierte, a lo largo de
meses y afos, en desorientacion, disfuncién del juicio y de la personalidad, y
alteraciones en el habla, entre otros signos. Con el tiempo el enfermo pierde la
capacidad para cuidar de si mismo. Los pacientes con EA suelen vivir sus ultimos
meses y afios postrados en cama, a veces en un estado vegetativo, con Ulceras
sacras por decubito. La causa inmediata de muerte, en la mayoria de los pacientes,
es la neumonia, que se presenta como un final compasivo a una enfermedad
prolongada y tragica, que ha robado al paciente afectado su individualidad y dignidad

(Castellani et al., 2010).

I. 2. 2. Aspectos neuropatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer

La EA esta asociada con neurodegeneracion, que se caracteriza inicialmente por
dafo sinaptico, seguido por pérdida neuronal, principalmente en la neocorteza y el
sistema limbico, a lo que se atribuye la disfuncién cognitiva. Se acompafa por
astrogliosis, proliferacion microglial y la presencia de marafas neurofibrilares (MNF)

y placas neuriticas (PN) (Crews y Masliah, 2010).




Precisamente, las MNF y las PN (Figura 1) son las dos principales lesiones
neuropatologicas asociadas con la EA y las que definen el diagnostico, que

ineludiblemente es post mortem.

Las MNF consisten de neuritas distroficas y acumulaciones anormales de la proteina
Tau anormalmente fosforilada (hiperfosforilada) en el citoplasma de ciertas neuronas.
Pueden observarse al microscopio como agregados, que estan compuestos por
fibrillas entrelazadas, conocidas como filamentos helicoidales apareados, cuyo
principal componente estructural es la antes mencionada, proteina Tau, una proteina
de unién a microtdbulos, cuya funcién es mantener el citoesqueleto de la célula

neuronal, ademas de ayudar en el transporte de vesiculas y organelos.
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l Figura 1. Tincién de plata que revela la

‘ histopatologia caracteristica de la enfermedad de
Alzheimer. Se muestra en el centro la presencia de

0
una placa neuritica, la cual esta formada
principalmente por la acumulacion del péptido Ap.
Alrededor se puede observar la formacion de marafias
neurofibrilares, las cuales se acumulan en el interior
de la neurona mostrando la caracteristica forma de
‘ flama (Tomada de Campos-Pefia y Meraz Rios, 2006).

Las PN constan de un nucleo central del péptido amiloide beta (AB), un péptido de
40-42 aminoacidos que proviene de la proteina precursora del amiloide beta (PPA-B),

una glicoproteina integral de membrana cuya funcion hasta el momento no es clara,




aunque se sabe que puede participar como factor de crecimiento, mediador de
adhesion celular o regulador intraneural de calcio, entre otras funciones. El nacleo de
AB esta rodeado por procesos neuronales o neuritas anormalmente configurados,
células microgliales y astrocitos reactivos (Campos-Pefia y Meraz Rios, 2006; Perl,

2010).

I. 2. 3. Etiologia de la enfermedad de Alzheimer

Aungue se desconoce concretamente el origen de la enfermedad, se han postulado
varias hipotesis al respecto; la deficiencia del neurotransmisor acetilcolina, la
cascada amiloide o la hiperfosforilacion de Tau, que condicionan disfunciones del

sistema colinérgico (Herholz et al., 2008), son las mas aceptadas.

A la fecha, se han sumado multiples factores relacionados con el desarrollo de la EA:
la reaccion microglial (Farfara, et al., 2008; Mizuno, 2012) la afeccion de otros
sistemas de neurotransmisores -tal como el glutamatérgico- (Gazulla y Cavero-
Nagore, 2006), la neuroinflamacién (Rojo et al., 2008), el estrés oxidante (Nunomura
et al., 2007), el dafio mitocondrial (Fukui et al., 2008), la disfuncién metabdlica (Erol,
2008; Irving et al., 2009), las disfunciones hormonales (Tan et al., 2008; Henderson,
2009) e incluso factores infecciosos por virus o priones (Jayadev et al., 2011; Ashe y
Aguzzi, 2013), asi como factores alimentarios o contaminantes (Gu et al., 2010); sin

embargo, su relacion aun esta en debate.

Dada su relevancia en este estudio, haremos especial énfasis en la denominada

hipotesis colinérgica, que atribuye la patogénesis de la EA a disfunciones en el SNC,




particularmente en el sistema de la neurotransmision colinérgica. Estudios
neuroquimicos en el hipocampo y en la corteza cerebral de pacientes con EA han
demostrado una reduccion de los marcadores presinapticos para neuronas
colinérgicas, observandose una consistente disminucion de la actividad de la colina
acetiltransferasa (ChAT, por sus siglas en inglés), enzima encargada de la sintesis
de acetilcolina (ACh), lo que conduce a una marcada reduccion en la concentracion
del neurotransmisor, cuyo papel sobre la memoria se ha demostrado ampliamente

(Bartus et al., 1982; Whitehouse et al., 1982).

El déficit colinérgico observado en la EA es atribuido a la pérdida selectiva de
neuronas colinérgicas en el ndcleo basal de Meynert (nbM), el principal sitio de
inervacién colinérgica, cuyas neuronas poseen una elevada actividad de las enzimas
ChAT vy acetilcolinesterasa (AChE). Las neuronas del nbM proyectan hacia la
amigdala, el tAlamo, el hipotadlamo, el tallo cerebral, el bulbo olfatorio, el hipocampo,
la corteza entorrinal y la neocorteza, de tal manera que se halla en una posicién
critica para integrar la informacion de una gran variedad de fuentes subcorticales e
influir directamente sobre la corteza cerebral. De hecho, diversos estudios sugieren
que las vias colinérgicas basales, principalmente aquellas que proyectan hacia la
formacién hipocampal, juegan un papel importante en los procesos de memoria

(Whitehouse et al., 1982).




I. 3. Los desordenes del metabolismo energético

El metabolismo es un conjunto de multiples procesos celulares, los cuales regulan
tanto el almacenamiento de lipidos como la utilizacion de sustratos para asegurar
que haya disponible suficiente energia para las funciones vitales, frente a una
demanda continuamente cambiante de energia y la disponibilidad de alimentos
(Figlewicz, 2003; Gao y Horvath, 2007; Lam et al., 2009). Ocurre un
trastorno/desorden metabdlico cuando hay reacciones quimicas anormales que
interrumpen este proceso. Uno de los mas comunes desérdenes metabolicos, lo

representa la Diabetes mellitus.

I. 3. 1. La Diabetes mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico complejo, caracterizado por
hiperglucemia cronica, dada por un déficit en la secrecién y/o actividad de la insulina.
La hiperglucemia sostenida se manifiesta a través de varios sintomas y signos
caracteristicos, como son: sed excesiva (polidipsia), hambre excesiva (polifagia),
ganas muy frecuentes de orinar (poliuria), presencia de glucosa en orina (glucosuria),
fatiga o cansancio (astenia), pérdida de peso, presencia de cuerpos ceténicos en
sangre y orina (cetonemia y cetonuria, respectivamente), entre otros (Committee

Report, 2008).

Este desorden se ha asociado con complicaciones micro- y macrovasculares, entre
las que se incluyen la retinopatia, la nefropatia, la neuropatia y la enfermedad

cardiovascular (Li y Holscher, 2007). Aunado a ello, en décadas pasadas la DM ha
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recibido especial atencion por su impacto sobre el SNC, particularmente en relacion
con las disfunciones cognitivas (Brands et al., 2005). Se han asociado a la DM, los
primeros cambios cognitivos en el aprendizaje y la memoria (Strachan et al., 1997,

Awad et al., 2004).

I. 3. 2. Relacion entre la DM y la EA

Se ha postulado que la EA y la DM tienden a ocurrir conjuntamente. Los mecanismos
bioldgicos subyacentes que podrian vincular el desarrollo de la EA y la DM no se
conocen completamente. Sin embargo, un procesamiento anormal de proteinas,
alteraciones en la sefializacion de la insulina, la desregulacién del metabolismo de la
glucosa, el estrés oxidante, la formacion de productos de glicacion avanzada y la
activacion de vias inflamatorias, asi como el desarrollo angiopatico y citotoxico y la
induccion de apoptosis, son caracteristicas comunes a ambas enfermedades (Li y

Holscher, 2007; Sims-Robinson et al., 2010).

Algunos investigadores han tratado de identificar alguna(s) proteina(s) comun(es) a
ambas condiciones que pudieran sugerir un papel patogénico comun. Para tal efecto,
Sridhar y colaboradores (2006) realizaron un analisis in silico mediante el cual
determinaron que las colinesterasas (butirilcolinesterasa y algunas variantes de

acetilcolinesterasa) coexisten en la EAy en la DM.
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I. 4. Las colinesterasas

I. 4. 1. Generalidades

Las colinesterasas (ChEs) son enzimas que presentan una capacidad extraordinaria
para hidrolizar ésteres de colina, en comparacidn con otros sustratos. Los
vertebrados poseen dos tipos, codificadas por dos genes distintos, las cuales,
dependiendo de sus caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas se clasifican en:
acetilcolinesterasa (EC  3.1.1.7, acetilcolina  acetilhidrolasa, AChE) vy

butirilcolinesterasa (EC 3.1.1.8, acilcolina acilhidrolasa, BChE).

La AChE hidroliza a la acetilcolina mucho mas rapido que a otros ésteres de colina y
es mucho menos activa sobre la butirilcolina; la BChE hidroliza a la propionil- y
butirilcolina, pero también a la acetilcolina (Massoulié et al., 2005). Ambas enzimas
son irreversiblemente inhibidas por organofosforados y pueden distinguirse por su
reactividad con inhibidores especificos; el BW284C51 (dibromuro de 1,5-bis-
(alildimetilamoniofenil)-pentan-3-ona) inhibe fuertemente a la AChE, mientras que la
etopropazina, el iso-OMPA (tetraisopropil pirofosforamida) y el bambuterol reducen la
actividad de la BChE. La AChE, contrariamente a lo que sucede con la BChE, es

inhibida por exceso de sustrato.

Las ChEs son enzimas glicoproteinicas, que bien pueden estar unidas a la
membrana o libres en el espacio extracelular. Su heterogeneidad esta dada por
varias formas moleculares (Figuras 2 y 3) que pueden distinguirse por el numero de

subunidades cataliticas y los componentes adicionales de éstas, asi como por las

12



interacciones i6nicas o hidrofébicas, las caracteristicas de solubilidad y las
propiedades hidrodinamicas. Todas las formas moleculares de la BChE son
generadas a partir de un mismo transcrito, en tanto que, las formas enzimaticas de la
AChE estan especificadas por variaciones en un proceso de corte-empalme

alternativo (Rotundo, 1983; Soreq et al., 1989).

Los polipéptidos de las ChEs son sintetizados en el reticulo endoplasmico rugoso,
donde son glicosilados probablemente de una manera co-traduccional, es aqui
donde incorporan varias unidades del oligoglicano base (NAcGIc),(Man)q(Glc)s en
restos de Asn de secuencias Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (X: cualquier aminoacido
excepto prolina). Una vez ensambladas, las moléculas pasan por el aparato de Golgi,
donde adquieren residuos de oligosacaridos adicionales, en las cisternas medias se
incorporan residuos de N-acetilglucosamina y acido siélico, y la galatosa en la region

trans Golgi.

Las moléculas destinadas a permanecer unidas a la membrana son modificadas por
la adicibn covalente de glicofosfolipidos o por asociacion con otra cadena
polipeptidica hidrofébica. Posteriormente, son conducidas mediante vesiculas de
transporte a través de los microtibulos a la superficie celular o son secretadas al
medio extracelular. Cada forma molecular se ensambla por separado durante su
maduracién molecular y una vez ensambladas, son estables y no se interconvierten,
de modo que las enzimas unidas a la membrana celular no son precursoras de las

secretadas (Sanchez-Chavez y Salceda. 2008).
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Se ha establecido que la correcta glicosilaciéon de las formas moleculares de las
ChEs es importante para el ensamblado de las subunidades en oligdbmeros, para la
apropiada secrecion y para proteger a la enzima frente a la protedlisis (Cabezas-
Herrera et al., 1994; Vidal, 1996). Dada la importancia de la glicosilacién, se han
disefiado herramientas que facilitan su estudio, asi el uso de lectinas vegetales, ha
sido de gran utilidad; la union de concanavalina A (Con A), aglutinina de germen de
trigo (WGA) o de lenteja lens culinaris (LCA) a una glicoproteina particular aporta
evidencias indirectas de la presencia de manosa, N-acetilglucosamina o acido sialico,

0 manosa asociada a centros de fucosa, respectivamente.
I. 4. 2. El gen de la acetilcolinesterasa y la proteina codificada en la rata

En la rata, el gen Ache (nombre oficial) se encuentra en el cromosoma 12, en la
region g2 (en el humano el gene que codifica para la AChE se localiza en el
cromosoma 7, region g22). Tiene una longitud de aproximadamente 7kb y posee 6

exones y 4 intrones.

Dependiendo de la edicion alternativa en el extremo 3’ de los transcritos y de

modificaciones post-traduccionales, se originan tres variantes de AChE: T, Hy R.

El ARNm tipo AChE-T esta conformado por los exones E2-E3-E4 y E6 y la proteina
producto genera monémeros, dimeros y tetrdmeros anfifilicos (G.*, G, y G4*
respectivamente), tetrdmeros no anfifilicos (G4"%) y asociaciones hetero-
oligoméricas. Si los tetrAmeros se unen a la proteina transmembranal PRIMA (de

“Proline Rich Membrane Anchor”; anclaje membranal rico en prolina) se forman
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tetrAmeros capaces de insertarse en las membranas (PRIMA-G4") y si los tetrdmeros
se ligan a un tallo de tipo colagénico (ColQ), se generan las formas asimétricas A,
As y A1 -con uno, dos y tres tetrdmeros, respectivamente- (Dori y Soreq 2006,
Perrier et al., 2005, Deutsch et al., 2002). EI ARNm tipo AChE-H, contiene los exones
E2-E3-E4-E5 y codifica para dimeros anfifilicos Tipo | que poseen una estructura de
glucofosfatidilinositol (GPI) unida covalentemente (Soreq et al., 1990, Deutsch et al.,
2002). EI ARNm tipo AChE-R, no sufre corte y empalme luego del dltimo exén
codificador del dominio catalitico y, por tanto, posee el arreglo E2-E3-E4-14-E5-E6.
Ya que el extremo C-terminal de la forma R consta de 30 aminoacidos adicionales y
carece de residuos de Cys, las subunidades permanecen como monoémeros (Grisaru

et al., 2006; Sternfeld et al., 2000).

|
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I. 4. 3. Funciones de la proteina AChE

La funcion principal de la AChE es la eliminacion rapida de la acetilcolina un
milisegundo después de su liberacion en las sinapsis colinérgicas, finalizando la
transmision del impulso nervioso y facilitando el control temporal preciso de la
contraccion muscular (Katz, 1966; Nachmansohn y Naumann, 1975; Rosenberry,

1979).

Ademas, la AChE parece jugar un papel importante en el crecimiento axonal (Bigbee
et al., 2000), sinaptogénesis (Sternfeld et al., 1998a), adhesién celular (Bigbee y
Sharma, 2004) y migracion neuronal (Byers et al., 2005; Dori et al., 2005), funciones
independientes de la capacidad enziméatica para hidrolizar ACh (Soreq y Seidman,
2001) y mas relacionadas con la fuerte tendencia que muestran ciertos dominios

estructurales de las ChEs de interaccionar con otras proteinas.

La presencia de AChE en los progenitores de las células sanguineas, sent6 la base
de su posible participacion en los procesos de hematopoyesis y trombopoyesis

(Grisaru et al., 1999b; Lev-Lehman et al., 1997; Paoletti et al., 1992).

Asimismo, por su presencia en las estructuras histopatolégicas que se observan en
el cerebro de pacientes fallecidos con la EA, llevd a pensar que las ChEs estaban
implicadas en la agregacion del péptido AB o en la consolidacion de las placas

seniles.
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I. 4. 4. El gen de la butirilcolinesterasa y la proteina codificada en la rata

El gen Bche (simbolo oficial), en la rata, se halla en el cromosoma 2, en la regién q32
(en el humano el gen que codifica para la BChE se encuentra en el cromosoma 3, en

la regidn g26.1-g26.2). Lo constituyen alrededor de 70 kb y esta compuesto por 4

exones y 3 intrones.

Figura 3. Formas moleculares de
BChE. Se muestran las formas
monomérica (G,;), dimérica (G,) y
tetramérica (G4, que predomina en el
SNC). Se pueden apreciar los tipos de
unibn a membrana, mediante tallos de

B

La expresion del gene produce un solo transcrito, de tipo BChE-T. La proteina
codificada muestra diferentes formas moleculares, que incluyen monémeros (G,),
dimeros (G,) y tetrdmeros (G,4) solubles, ademéas de formas G, ancladas a la
membrana por la proteina PRIMA. También, se presentan formas asimétricas
ancladas a membrana por un triplete helicoidal de tipo colagénico. Tales formas
pueden incorporar de 1 a 3 tetrameros y son conocidas como A4 As Yy Ai,

respectivamente (Darvesh et al., 2003).
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I. 4. 5. Las funciones de la proteina BChE

Mientras el papel de la AChE en la neurotransmision colinérgica es bien definido, la
funcién fisiologica real de la BChE continda siendo desconocida. No obstante,
existen evidencias relacionadas con su abundancia en el plasma sanguineo, que han
sugerido su participacion en procesos de detoxificacion de: succinilcolina,
organofosforados y carbamatos, cocaina y algunas drogas anticonvulsivas (Reddy et

al., 1990; Cokugras, 2003).

Se ha sugerido que la elevada cantidad de BChE que circula libremente en el plasma
de los mamiferos ejerce una funcion protectora, bien hidrolizando agentes toxicos
ingeridos oralmente, o bien, eliminando a la ACh vertida a la sangre, con el fin de
prevenir acciones nicotinicas o muscarinicas no deseadas. A pesar de las
numerosas variantes alélicas de BChE en humanos, parece que la actividad BChE
no es imprescindible pues no se han observado anomalias fisioldgicas o cambios
patologicos en individuos deficientes o desprovistos de BChE (Grisaru et al., 1999;

Layer, 1995; Layer y Willbold, 1995; Soreq et al., 1994; Soreq y Seidman, 2001).

I. 4. 6. Las colinesterasas en la EA

Se ha sugerido que las ChEs podrian participar en el proceso patologico de la EA. A
este respecto, se ha informado que la presencia de las ChEs en el cerebro de
pacientes con esta enfermedad no se limita a los elementos neurales normales, sino
que se detectan elevadas actividades de AChE y BChE en las PN y las MNF,

mismas que pueden ser histoquimicamente demostrables (Ciro et al., 2012).

18



La BChE podria modificar el riesgo a desarrollar EA, por si sola 0 en sinergia con la
apolipoproteina E -alelo épsilon 4- (apoE-¢4). Su participacién, también se sugiere
por su presencia en las PN encontradas en cerebros con demencia y por su

localizacion en las MNF caracteristicas de la EA (Raygani et al., 2004).

Ademas, pacientes con la variante K de la BChE (variante polimérfica derivada de
una mutacion puntual que resulta en una reduccion de la actividad enzimética),
tienen propensién a formar hojas 3, que pueden estar relacionadas con la formacién

de agregados del AB (Johansen et al., 2004).

Por otro lado, la proteina AChE parece potenciar la agregacion del AB y la toxicidad
de tales agregados. Tal parece, que la actividad incrementada de la AChE es
atribuida a niveles elevados de homocisteina, los cuales son correlacionados con
problemas neurolégicos; esta hiperhomocisteinemia conduce a apoptosis neuronal,
presumiblemente por induccion de estrés oxidante y/o estrés de reticulo

endoplasmico (Stefanello et al., 2005; Sharma et al., 2006).

I. 4. 7. Las colinesterasas en los desdrdenes energéticos

En la DM, la actividad BChE parece estar involucrada, ya sea por medio de la
formacién de fibrillas amiloides o mediante la modificacion de otros factores de riesgo
como la resistencia a la insulina. Las fibrillas amiloides en los islotes pancréaticos
producen exceso de radicales superéxido, peroxidacion lipidica e inactivacion de

oxido nitrico, contribuyendo a la apoptosis de las células B (Johansen et al., 2004).
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En sujetos diagnosticados con resistencia a la insulina, establecida a través de una
curva de tolerancia a la glucosa oral y el contenido de insulina en suero, se
determinaron valores significativamente mayores en la actividad de BChE sérica,
respecto a sujetos sanos. La hiperinsulinemia se ha correlacionado con una
estimulacién de la lipogénesis. A este respecto, se ha propuesto que la BChE
participa en el metabolismo de lipidos como modulador de las dislipidemias y del SM
(Krnic y Bradamante, 1997). Ademas, en sueros de pacientes con hiperlipemias y
DM se han determinado niveles superiores de actividad BChE comparados con
sujetos sanos, observandose una correlacion positiva entre los niveles de colesterol
total y una correlacién negativa con las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Kutty et
al., 1981; Rustemeijer et al., 2001; Sridhar et al., 2002; Alcantara et al., 2005; Randell

et al., 2005).

En ratas diabéticas por la administracion de estreptozotocina, se ha determinado un
aumento en la actividad de AChE en islotes de Langerhans, en el tejido exocrino de
pancreas, en comparacion con los animales control (Rao et al.,, 2007), y en otro
modelo de roedor diabético, se ha informado un aumento y alteraciébn en el
ensamblado de estructuras poliméricas (Sanchez-Chavez y Salceda, 2000; Sanchez-

Chavez y Salceda, 2001).
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IIl. ANTECEDENTES

Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado una asociacion entre la DM y la EA.
Estas enfermedades muestran caracteristicas clinicas y bioquimicas que sugieren
mecanismos patogénicos comunes. Ambas condiciones presentan amiloidosis, que
se caracteriza por agregados de proteinas fibrilares: amilina en los islotes
pancreaticos con DM tipo 2, que se asocian con pérdida de células pancreaticas, y
AB y marafas neurofibrilares en el cerebro de pacientes con EA, que son asociados

con pérdida neuronal (Go6tz et al., 2009).

Un estudio historico de cohortes estima que el riesgo de desarrollar EA incrementa
tras el comienzo de la DM en el adulto (Leibson et al., 1997). Un estudio longitudinal
de sujetos de edad avanzada, sin demencia al inicio del estudio, demuestra que el
riesgo relativo de presentar la EA entre las personas con DM es de 1.3 veces mayor
(Luchsinger et al., 2001). En un estudio de una comunidad de personas mayores de
75 afnos, libres de demencia, la DM fue asociada con el desarrollo subsiguiente de la

EA (Qiu et al., 2005).

Respecto a modelos animales, algunos estudios han demostrado que la induccién de
DM en ratones conduce a la aceleracion en la neuropatologia tipo Alzheimer. El
aumento en el nivel de AR, el numero de placas AB inmunorreactivas, la actividad de
la glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK-3pB), y el grado de fosforilacion de la proteina
tau, todos factores que contribuyen a la neurodegeneracion y pérdida neuronal en la

EA, fueron evidentes en los ratones transgénicos después de la induccion
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experimental de DM tipo 1. Por el contrario, la induccion de DM tipo 2 no hizo
aumentar los niveles de AB en los cerebros de ratones transgénicos que desarrollan
la EA, aunque el desarrollo de la DM produjo el inicio temprano de la disfuncién

cognitiva (Jolivalt et al., 2010; Takeda et al., 2010).

Tras diversos estudios efectuados, la relacion entre la DM y la EA, adn no esta
completamente esclarecida. No obstante, como ha sido descrito en parrafos
anteriores, pacientes con DM pueden desencadenar una serie de eventos que
conduzcan al desarrollo de la EA, eventos que pueden relacionarse con la pérdida de
la funcionalidad de las colinesterasas. Asi pues, una visibn complementaria, que
vincule el desarrollo de desérdenes metabdlicos con anomalias en la sintesis,
procesamiento post-traduccional y funcién de las colinesterasas, en sujetos con

trastornos cognitivos, podria brindarnos un panorama mas general de la situacion.
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l1l. JUSTIFICACION

En nuestro pais, la poblacion aproximada de personas con DM asciende entre 6.5y
10 millones, segun datos de la Federacion Mexicana de Diabetes (FMD); mas aun,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que para el afio 2025
habra un aumento del 100% de la incidencia mundial de este desorden. En pocos
afios nuestro pais pasara de ocupar el noveno lugar mundial en la prevalencia de

diabetes para alcanzar la séptima posicion.

Segun la Asociacion Mexicana de Alzheimer y Enfermedades Similares (AMAES) se
estima que en México hay 350,000 - 600,000 personas que padecen EA y para el

afo 2025 el numero de afectados podria rebasar el millén.

Dado el aumento estimado de la incidencia de EA y DM en los proximos afos y
teniendo en cuenta, que el deterioro cognitivo parece ser una complicacion asociada

con la diabetes, la relacion entre ambas patologias resulta preocupante.

Se han postulado una gran variedad de mecanismos que pueden tener un papel
fisiopatogénico comun en la DM y en la EA, por ejemplo, anomalias metabdlicas que
confieren resistencia a insulina (dislipidemia e hipertension) o la hiperglucemia per
se, que perturban la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria. No obstante,
aun son necesarios estudios especialmente dirigidos a conocer con mas exactitud la

relacion entre la diabetes y el deterioro cognitivo.

Segun la “hipdtesis colinérgica” sobre la etiologia de la EA, ésta obedece a un déficit

colinérgico por disminucion del neurotransmisor ACh. En este sentido, el estudio de
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las colinesterasas resulta interesante, ya que, si bien son pocos los estudios
realizados a este respecto, éstos, resaltan su importancia no sélo como posibles

blancos terapéuticos sino como marcadores tempranos del desarrollo de DM y EA.
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IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Existe una relacion reciproca entre el desarrollo de desérdenes del metabolismo

energético y de disfunciones en la memoria debido a un funcionamiento anormal de

las colinesterasas?

¢Podrian propiciar las alteraciones en la memoria, desdrdenes en el metabolismo

energeético?
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V. HIPOTESIS

Los desordenes en el metabolismo energético representan un factor de riesgo para el
desarrollo del deterioro cognitivo, pudiendo ser las colinesterasas el factor comun a
ambas patologias; entonces, si disminuimos la actividad colinérgica, por destruccion
de neuronas colinérgicas en el hipocampo, generando asi un modelo animal que
manifieste disfunciones en la memoria, es posible que esos animales también tengan

una mayor probabilidad de desarrollar desérdenes en el metabolismo energético.
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VI. OBJETIVOS

VI. 1. Objetivo general

Establecer en un modelo de rata Wistar la asociacion entre el déficit colinérgico, las

disfunciones de la memoria y el metabolismo energético.

VI. 2. Objetivos particulares

v' Conocer si existen diferencias en la funcién cognitiva en ratas con déficit
colinérgico respecto a la funcion en ratas sanas.

v' Determinar los cambios en parametros bioquimicos en plasma de ratas con déficit
colinérgico respecto a ratas sanas.

v’ Identificar si la actividad enzimatica de AChE y BChE en cerebro y plasma de
ratas con déficit colinérgico es alterada respecto a la actividad en ratas sanas.

v Establecer posibles diferencias en los patrones de glicosilacién de la AChE vy

BChE en cerebro y plasma entre ratas con déficit colinérgico y ratas sanas.
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VIl. METODOLOGIA

VII. 1. Animales de experimentacién

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (Rattus novergicus albinus) con un
peso de 280-350 g (4 meses de edad). Los animales fueron criados en el bioterio de
la UAM-Iztapalapa y mantenidos con alimento y agua ad libitum, y con un ciclo de
luz/oscuridad invertido (12/12 hrs). Los procedimientos de manutencion vy
experimentacion se siguieron segun las especificaciones de la NOM-062-Z0O0-1999

para el uso de animales de laboratorio.

Se utilizaron seis grupos de animales (n=3) (Figura 4). A todos los animales, se les
registr6 semanalmente: consumo de alimento y agua, asi como el peso corporal,

durante 4 meses.

Figura 4. Esquer_na de dl_strlbumon de los ST
grupos de trabajo. La mitad de los grupos DIETA NORMAL GRASAS
fue alimentada con una dieta normal §
(Chow) y el resto con una dieta alta en
grasas, adicionada con 30% (P/P) de CONTROL CONTROL
manteca y 8% (P/_P) de_ sacarosa. Los B (CIN) | (CIG)
controles permanecieron intactos durante
todo el estudio. ElI grupo sham, Ilo
constituyeron anlmales_ ~ Que fueron SHAM SHAM
opgra}do_s, pero no reC|b|e_ron la toxina (SIN) (S/G)
colinérgica. Los animales lesionados fueron
aquellos a los que se les indujo deterioro
cogn_ltlvo provocap(_jo una lesion colinérgica LESIONADOS LESIONADOS
medlgnte la ad[nl_nlstramon del AF64A por (LN) (L/G)
cirugia estereotéaxica. |
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VII. 2. Induccién experimental de deterioro cognitivo

El deterioro cognitivo fue inducido mediante la administracion intrahipocampal (ih) de
AF64A (ion aziridinio de etilcolina). EI AF64A es una neurotoxina colinérgica
presinaptica selectiva, que en inyeccion intracerebral en ratas induce la hipofuncién
colinérgica persistente, que imita la deficiencia colinérgica cortical y del hipocampo y
el deterioro cognitivo observado en la enfermedad de Alzheimer, proporcionando un

buen modelo de estudio.

La droga fue administrada mediante cirugia estereotaxica en la region CAl del
hipocampo (bilateralmente), bajo las siguientes coordenadas: Antero-posterior (AP): -
4.2 mm, Medial-lateral (ML): +/- 4.0 mm y Dorso-ventral (DV): - 3.3 mm, a partir de
Bregma (Figura 5), segun el atlas de Paxinos y Watson (1998). Los animales a los
gue se les indujo deterioro cognitivo fueron inyectados con AF64A (6 nmoles por
cada lado), en tanto que los animales Sham recibieron una inyeccién de solucién

salina.

VII. 2. 1. Procedimiento quirurgico: Estereotaxia

Previo a la cirugia, las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal (ip) con una
mezcla de ketamina (70%) y xilacina (30%) (1 ml/kg de peso corporal). Una vez
anestesiado el animal, se colocO en un instrumento esterotaxico y se fijo

perfectamente el craneo en los planos vertical y horizontal.

Luego de colocado el animal y siguiendo los procedimientos quirdrgicos asépticos

necesarios, se realizé una incisién longitudinal sobre la piel que cubre al craneo,
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desde la comisura anterior de los ojos hasta el inicio de la musculatura del cuello. Se
retird el periostio y se expuso la calota. Se prosiguié a la localizacion del punto

Bregma y se calcularon las coordenadas correspondientes.

Figura 5. Vista dorsal del craneo de una
rata Wistar. Se muestran los dos principales
puntos de referencia utilizados para calcular
coordenadas estereotaxicas. Se destaca
Bregma (flecha), punto de coincidencia de
las suturas interparietal y frontoparietal,
utilizado como referencia en este trabajo
(Tomada de Paxinos y Watson, 1998).

Una vez localizadas las coordenadas y mediante una fresa de corona esférica, se
perforé la calota craneal hasta dejar expuesta la duramadre. Con ayuda de una
jeringa Hamilton se inyectaron 2 ul de AF64A, en cada hemisferio cerebral, a una

velocidad de 0.5 pl/min.

Finalmente, la incision fue suturada y los animales se mantuvieron en recuperacion

durante dos semanas.
VII. 3. Evaluacion de la funcion cognitiva
VII. 3. 1. Capacidad olfatoria

Los animales fueron colocados individualmente en una jaula (25 x 50 x 15 cm) con
aserrin limpio cubriendo el suelo. En cada prueba fue colocado en un sitio estratégico

un trozo de manzana (5 mm?®), escondida bajo el aserrin. La prueba tuvo una
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duracion de 3 min y se registro el tiempo que el animal tomé para encontrar la

manzana.

VII. 3. 2. Reconocimiento de objetos

Antes de comenzar y con el fin de que los animales reconocieran el nuevo espacio,
éstos fueron habituados en la caja donde posteriormente fue realizada la prueba. La
habituacién se llevé a cabo por 3 dias, durante los cuales, cada uno de los animales
fue colocado dentro de la caja durante un periodo de 5 min. Entre cada animal, la

caja fue perfectamente desodorizada con alcohol.

La sesion de prueba constd de cuatro fases: tres de muestra y una de prueba, con
una duracion de 3 min cada una. Entre cada fase el animal fue devuelto a su jaula y
tanto la caja como los objetos utilizados se limpiaron minuciosamente con alcohol
para evitar olores que pudieran interferir con la prueba. Durante las fases de
muestra, cada animal fue colocado en la caja con cuatro objetos (hallados sobre el
piso de la caja, al centro de la misma y equidistantes entre ellos) y se midié el tiempo
en que el animal invirti6 explorando cada uno de los objetos. En la fase de prueba
uno de los objetos fue sustituido por otro de un material distinto, que fue colocado en
la misma posicién que el objeto anterior. Al igual que en las fases de muestra, fue
medido el tiempo de exploracion de cada objeto. Cada fase fue realizada a intervalos
de 1 hora. La prueba se considerd satisfactoria si el animal empleaba mas tiempo

explorando el objeto novedoso.
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VII. 3. 3. Laberinto acuéatico de Morris

Se llevé a cabo en una piscina circular (de plastico) de 180 cm de didmetro y una
altura de 30 cm, llena de agua (a 25°C), tefilda con pintura blanca. La piscina se
dividié en cuatro cuadrantes, en uno de los cuales (cuadrante suroeste) se situé una
plataforma de 15 cm de diametro, sumergida aproximadamente 1 cm por debajo de
la superficie del agua. La piscina fue rodeada con 4 sefales extra-laberinto para

ayudar a localizar la meta invisible.

La fase de aprendizaje consistio en 4 ensayos por dia, durante 4 dias (4 sesiones).
En cada uno de los ensayos de la sesion, el animal se introdujo en una posicion de
comienzo distinta, partiendo cada vez desde uno de los cuatro puntos cardinales
(Figura 6). En dichos ensayos se introdujo al animal con el hocico apuntando hacia
las paredes de la piscina y se permiti6 al animal nadar durante 60 s, para que
buscara la plataforma; en caso de no encontrarla, se guio al animal hacia la
plataforma y se coloco en ella 30 s. Se consideré que un animal habia encontrado la
plataforma cuando permanecié en ella al menos 10 s. Luego de cada ensayo, se
mantuvo al animal durante un tiempo de 30 s en la plataforma (periodo inter-ensayo),
antes del comienzo del siguiente ensayo. Una vez finalizados los ensayos, y tras un
periodo de secado, los animales fueron devueltos a sus jaulas. El parametro a
evaluar en cada ensayo fue la latencia de escape, es decir, el tiempo que tardaron
las ratas en encontrar la plataforma y subir en ella. Luego de la fase de aprendizaje,

se realizdé una prueba final de retencién, sin plataforma, durante 60 s. El parametro
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gue se analizé en esta fase fue el tiempo de permanencia de las ratas en cada uno

de los cuatro cuadrantes en los que se dividi6 la piscina.

Figura 6. Representacién esquematica del ' AN
laberinto acuatico de Morris. Se muestran los / \

cuadrantes en los que fue dividida la piscina, la
posicion de la plataforma de escape (circulo) y las
posiciones en las que colocé al animal al comenzar

cada uno de los ensayos de la sesion (flechas).

VII. 3. 4. Condicionamiento aversivo al sabor

Se emple6 sacarina comercial al 0.1% (P/V) como sabor utilizado como estimulo
condicionado y una inyeccion ip de LiCl 0.2 M como el agente inductor de malestar,

es decir, el estimulo no-condicionado.

El dia 1 los animales fueron privados de agua. Durante los dias 2-5 los animales
fueron entrenados para tomar su racion diaria de agua; se le ofrecié a cada animal
un bebedero con 100 ml de agua un lapso de 10 min, dos veces al dia, registrando
la cantidad de agua ingerida. El dia 6 fue el de condicionamiento, los animales
recibieron un bebedero con la solucién de sacarina y se les permitié6 beber durante
10 min; 20 min mas tarde los animales fueron inyectados con LiCl (7.5 mL/kg). En los
dias 7-9 los animales recibieron dos bebederos: uno con agua y otro con la solucién
de sacarina. Se permitié a los animales beber durante 10 min, dos veces al dia y se

medio la cantidad que consumieron de cada solucion.
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VII. 4. Determinacidon de parametros bioquimicos

Al finalizar el experimento se cuantificaron los contenidos de colesterol, colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), triacilglicéridos, y las actividades
enzimaticas de GPT (Transaminasa glutamico-pirtvica, también conocida como
ALAT: Alanina aminotransferasa), GOT (Transaminasa glutdmico-oxalacética,
también denominada ASAT: Aspartato aminotrasferasa) y GGT (y-glutamil
transpeptidasa), mediante el uso de tiras reactivas que se leyeron en un aparato

Reflotron® Plus (Roche, México).

Se realizé una curva de tolerancia a la glucosa (CTG), para lo cual se administré a
cada animal 2 g/Kg de peso de glucosa (dextrosa anhidra pura) por via intragastrica
y se valoré la glucemia a los tiempos 0 (antes de la administracion de glucosa), 30,
60, 90 y 120 min (después de la administracion de glucosa), usando un glucémetro

Accuchek Performa (Roche).

Para todas las pruebas se utilizd6 sangre extraida de la vena caudal de la rata.
Cuando lo requirié la prueba, la sangre fue procesada para obtener suero o plasma;
las muestras fueron centrifugadas a 3,500 rpm durante 15 min (Eppendorf, E.U.A.).

El anticoagulante utilizado fue EDTA 0.5 mM disuelto en NaCl 154 mM.
VII. 5. Extraccién de colinesterasas por un método secuencial

Para la extraccion de las colinesterasas se emplearon aproximadamente 100 mg de
hipocampo en peso humedo (previamente perfundido). Las muestras fueron

homogenizadas en 10 volimenes de amortiguador HEPES salino (HEPES 15 mM,
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NaCl 1 M, MgCl, 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 3 mM, pH 7.5), con una mezcla de
antiproteasas al 10% p/V del amortiguador. El homogenado inicial fue centrifugado a
100,000 x g durante 1 h a 4°C, para separar AChE y BChE solubles o débilmente
unidas a las membranas. Se recuperd el sobrenadante (al que en lo sucesivo se
denominara S;) y el precipitado se homogenizé en amortiguador HEPES salino con
Triton X-100 al 1% V/V. Esta suspension se centrifugo (bajo las mismas condiciones
con las que se obtuvo la fraccidn S;) para obtener la enzima ligada a las membranas
en el sobrenadante (S,). Posteriormente, se determiné la actividad de AChE y BChE

en las dos fracciones de la extraccion.
VIl. 6. Medicién de la actividad enzimatica

La estimacion de la actividad colinesterasica fue determinada mediante el método de
Ellman y colaboradores (1961), adaptado a un microensayo (Campoy, 1992). Se
utilizaron placas de microtitulacion con 96 pocillos de 400 ul. EI medio de reaccion
contenia amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.5 con &cido ditiobenzoico (DTNB)
0.39 mM, ioduro de acetil- o butiriltiocolina 1 mM, y el inhibidor correspondiente: Iso-
OMPA 50 puyM o BWwW284C51 10 puM, para actividad de AChE y BChE,
respectivamente. Para un volumen final de 275 ul, se depositaron en cada pocillo: 25
pul de muestra, 225 pl del medio de reacciéon (incubacion de las muestras con los
reactivos durante 20-30 min (para eliminar las interferencias de DTNB con los grupos

tioles de las proteinas), y la reaccion se desarroll6.
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El cambio de absorbancia, debido a la hidrdlisis espontanea del sustrato, fue
valorado en varios pocillos “blanco”, a los que se les afiadié el amortiguador de
fosfatos en lugar de muestra. La reaccién fue iniciada cuando se afiadieron 25 pl de
analogos de los sustratos a 11 mM (acetiltiocolina o butiriltiocolina, segun fuera el
caso) e inmediatamente, después se realizo la lectura de la placa, que correspondi6
al tiempo cero, seguida de varias lecturas mas a diferentes tiempos, mientras se

desarroll6 la reaccion.

La actividad AChE o BChE representaron los micromoles de tiobenzoato (TNB)
producidos en una hora, por mililitro de muestra (U= pymol/h/ml). El valor anterior se
empled para calcular la actividad especifica que represento, el nimero de unidades

de enzima AChE o BChE por miligramo de proteina (U/mg).

VII. 7. Cuantificacion del contenido de proteinas totales

La cantidad de proteinas totales se estimé6 por el método de Bradford (1976), que se
basa en la union del colorante a las proteinas. Este método implica la unién de Azul
brillante de Comassie G-250 con los residuos de aminoacidos de Arg y en menor
grado con residuos de His, Lys, Tyr, Trp y Phe de la proteina, que provoca un cambio
en el maximo de absorbancia del colorante desde 465 a 595 nm. El azul brillante de
Comassie G-250 existe en dos formas con dos colores diferentes rojo y azul, siendo
la forma roja la que se convierte en azul al interaccionar con las proteinas. La

intensidad del color es proporcional con el contenido de proteina.
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Para valorar el contenido de proteinas, se elaboraron dos rectas patrén a partir de
una solucién de albumina de suero bovino (BSA, siglas en inglés): 5 ug/10 mly 28.2
Hg/10 ml. Se repartieron voliumenes de 0, 2, 4, 8, 10 ul y se completaron a 10 pl con
agua desionizada. Los voliumenes de muestra, los cuales fueron diluidos a 1:10,
fueron de 10 ul. Cada muestra se prepar6 por tetraplicado. Se agrego a las muestras

200 pl del reactivo de Bradford, esperando 5 minutos para leer a 595 nm.

VII. 8. Analisis de incorporacion de carbohidratos por interaccion con lectinas

Las fracciones extraidas de la region hipocampal de las ratas se incubaron con
lectinas de distinta especificidad inmovilizadas en un soporte de tipo agarosa durante
18 h a 4 °C, en agitacion constante, en una relacion de 2 volimenes de muestra por
1 volumen de matriz. Los complejos lectina-colinesterasa formados se separaron por
centrifugacion a 10,000 x g por 5 min y, enseguida, en los sobrenadantes, se
determinaron las actividades de AChE y BChE. Se utiliz6 la matriz Sefarosa-4B como
control de enzima de union inespecifica. El porcentaje de interaccion se calculd
comparando con la actividad del control negativo y la estimada en los sobrenadantes

(no-ligada), tras la interaccién con las lectinas.
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VII. 9. Anélisis estadistico

Los parametros fisioldgicos y bioquimicos se analizaron con un andlisis de varianza

(ANOVA), seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

La funcidon cognitiva fue analizada mediante un ANOVA de medidas repetidas,
seguido de la prueba post-hoc de Newman-Keuls (para el reconocimiento de objetos)

0 LSD de Fisher (para el laberinto acuético de Morris y el CAS).

La actividad colinesterasica, asi como la interaccion con lectinas fueron analizadas
con un ANOVA de una (para las muestras de plasma) o dos vias (para las muestras

de hipocampo), seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni

El nivel de confianza en todos los casos fue igual o mayor al 95% (p<0.05).
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VIll. RESULTADOS

VIII. 1. Lesion en el hipocampo

Para establecer las coordenadas estereotaxicas precisas de la region CALl del
hipocampo y confirmar la administracion adecuada del AF64A, se inyecto el

colorante azul de metileno para corroborar el sitio de lesion.

En la Figura 7A se muestra un corte coronal de cerebro de rata en la que se resalta
en color azul, la region CAl del hipocampo correspondiente el sitio de inyeccion
Sobre el corte de cerebro se halla superpuesto un mapa estereotaxico, para verificar

el sitio de lesién. El detalle del mapa estereotaxico se observa en la Figura 7B.

Figura 7. Region lesionada en el hipocampo de rata. (A) Localizacion del sitio de
administracion de la droga AF64A en la region CAl del hipocampo de rata, tefiida con azul
de metileno. (B) Mapa estereotaxico de un corte transversal de cerebro de rata donde se
resalta (flecha naranja) la regién CA1 del hipocampo (Tomado de Paxinos y Watson, 1986).
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VIII. 2. Determinacién de parametros fisioldégicos

Con base en los resultados obtenidos, se muestra que no hubo diferencias
significativas en los pesos registrados de los animales mantenidos en las diferentes
condiciones experimentales y los grupos controles (Figura 8A). A pesar de que los
animales alimentados con dieta alta en grasa, consumieron una menor cantidad de

alimento comparados con los grupos control y sham (Figura 8B).

En cuanto a la ingesta de agua, no hubo diferencias significativas en los grupos

estudiados (Figura 8C).
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Figura 8. Pardmetros fisiol6gicos. (A) Ganancia de peso por dia (B) Consumo diario de
alimento (C) Consumo diario de agua. Las barras representan el promedio (n=3) + EEM.
C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta
normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G:
Lesionado con dieta alta en grasas. *p<0.05
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VIII. 3. Determinacién de parametros bioquimicos

En cuanto al perfil lipidico en suero, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio, encontrandose niveles normales de

colesterol total, C-HDL vy triacilglicéridos (Figura 9A).
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Figura 9. Parametros bioquimicos. (A) Perfil lipidico (B) Transaminasas séricas (C) Curva
de tolerancia a la glucosa. Las barras representan el promedio (n=3) + EEM. C/N: Control
con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G:
Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta
alta en grasas. COL: Colesterol, C-HDL: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad,
TRI: Triacilglicéridos. GPT: Transaminasa glutamico-pirivica (ALAT), GOT: Transaminasa
glutdmico-oxalacética (ASAT), GGT: y-glutamil transpeptidasa *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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La evaluacion de las transaminasas mostré una disminucion estadisticamente
significativa en la enzima GOT (ASAT) en los animales que recibieron AF64A,
respecto a los niveles encontrados en los animales sham y control; ademas se
encontré un aumento significativo en los animales lesionados que fueron alimentados
con una dieta alta en grasas, respecto al grupo correspondiente con dieta normal
(Figura 9B). No se encontraron cambios estadisticamente significativos en los niveles

de GPT (ALAT) ni de GGT.

Finalmente, a pesar de que todos los animales estudiados se encontraron normo-
glucémicos, es claro que la lesiéon colinérgica produjo una alteracion en el
metabolismo de glucosa. En la Figura 9C se puede apreciar que los animales control
con dieta normal, muestran una curva normal de tolerancia a la glucosa, es decir,
puede apreciarse el pico caracteristico a los 30 minutos -tras la administracion
intragastrica de glucosa- y un posterior descenso progresivo hacia las dos horas
post-carga, lo que no logra observarse en los animales lesionados, en cuyo caso el
pico glucémico maximo se alcanza a los 90 minutos posteriores a la administracion.
La dieta alta en grasas es capaz de alterar la curva de tolerancia a la glucosa, lo que
resulta ser mas evidente en el grupo control. No obstante, sélo se encontrd diferencia
estadisticamente significativa a los 30 minutos posteriores a la administracion de
glucosa, entre los animales lesionados y aquellos pertenecientes al grupo control

(con dieta normal).
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VIII. 4. Evaluacion de la funcidon cognitiva
VIII. 4. 1. Capacidad olfatoria

Los resultados indican que todos los animales estudiados mantienen intacto su
sistema olfatorio (Figura 10), ya que en los diferentes grupos, los animales fueron
capaces de encontrar la manzana escondida en el tiempo estipulado; esto nos
garantiza que los resultados subsiguientes sean efecto propio de alteraciones en la

memoria y no en su principal sistema sensorial: el olfato.
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Figura 10. Capacidad olfatoria. Las barras representan el promedio (n=6) + EEM.

VIIl. 4. 2. Reconocimiento de objetos

Se evaluo la tarea de reconocimiento de objetos en los diferentes grupos de estudio.
En la Figura 11 se observa la habituacion a los objetos en las fases de muestra, lo
gue se refleja en un menor tiempo de exploracion de los objetos a lo largo de tales

fases. Luego de la sustitucion de un objeto por el objeto novedoso (objeto 3, en la
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fase de prueba), tanto los animales control (con cualquiera de las dietas) como los
sham (con dieta normal, unicamente) lograron reconocer este Ultimo como nuevo y
emplearon un tiempo significativamente mayor explorandolo, no asi los animales
lesionados, que en la fase de prueba no logran discriminar entre objetos familiares y
el novedoso, mostrando mayor interés por uno de los objetos conocidos, sugiriendo
una pérdida de la memoria a corto plazo, particularmente de la memoria episodica

que se evalla en esta prueba.
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Figura 11. Reconocimiento de objetos. Las barras representan el promedio (n=3) + EEM.
C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta
normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G:
Lesionado con dieta alta en grasas. M1-M3: Fases de muestra; P: Fase de prueba;
***n<0.001
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VIII. 4. 3. Laberinto acuético de Morris

El laberinto acuatico de Morris permitié evaluar el aprendizaje y la memoria especial,
donde fue notable que los animales a los que se les administré la neurotoxina
colinérgica, asi como los animales sham alimentados con una dieta alta en grasas,
mostraron un deterioro en el aprendizaje espacial. Los animales lesionados
generaron una pendiente poco pronunciada al valorar la latencia de escape, es decir
muestran una limitada capacidad de aprendizaje espacial; por el contrario, ambos
grupos control y el grupo sham con dieta normal, exhiben un aprendizaje espacial
estadisticamente significativo tras cuatro sesiones en el laberinto acuatico de Morris

(Figura 12).
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Figura 12. Aprendizaje espacial, evaluado en el laberinto acuatico de Morris. Los puntos
representan el promedio de cuatro ensayos (n=3) + EEM. C/N: Control con dieta normal,
C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con dieta alta
en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en grasas.
*p<0.05
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No obstante el mejor aprendizaje de los animales control, en la prueba final de
retencion (sin plataforma de escape), no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (Figura 13). Cabe sefalar que ninguno de los grupos
de animales se mantuvo en el cuadrante blanco, es decir, en aquel donde
anteriormente se hallaba la plataforma de escape, sino que emplearon mas tiempo

nadando en torno a uno de los cuadrantes adyacentes.
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Figura 13. Memoria espacial, evaluada en el laberinto acuatico de Morris. Las barras
representan el promedio (n=3) + EEM. C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta
alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N:
Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en grasas. B* representa el
cuadrante blanco.
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VIIIl. 4. 4. Condicionamiento aversivo al sabor

Se llevé a cabo el paradigma conductual de condicionamiento aversivo al sabor.
Donde se observld, que Unicamente los animales control, alimentados con una dieta
normal, se condicionaron ante el sabor aversivo, manifestandose mediante la
disminucién en el consumo de sacarina; ninguno de los grupos restantes revela este

tipo de aprendizaje (Figura 14).
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Figura 14. Condicionamiento aversivo al sabor. Los puntos representan el promedio (n=3)
+ EEM. C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con
dieta normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G:
Lesionado con dieta alta en grasas. *p<0.05
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VIII. 5. Determinacién de la actividad de las colinesterasas en hipocampo

Se estimo la actividad enzimética en hipocampo en las fracciones solubilizadas sin

detergente (S;) y con Triton X-100 (Sy).

Cabe destacar, inicialmente, que se encontré una mayor actividad de AChE que de
BChE (Figura 15), confirmando informes previos de la distribucion de las enzimas en

el cerebro de mamiferos.

El analisis de las fracciones de la AChE mostré que la fraccion de enzima anclada a
la membrana, presenta una mayor actividad que la fraccion enzimatica débilmente
unida, concordando con el hecho de que el transcrito AChE-T es el mayormente
expresado en cerebro (y el que expresa las formas asimétricas). Este mismo
comportamiento, se observo en el caso de la actividad de BChE. Esto es, hay una
mayor actividad en la fraccion de formas enzimaticas fuertemente unidas a

membrana, que las débilmente asociadas.

La lesion colinérgica generada en el hipocampo no indujo cambios estadisticamente
significativos en la actividad de AChE, pero si en la de BChE, en cuyo caso la

actividad disminuyo significativamente en los animales lesionados.

Por otra parte, la actividad de la AChE en la fraccién S,, disminuyé significativamente

con la ingesta de alimento alto en grasas.
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Figura 15. Actividad enzimatica de las colinesterasas en el hipocampo de rata. Las
barras representan el promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM.
C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta
normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G:
Lesionado con dieta alta en grasas. **p<0.01. Noétese la diferencia en la escala de las
graficas.

VIII. 6. Determinacién del contenido de las proteinas totales en hipocampo

Se determin6 la concentracion de proteinas en ambas fracciones obtenidas de
hipocampo (S1 y S2). Se encontré diferencia estadisticamente significativa en el
contenido de proteinas en la fraccion S, en los animales lesionados con dieta alta en
grasas respecto al grupo correspondiente con dieta normal. Cabe sefalar que,
aunque no resulta ser estadisticamente significativo, en todos los grupos sometidos a
una dieta alta en grasas, parece haber una tendencia a aumentar ligeramente el

contenido proteinico en la fraccion S; y disminuir en la fracciéon S,.
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Figura 16. Contenido de proteinas totales en hipocampo. Las barras representan el
promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM. C/N: Control con dieta
normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con
dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en
grasas. **p<0.01

VIII. 7. Estimacion de la actividad especifica de colinesterasas en hipocampo

Se determind la actividad especifica de AChE y BChE en el hipocampo. Los
resultados no evidencian diferencias estadisticamente significativas entre grupos por
efecto de la lesion colinérgica en el caso de la actividad de la AChE. No obstante, la
actividad de la enzima BChE disminuyé significativamente en el grupo de animales

lesionados en el hipocampo..

Ademas, se observé una disminucién significativa de la actividad de la AChE en la

fraccion S; por influencia de la dieta en el grupo control.
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Figura 17. Actividad especifica de colinesterasas en hipocampo. Las barras representan
el promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM. C/N: Control con dieta
normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con
dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en
grasas. **p<0.01, **p<0.001.No6tese la diferencia en la escala de las gréficas.

VIII. 8. Determinacién de la actividad de colinesterasas en plasma

Los resultados de la actividad colinesterasica en plasma no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos estudiados. Sin embargo,
cabe resaltar que los animales control alimentados con la dieta alta en grasa
tendieron a presentar una actividad menor, tanto de AChE como de BChE (figura 18),
respecto al mismo grupo con dieta normal, poniendo de manifiesto que la

alimentacion puede influir sobre la actividad de estas enzimas.
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Figura 18. Actividad enzimética de colinesterasas en plasma. Las barras representan el
promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM. C/N: Control con dieta
normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con
dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en
grasas. Nétese la diferencia en la escala de las gréficas.

VIII. 9. Determinacién de proteinas totales en plasma

Se determinaron las proteinas plasmaticas totales, donde no se mostraron
diferencias estadisticamente significativas tras la administracion de la colinotoxina, ni

por influencia de la dieta (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de proteinas totales en plasma de rata. Las barras representan
el promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM. C/N: Control con dieta
normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal, S/G: Sham con
dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con dieta alta en
grasas.
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VIII. 10. Estimacioén de la actividad especifica de colinesterasas plasméticas

De la misma forma que en el caso de las colinesterasas en hipocampo, se calculd la
actividad enzimatica especifica de AChE y BChE (es decir, U/mg proteina) presente
en plasma (Figura 20), hallAndose resultados muy similares a los estimados en
cuestion de volumen (mililitro) de plasma e igualmente, sin observar significancia

estadistica entre los grupos.
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Figura 20. Actividad especifica de las colinesterasas en plasma de rata. Las barras
representan el promedio (n=3) de un experimento realizado por triplicado + EEM. C/N:
Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas, S/N: Sham con dieta normal,
S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta normal, L/G: Lesionado con
dieta alta en grasas. Nétese la diferencia en la escala de las gréficas.

VIII. 11. Andlisis de incorporacion de carbohidratos por interaccion con lectinas

Se analizaron los perfiles de glicosilacion de las fracciones de colinesterasas

extraidas de hipocampo.

En la figura 21 se puede apreciar que las formas solubles de AChE (las presentes en

la fraccion S;) presentaron un mayor porcentaje de interaccién con la lectina Con A,
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cuando se comparé a los animales lesionados con los controles, aunque tal

incremento no resultd ser estadisticamente significativo.

Al comparar el efecto de la dieta en los grupos lesionados, se encontré6 una
disminucion significativa en los animales alimentados con dieta alta en grasas. La
interaccion de AChE con LCA no arrojé diferencias estadisticamente significativas

entre ninguno de los grupos.

Sin embargo, la interaccion con WGA resultd ser significativamente menor en el
grupo lesionado al compararlo con la del grupo control, cuando se evalué la
interaccidn de la fraccion S; de AChE. Asimismo, la dieta alta en grasas provocé una
disminucién significativa en la interaccion en el grupo control, contrario a la que se
observo en la fraccion S,, donde la interaccion de AChE con WGA en los controles

con dieta alta en grasa aumento significativamente.

En el caso de la interaccion de BChE con las lectinas resulté evidente la diferencia
cuando se evalud la unibn a Con A, hallandose diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos control y sham, al compararse con el grupo lesionado,
que también presenta diferencias significativas por influencia de la dieta, cuando se
analiza la fraccibn S; de la enzima; no se encontré interaccion de las formas
ancladas a membrana. El andlisis de union a LCA no mostré diferencias
estadisticamente significativas. Lo mismo sucede con la interaccion de BChE con

WGA.
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Figura 21.

3) + EEM de un experimento

realizado por triplicado. C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas,

S/IN: Sham con dieta normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta

normal, L/G: Lesionado con dieta alta en grasas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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La interaccion de AChE plasmatica con la Con-A mostré diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo sham y el lesionado, asi como en el grupo sham con
dieta alta en grasa respecto al alimentado con dieta normal. El porcentaje de
interaccion con la LCA disminuy6 significativamente en el grupo control con dieta alta
en grasa respecto al alimentado con dieta normal. La interaccién con la WGA mostré
mayores diferencias, disminuyendo significativamente en los grupos sham vy
lesionado cuando fueron comparados con el grupo control y aumentando
significativamente por efecto de la dieta rica en grasas en el grupo lesionado

comparado con el grupo respectivo con dieta normal.

La interaccibn de BChE con las lectinas usadas en este estudio fue menos
reveladora. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas con su
interacciéon con la Con-A, ni con la LCA. Por su parte, la union a WGA resulto

significativamente disminuida en el grupo sham respecto al grupo control.
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Figura 21. Interaccion de colinesterasas de plasma con lectinas de diferente
realizado por triplicado. C/N: Control con dieta normal, C/G: Control con dieta alta en grasas,
S/IN: Sham con dieta normal, S/G: Sham con dieta alta en grasas, L/N: Lesionado con dieta

especificidad. Las barras representan el promedio (n
normal, L/G: Lesionado con dieta alta en grasas. *p<0.05, **p<0.01, **
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IX. DISCUSION

El hipocampo es un nucleo de asociacion, en el que convergen conexiones de
regiones corticales y subcorticales, por lo que juega un papel importante en los
procesos cognitivos. En el hipocampo (como en otras areas cerebrales) se hallan
neuronas colinérgicas que presentan actividad de enzimas implicadas en la sintesis

del neurotransmisor ACh, lo que lo hace un blanco de colinotoxinas.

A este respecto, se han desarrollado estrategias experimentales para promover una
condicion de hipofuncion colinérgica, que involucran el empleo de analogos de colina
con capacidad neurotoxica. Es el caso del ion azidinio de etilcolina o AF64A (Figura
22), que posee una estructura similar a la colina y contiene en su estructura al ion
azidinio, el cual es citotoxico, ya que produce una inhibicién irreversible del
transportador de alta afinidad de colina (HAChT) y de la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT), lo que conduce a una disminucion en el contenido de ACh

(Hanin, 1996).

Figura 22. Estructura de la colinotoxina AF64A
y de la colina. El ion aziridinio del AF64A es el
que confiere a esta molécula su capacidad
neurotoxica.

Asi pues, los resultados obtenidos en la evaluacion de la memoria y/o aprendizaje en
ratas a las que se les administré la neurotoxina colinérgica AF64A, en la region CAl
del hipocampo, se relacionan con una disminucion en el contenido del

neurotransmisor.
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La disfuncién de la memoria episodica es el primer y mas profundo sintoma en
muchos casos de EA. El hipocampo juega un papel clave en la consolidacion de
nuevas memorias episodicas, y alteraciones en esta estructura probablemente
conducen al desarrollo de los primeros sintomas de la enfermedad (Milner, 2005;

Braak et al., 2006).

Una serie de evidencias en seres humanos y primates demuestra que el sistema de
memoria episédica depende de la integridad funcional de los l6bulos temporales
mediales que incluyen al hipocampo y las cortezas entorrinal y perirrinal. Intervienen
también muchas otras estructuras, no solo para retener la informacion, sino “para el
registro, adquisicién, codificacion y recuperacion de la informacion, asi como en la
evaluacion de la secuencia temporal y del tiempo transcurrido desde un determinado
acontecimiento. Para evaluar este tipo de memoria en ratas, en este estudio se

realizé la prueba de reconocimiento de objetos.

La prueba de reconocimiento de objetos aplicada en roedores se basa en la
tendencia innata a explorar nuevos objetos mas que los familiares (Ennaceur y
Delacour, 1988). Aunque existe controversia acerca de las areas cerebrales
involucradas en la memoria de reconocimiento de objetos, numerosos estudios

posicionan a la corteza perirrinal como la estructura clave.

Los resultados de esta prueba indican que, efectivamente, los animales lesionados
con AF64A, pierden esta memoria (Figura 11). Los animales lesionados,

contrariamente a lo que sucede con los animales control y los sham, no presentan
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diferencias estadisticamente significativas al comparar un objeto novedoso contra

uno presentado previamente, mas aun, no exploran el nuevo objeto.

Deficiencias en el reconocimiento de objetos han sido observadas en ratas ancianas
(mayores de 20 meses), en las que se considera que ocurre un deterioro en la
memoria de trabajo no espacial. El patrén de respuesta caracteristico de las ratas
jovenes es explorar durante méas tiempo el objeto nuevo; en las ratas mayores de 20
meses no hay tal diferencia, por lo cual, se infiere que no discriminan entre los
objetos nuevos y los familiares, tal como sucede con los animales administrados con
la colinotoxina usada en este estudio, concordando con resultados previos que
apuntan a que la discriminacién de objetos parece depender de la integridad del

sistema colinérgico (Bartolini et al., 1996).

Es bien conocido que el hipocampo resulta ser una estructura esencial donde tiene
lugar el aprendizaje, especialmente si a aprendizaje espacial se refiere. Hay que
mencionar que pacientes con EA exhiben distintos grados de atrofia en este sitio y
qgue si la actividad del hipocampo no esta integra se producen alteraciones en la
percepcion espacial, lo que en un paciente significa, por ejemplo, dificultad para

encontrar o seguir un camino (Giacobini y Pepeu, 2006).

Para evaluar el aprendizaje espacial en ratas, se hizo uso del laberinto acuatico de
Morris (Morris, 1984). Existen diversas lineas de evidencia que confirman la utilidad
de este modelo para las investigaciones pertinentes en el estudio de enfermedades

en donde la cognicion se ve deteriorada (Terry, 2009).
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La reduccion de la actividad colinérgica central en roedores, como resultado de
lesiones cerebrales, perjudica el aprendizaje espacial, evaluado en el laberinto
acuatico de Morris (McNamara y Skelton, 1993). Asi lo confirman los resultados
obtenidos en el presente estudio (Figura 12), donde los animales con lesion
colinérgica en el hipocampo muestran un detrimento estadisticamente significativo en
este tipo de aprendizaje tras cuatro sesiones llevadas a cabo en el laberinto, como ya
lo demostraran Morris y colaboradores, quienes observaron gque ratas con lesiones
hipocampales y septohipocampales muestran deficiencias al ser evaluadas en el

laberinto acuatico (Morris et al., 1982).

En este mismo contexto, en la prueba final de retencién (sin plataforma) no se
observaron diferencias estadisticamente distinguibles entre grupos (Figura 13),
poniendo de manifiesto que, tal como lo describieran McNamara y Skelton (1993), la

hipofuncién colinérgica impide el aprendizaje espacial pero no el recuerdo.

Otro tipo de cambio en la capacidad cognitiva evaluada en este trabajo fue el
condicionamiento aversivo al sabor. El CAS involucra una forma eficiente de

condicionamiento, en el que puede desarrollarse una aversion intensa.

En este estudio se emple6 un sabor identificable (sacarina) y posteriormente se
indujo malestar gastrointestinal (con cloruro de litio) para producir la aversion,
observandose que Unicamente los animales control aprenden esta clase de
condicionamiento. Por otra parte, pese al dolor generado por el cloruro de litio tras la

primera exposicion a la sacarina, los animales lesionados y los sham contintdan
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prefiriendo el consumo de esta solucion, evidenciando que las lesiones hipocampales

pueden afectar el condicionamiento aversivo gustativo (Figura 14).

El aprendizaje aversivo gustativo o la habituacion de neofobia gustativa permiten
adquirir memorias gustativas aversivas y apetitivas tradicionalmente integradas entre
los diversos tipos de memorias no declarativas, que no necesariamente requieren la
integridad del sistema hipocampal. La memoria de reconocimiento gustativa depende
de un circuito neural que involucra areas cerebrales situadas en diversos niveles de
integracion desde el tronco cerebral, diencéfalo y corteza cerebral (Bermudez-

Rattoni, 2004).

A pesar de que el hipocampo no parece ser necesario para la adquisicion del
aprendizaje en el CAS, existe informacion que sustenta que el efecto de los dafios en
el hipocampo se hace evidente en ratas adultas. Se ha observado que las lesiones
neurotéxicas en las regiones dorsal y ventral del hipocampo alteran selectivamente el
aprendizaje a la aversion al sabor cuando se emplea el intervalo de 3 h entre el sabor
identificable y el malestar gastrointestinal (Koh et al., 2009). Asimismo, cuando se
inactiva al hipocampo de manera selectiva y permanente se presenta interferencia
con el fendbmeno de aprendizaje a sabores complejos, dependiendo de la experiencia
previa (Gallo et al., 1999). Asi, los resultados obtenidos podrian sustentarse en las

observaciones sefnaladas.

El sistema de neurotransmision colinérgica es ampliamente distribuido en el cerebro

humano y juega un papel importante en la regulacion de diversos procesos, entre los

62



que se incluyen memoria, aprendizaje, atencién y comportamiento (Coyle et al.,

1983; Geula, 1999).

Entre las principales caracteristicas de la EA se encuentra la disfuncion del sistema
colinérgico (Bartus et al., 1982), cuya funcionalidad normal, como se ha mencionado,

depende de la hidrdlisis rapida de ACh por ChEs.

La expresion de las ChEs es dependiente de tejido, asi, AChE predomina en el
muasculo y en el sistema nervioso (Marnay y Nachmansohn, 1937; Marnay y
Nachmansohn, 1938), en donde estd acompafada por una pequefia cantidad de

BChE (Chatonnet y Lockridge, 1989; Liy et al., 2000).

La AChE se expresa en niveles particularmente elevados en la formacion
hipocampal, asi como en las areas motora, pre-motora y neocortical de la corteza
cerebral. La BChE también es expresada en hipocampo y neocorteza temporal, pero
a niveles menores que la AChE (Mesulam y Geula, 1991; Darvesh et al., 1998; Oda y
Nakanishi, 2000). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con tales
observaciones, mostrando mayor actividad AChE que BChE en los extractos

obtenidos de hipocampo (Figura 17).

Existen varias formas moleculares de AChE, expresadas a partir de un transcrito
determinado; la variante AChE-T, localizada principalmente en las sinapsis, se
presenta tanto en formas globulares como asimétricas (Sanchez-Chavez y Salceda,
2008), cuya distincion se basa en la presencia o ausencia de un tallo de tipo

colagénico, que puede anclarse a las membranas; de esta forma, no resulta
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sorprendente que, en los extractos de hipocampo, se haya encontrado mayor

actividad de AChE en la fraccion S;, como se demuestra en la figura 17.

La principal fuente de produccion de AChE son las neuronas, mismas que, conforme
progresa la EA, van perdiéndose y, por tanto, la produccion de AChE va
disminuyendo. Por el contrario, la produccion de BChE se incrementa como
consecuencia de una proliferaciéon anormal de la glia (Giacobini, 2001; Mesulam et

al., 2002a; Mesulam et al., 2002b).

Como resultado de la inversion en la proporcion AChE/BChE, diversos estudios
reportan que la actividad de la AChE disminuye consistentemente en ciertas regiones
del cerebro de pacientes con EA, mientras que la actividad de la BChE, incrementa o
no cambia (Davies y Maloney, 1976; Perry et al., 1977; Perry et al., 1978; Ciro et al.,

2012).

Respecto a cuales son las formas moleculares de las ChEs que se encuentran
alteradas en la EA, se sabe que, a medida que progresa laenfermedad, hay un
aumento en la forma G; de ambas ChEs y una disminucién en la forma G4 de la
AChE, particularmente en el hipocampo y amigdala. Se ha informado también de una
disminucion en la forma G, unida a la membrana de la AChE en un 71%, 45% y 47%
en la corteza frontal, la corteza parietal, y el caudado putamen, respectivamente, y
una disminucién en las formas solubles Gi, G,, y G4 de AChE en el caudado
putamen (sin cambios en la corteza frontal y parietal) en pacientes con EA en

comparacion con los controles (Nordberg et al., 2013).
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Sin embargo, en el presente trabajo no fue posible observar el comportamiento tipico
de las ChEs en el cerebro con déficit colinérgico. La lesion colinérgica generada en el
hipocampo por efecto de la administracion de la colinotoxina AF64A no indujo
cambios estadisticamente significativos en la actividad de la AChE en ninguna de las
fracciones de los extractos hipocampales, pudiendo sugerir algin mecanismo
adaptativo en respuesta al déficit de ACh. La actividad en la fraccion S; de la BChE,
en cambio, mostré6 una disminucion estadisticamente significativa en los animales

tratados con AF64A (Figura 17).

Se ha realizado un gran nimero de investigaciones, encaminadas a la busqueda de
alteraciones en los niveles de ChEs en sangre como consecuencia de procesos

patolégicos y el caso de la EA no ha sido la excepcion.

Si bien, el liquido cefalorraquideo (LCR) resultaria ser una fuente mas pertinente
para examinar marcadores de diagndstico para la EA, el plasma ofrece la gran
ventaja de la facil accesibilidad para su uso clinico en el seguimiento de la

enfermedad (Garcia-Ayllon et al., 2010).

La respuesta inflamatoria producida en el cerebro a causa de la EA puede afectar los
niveles periféricos de las ChEs, via el sistema colinérgico periférico (Alkalay et al.,
2013). Asi, las ChEs en plasma podrian tener gran potencial como indicadores del

progreso y prondstico de la enfermedad.

Garcia-Ayllon y colaboradores (2010) detectaron un incremento de la actividad de

AChE en plasma de pacientes con EA comparado con los controles sanos,
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emparejados por género y edad, mismo que correlaciona con un incremento en las
formas G; + G, -el subconjunto que se sabe incrementado en cerebro de pacientes

con la EA- y una disminucion de las formas Gg.

No obstante, la lesion colinérgica inducida por la administracion intrahipocampal de
AF64A no mostro tener repercusiones a nivel periférico, es decir, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos cuando se estima la actividad

de las ChEs en plasma (Figura 20).

Probablemente, la AChE plasmatica tiene multiples origenes celulares, incluyendo
las células del cerebro, entre otras. Por lo tanto, se puede suponer que el incremento
observado en el plasma de pacientes con EA puede estar asociado especialmente
con el aumento de las especies ligeras de AChE, caracteristico del cerebro de
paciente con la EA (Arendt et al., 1992; Saez-Valero et al., 1999). Esto justificaria
gue no se encontré un aumento significativo en la actividad de AChE en plasma, ya
que tampoco fue observado tal incremento en las fracciones solubilizadas de

hipocampo.

Por otra parte, la BChE plasmatica es originada en las células hepaticas y un
aumento en su actividad puede ser indicativo de obesidad, dislipidemia, sindrome

metabdlico o DM (Santarpia et al., 2013).

Algunos investigadores han encontrado relaciones significativas entre la actividad de
la BChE y los niveles séricos de triacilglicéridos, colesterol, colesterol-HDL y

colesterol-LDL en ayuno (Annapurna et al., 1991; Abbott et al., 1993; Kutty y Payne,
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1994; Rustemeijer et al., 2001; Alcantara et al., 2005; Randell et al., 2005; Valle et
al., 2006). Adicionalmente, la actividad de esta enzima se ha asociado con las
actividades de las enzimas: transaminasa glutamico piravica, transaminasa glutamico
oxalacética, y gamma glutamil transpeptidasa, las cuales se ven incrementadas en

estados de resistencia a insulina (Cucuianu et al., 2002).

En el presente trabajo, las concentraciones séricas de triacilglicéridos, colesterol,
colesterol-HDL vy la actividad de las transaminasas evaluadas (Figura 9), asi como la
actividad de la BChE (Figura 20), no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos examinados, por lo que podemos inferir que ninguno

de los grupos presenta alteraciones metabdlicas.

Otro aspecto abordado en este estudio es el referente al procesamiento post-
traduccional de las ChEs. Las modificaciones post-traduccionales juegan un papel
clave para modular la actividad y la funcién de la mayoria de las proteinas en los
sistemas biologicos (Hann, 2006). La glicosilacion representa la forma mas comun y

compleja.

A menudo, una glicoproteina contiene mas de un sitio de union de oligosacaridos
(sitio potencial) y cada sitio de glicosilacién puede ser modificado con multiples
cadenas de oligosacaridos. Conjuntamente, en una sola glicoproteina, la estructura
del oligosacarido en cada sitio puede ser significativamente diferente. Ademas, las

estructuras de los glicanos se pueden modificar facilmente por cambios en las
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condiciones fisiologicas de las células (Lowe y Marth, 2003; Haltiwanger y Lowe,

2004).

Una de las funciones primordiales de la glicosilacion de una proteina dada es dirigir a
la proteina a la ubicacién subcelular apropiada (Kaplan et al., 1977; Varki y Kornfeld,
1980). Adicionalmente, la glicosilacion ha sido implicada en numerosos procesos
biolégicos, incluyendo el crecimiento celular y el desarrollo, la respuesta inmune, el
crecimiento tumoral, la metastasis, la anticoagulacién, la comunicacion célula-célula
y la patogénesis microbiana (Sasisekharan et al., 2002; Liu et al, 2002; Hwang et al.,
2003; Inatani et al., 2003; Lowe y Marth, 2003; Collins y Paulson, 2004; Casu et al.,
2004; Guo et al., 2004; Lin, 2004; Dube y Bertozzi, 2005; Kinjo et al., 2005; Miller et
al.,, 2005). Ademas, se reconoce que la glicosilacion aberrante de proteinas
desempeiia un papel importante en los trastornos humanos, incluyendo a las
enfermedades neurodegenerativas, como la EA (Liu et al., 2002; Saez-Valero et al.,

2003; Hwang et al., 2010).

Entre las proteinas cuya glicosilacion parece ser importante en la progresion de la EA
se encuentran las ChEs. A este respecto, Séez-Valero y colaboradores han
reportado que la glicosilacion de la AChE se encuentra alterada en cerebro y LCR
post-mortem de pacientes con la EA La glicosilacion de la BChE, también parece
estar alterada en el LCR (Séaez-Valero et al., 1999; Saez-Valero et al., 2000; Saez-

Valero y Small, 2001).
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Al analizar la interaccion de colinesterasas extraidas de hipocampo con lectinas, se
determind que no existen diferencias estadisticamente significativas sobre la
interaccion de AChE con la aglutinina Con A en los animales administrados con la
colinotoxina respecto a los controles, es decir, la incorporaciéon de residuos de
manosa, no se ve alterada, lo mismo que la incorporacién de manosa asociada a
centros de fucosa (evaluada por la interaccion con LCA). Sin embargo, la interaccion
de AChE con WGA resulté ser significativamente menor en el grupo lesionado al
compararlo con el control, revelando una incorporacion anémala de acido sialico o N-

acetilglucosamina (Figura 21).

Estudios anteriores revelaron cambios en la glicosilacion de AChE en LCR, colectado
ante-mortem, de pacientes con EA, en los que el porcentaje de interaccion de AChE
con Con A disminuyé significativamente, contrariamente a lo que sucedi6é con los
controles. La disminucién observada fue atribuida al aumento de las concentraciones
de las formas G, y G1, que no son reconocidos por la Con A. No obstante, el cambio
en la glicosilaciéon de la AChE parece ser especifica para la EA, porque no se
observa en otras enfermedades neuroldgicas, aun en otros tipos de demencia (Saez-
Valero et al., 2000). Esto ultimo explicaria los resultados aqui encontrados, aunado a
que la glicosilacion es especie-especifica y asimismo, especifica de la célula que la

sintetiza.

La interaccion de BChE con Con A aumentd significativamente en los animales
lesionados respecto a los controles y sham, es decir la lesion colinérgica incrementa

la manosilacion de la BChE. No se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas en la interaccion de esta enzima con las lectinas LCA y WGA (Figura
21). Por el contrario, Sadez-Valero y Small (2001) reportaron que el porcentaje de
interaccion de BChE con Con A disminuyd en el grupo de pacientes con la EA,
respecto a los controles y a los grupos cuyos participantes presentaron otras
enfermedades neuroldgicas y, en contraste con los resultados para la Con A, la

BChE de LCR interacciona fuertemente con WGA.

Respecto a la interaccion de colinesterasas de plasma con las lectinas, los
resultados de la AChE son muy similares a los encontrados con la enzima extraida
de hipocampo, hallando diferencias significativas al interaccionar con WGA, cuyo
porcentaje de interaccion disminuye significativamente en los grupos sham vy
lesionado cuando fueron comparados con el grupo control. A diferencia de lo que se
observé en hipocampo la interaccién con Con A mostré ser diferente entre el grupo
sham y el lesionado. Por su parte, la unibn a WGA resulté significativamente

disminuida en el grupo sham respecto al grupo control (Figura 22).

Ahora bien, sobre el efecto de la dieta alta en grasas sobre las pruebas realizadas en
este estudio, cabe sefalar que existen reportes que indican que el aumento en el
consumo de éste tipo de dietas (que ha de mencionarse, incrementd
significativamente sobre las pasadas décadas), se ha relacionado con deficiencias
cognitivas (Crichton et al., 2010), aunque son pocos los reportes en donde se
examinan las consecuencias del consumo de grasa en la dieta sobre el

comportamiento en animales.
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Algunos estudios muestran que el consumo cronico de una dieta alta en grasas
puede causar déficits en la memoria y el aprendizaje en ratones adultos (Greenwood

y Winocur, 2005; Winocur et al., 2005; Valladolid-Acebes et al., 2010).

Asimismo, Morganstern y colaboradores (2012) proporcionaron evidencia que
sugiere que el consumo de grasa a corto plazo puede contribuir a la generacion de
patrones anormales en el comportamiento, posiblemente por estimulacion de la
neurotransmision  colinérgica  nicotinica en  regiones  hipotalamicas vy

extrahipotalamicas del cerebro.

En este sentido, el hecho de que los animales sham alimentados con dieta alta en
grasas no tuvieron un buen desempefio en la prueba de reconocimiento de objetos
(Figura 11), mostraron un deterioro del aprendizaje espacial, evaluado en el laberinto
acuatico de Morris (Figura 12) y no se condicionaran ante un sabor aversivo (Figura
14) podria indicar que una dieta rica en grasas puede potenciar o agilizar el deterioro
cognitivo. En los animales administrados con la neurotoxina colinérgica, AF64A, no
pudo discriminarse la influencia de la dieta, ya que aun con la dieta normal, estos

animales mostraron un claro decaimiento de la funcién cognitiva.

Otro efecto observado por el consumo de una dieta alta en grasas es el concerniente
a la actividad de las ChEs. La actividad de la AChE de hipocampo (particularmente
de la fraccion S,), mostré disminuir significativamente en el grupo control alimentado
con dieta alta en grasas respecto al correspondiente con dieta normal, de igual

manera, la actividad decaydé en el grupo sham aunque la diferencia no fue
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estadisticamente significativa; no se encontraron diferencias en los animales
lesionados (Figura 17). Si bien no hubo significancia estadistica, la actividad de la
BChE también disminuyé en los controles que se mantuvieron bajo una dieta rica en
grasas frente a los controles con dieta normal; la actividad no cambié en los
lesionados y contrariamente a lo sucedido con la actividad de la AChE, la actividad

de la BChE incremento en el grupo sham (Figura 17).

En el plasma, la actividad de las ChEs revel6 un comportamiento muy similar,
tendiendo a disminuir la actividad de AChE y BChE en los controles sometidos a una
dieta alta en grasa respecto a aquellos con dieta normal; aunque menos acentuado,
esta tendencia también logra observarse en los animales sham pero no en los

lesionados (Figura 20), pudiendo reflejar los hallazgos encontrados en el hipocampo.

Estudios anteriores demostraron que en ratas Sprage Dawley que consumieron una
dieta alta en grasas durante 7 dias, se redujo notablemente la actividad de la AChE
en la corteza frontal, el hipotalamo, el area del cerebro medio y el cerebelo, siendo el
cambio mas pronunciado, en la corteza frontal. Cabe sefialar que las ratas que
consumieron la dieta alta en grasa en comparacion con las ratas mantenidas con
dieta Chow, fueron similares en el peso corporal (tal como los animales evaluados en
el presente trabajo), consumieron un numero equivalente de calorias, pero
mostraron un considerable aumento de acidos grasos libres (Morganstern et al.,

2012).
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Asi pues, un mecanismo posible en la mediacién de los efectos del consumo de
grasas sobre la funcidon colinérgica puede estar relacionado con la circulacién de
moléculas energéticas, tales como los acidos grasos libres. Se ha demostrado que
estos metabolitos reducen la actividad in vitro de la AChE (Tel et al., 2010; Vajreswatri

et al., 2002).

Normalmente, la reduccion de la actividad de la AChE se ha asociado con el
aumento en el contenido de ACh en la hendidura sinaptica (Hartmann et al., 2007),
asi, los niveles de ACh pueden ser potenciados en areas cerebrales especificas, en
ratas que ingieren una dieta alta en grasas; de esta forma resulta l6gico que los
animales a los que se les administr6 AF64A, el cual induce una hipofuncion
colinérgica, reduciendo asi los niveles de ACh, no mostraran cambios en la actividad

de las ChEs tras someterlos a una dieta elevada en grasas (Figura 17).

La dieta alta en grasas también mostré ser capaz de alterar los patrones de
glicosilacién de las ChEs. La interaccion con Con A de la AChE presente en la
fraccibn S; de los extractos de hipocampo disminuyd significativamente en los
animales lesionados que consumieron una dieta alta en grasas respecto a los que
consumieron una dieta normal, lo mismo sucedio en el caso de la BChE. Otro cambio
observado fue en la interaccion de la AChE presente en la fraccion S;, con WGA,
gue en todos los grupos que consumieron dieta alta en grasas disminuy6 respecto al
correspondiente grupo con dieta normal, aunque tal diferencia resultdé significativa
s6lo en el grupo control, que contrariamente, en la fraccibn S, incrementd

significativamente (Figura 21).
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La glicosilacion de la BChE plasmatica no se vio afectada por el consumo de grasas.
No obstante, el porcentaje de interaccion de AChE con LCA disminuyo
significativamente en los controles con dieta alta en grasas frente al grupo control
alimentado con dieta normal. La interaccion de AChE con WGA incremento
significativamente en los animales lesionados por efecto de la dieta alta en grasas

(Figura 22).
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X. CONCLUSIONES

» La lesion colinérgica en el hipocampo de ratas altera el metabolismo de la
glucosa.

» La lesion colinérgica en el hipocampo de ratas induce el deterioro del aprendizaje
y de la memoria, evaluados mediante la tarea de reconocimiento de objetos, el
aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris y el condicionamiento
aversivo al sabor.

» La lesion colinérgica en el hipocampo de ratas reduce la actividad de la BChE de
hipocampo.

» La lesion colinérgica en el hipocampo de ratas altera los patrones de glicosilacion
de las colinesterasas, incrementando la incorporacion de manosas a la BChE de
hipocampo y disminuyendo la incorporacion de acido sialico/N-acetil glucosamina
de la AChE plasmatica y de hipocampo.

» El consumo de una dieta alta en grasas acelera el deterioro cognitivo en ratas.

» EIl consumo de una dieta alta en grasas modifica los patrones de glicosilacion de
las colinesterasas de hipocampo y plasma, tanto en animales control como en

lesionados.
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