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LISTA DE ABREVIATURAS
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DACD: (Diabetes associated cognitive decline) deterioro cognitivo asociado a la
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Introduccion

1. DIABETES MELLITUS

1.1. DEFINICION

La Diabetes Mellitus es un sindrome clinico que se caracteriza por la hiperglucemia
que resulta de la deficiencia en la secrecion o en la accién de la insulina. Es un
desequilibrio crénico de la accién de la insulina y del metabolismo de los carbohidratos.
La insulina es una hormona secretada por las células B de los islotes de Langerhans del

pancreas, que permite la utilizacion de la glucosa en los tejidos.

Los procesos patogéenicos que estan implicados en el desarrollo de la diabetes son
varios y van desde la destruccion autoinmune de las células B del pancreas hasta
situaciones en las que se observa resistencia a la insulina. Frecuentemente coexisten en
el mismo paciente los defectos en la secrecion de insulina y los defectos en su accion,

resultando dificil saber cual de las dos es la causa primaria de la hiperglucemia.

La hiperglucemia es la causa de los sintomas caracteristicos de la diabetes mal
controlada: poliuria (volumen de orina excesivo), polidipsia (aumento anormal de la
sed), pérdida de peso y, en ocasiones, polifagia (aumento anormal de la necesidad de
comer) y vision borrosa. Pueden existir alteraciones en el crecimiento y susceptibilidad
a ciertas infecciones. Igualmente, es frecuente en pacientes diabéticos la aparicion de
episodios de hipoglucemia, sobre todo en aquellos de reciente diagnostico que utilizan

insulina para su control.

Las complicaciones cronicas de la enfermedad son consecuencia del metabolismo
anormal tanto de la glucosa como de las proteinas y los lipidos (Millan et al., 1984). A
largo plazo la hiperglucemia provoca dafio en varios 6rganos, viendose especialmente
afectados los nervios (neuropatia) y los vasos de menor calibre (microangiopatia) tanto
de la retina (retinopatia) como de los glomérulos renales (nefropatia). Con el tiempo, el
mal control de la diabetes acelera el proceso aterégeno (macroangiopatia) que puede
afectar a las arterias coronarias, cerebrales y periféricas, sobre todo, las de las
extremidades inferiores (Millan et al., 1984; Kilpatrick et al., 2006).

La principal causa de muerte entre los pacientes diabéticos son las enfermedades
cardiovasculares, que son de dos a cuatro veces mas comunes en diabéticos que en no

diabéticos.
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1.2. CLASIFICACION

Adoptamos la clasificacion recomendada por la American Diabetes Association
(ADA), la cual introduce algunos cambios a la clasificacion de 1979 del Grupo
Nacional de Datos sobre la Diabetes (American Diabetes Association: Clinical Practice
Recommendations, 2010) (American Diabetes Association, 2010).

I. Diabetes tipo 1 o dependiente de insulina: producida por la destruccion

(autoinmune o idiopética) de las células B del pancreas que conduce normalmente a la
deficiencia absoluta de insulina. El riesgo de sufrir diabetes tipo 1 se relaciona con
ciertos genes de la region del antigeno leucocitario humano D (HLA-D) del complejo
mayor de histocompatibilidad, que se localiza en el cromosoma 6 (Huang et al., 1996).
Afecta al 5-10 % de los casos de pacientes diabéticos. La diabetes tipo 1 se da mas
comunmente en la infancia o en la adolescencia, y siempre requiere tratamiento con

insulina sustitutiva.

Il. Diabetes tipo 2 o no dependiente de insulina: es un trastorno metabodlico

heterogeneo, caracterizado por una sensibilidad reducida y una deficiencia relativa de
insulina. Los tejidos periféricos que son resistentes a la insulina, no captan
correctamente la glucosa y ello conlleva elevados niveles de glucosa en sangre
(hiperglucemia). Hay varios trastornos que coexisten y pueden contribuir a la severidad
de la diabetes tipo 2 como son: obesidad, hipertension, dislipemia y anomalias en el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) que llevan a una pérdida de la regulacion de los

niveles de cortisol.

I11. Otros tipos especificos:

A. Defectos genéticos de la funcion de las células p.

B. Defectos genéticos de la accion de la insulina.

C. Enfermedades del pancreas exocrino.

D. Enfermedades endocrinas.

E. Inducida por medicamentos o sustancias quimicas.

F. Infecciones.

G. Formas poco comunes de diabetes mediada por alteraciones inmunolégicas.

H. Otros sindromes genéticos que en ocasiones se relacionan con diabetes.
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IV. Diabetes Mellitus gestacional: se trata de cualquier grado de intolerancia a la

glucosa que aparece, 0 es reconocido por primera vez, durante la gestacion.

1.3. TRATAMIENTO

Al iniciar el tratamiento de un paciente diabético es importante mejorar los sintomas
atribuibles a la diabetes y evitar las consecuencias graves a corto plazo que puede tener
un control glucémico deficiente. Posteriormente, la atencién continua del paciente
diabético conlleva dos objetivos: mantener corregido el desequilibrio metabdlico
(principalmente manteniendo normales los niveles de glucosa y de hemoglobina

glicosilada en sangre) y prevenir las complicaciones cronicas.

Tradicionalmente el tratamiento de la diabetes mellitus se ha basado en la dieta, la
insulina, los hipoglucemiantes orales, el ejercicio fisico, la educacion del paciente y la

autovigilancia de la glucemia.

Para evitar las secuelas de las complicaciones de la diabetes, es importante su
deteccidn temprana con el fin de iniciar cuanto antes los tratamientos adicionales que
previenen las lesiones (como la fotocoagulacion para prevenir la ceguera) o que
modifican de forma favorable el curso de la complicacion (antihipertensivos en

nefropatia).
1.3.1. Insulinay antidiabéticos orales:

La insulina es una hormona que se produce en las células B de los islotes de

Langerhans del pancreas, y permite la utilizacion de la glucosa en los tejidos.

La insulina estd indicada en los pacientes con diabetes tipo 1 en los que la
produccién de insulina esta muy disminuida o es nula, siendo necesaria su aplicacion
para la supervivencia. También se aplica en situaciones especiales en diabéticos tipo 2,
en algunos casos de diabetes secundaria a otras enfermedades y, con frecuencia, en la

diabetes gestacional.

La insulina, debido a su estructura proteica, es hidrolizada por los jugos
gastrointestinales y no puede ser administrada por via oral. Tampoco puede

administrarse por las mucosas. En general, se administra por via subcutanea, pero con la
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insulina regular de accion rapida se pueden utilizar otras vias como la intramuscular,
intravenosa e intraperitoneal.

Existe una gran diversidad de antidiabéticos orales cuyo mecanismo de accion se
basa en aumentar la secrecion de insulina o la sensibilidad del tejido a ésta. Las
sulfonilureas actian aumentando la secrecion de insulina, mientras que la metformina y
los inhibidores de la a-glucosidasa (toglitazone, pioglitazone y rosglitazone) aumentan
la sensibilidad del tejido a la accion de la insulina.

La hiperglucemia crénica, asociada con un tratamiento de insulina inadecuado,
aumenta el riesgo de padecer complicaciones microvasculares como la retinopatia,
neuropatia y nefropatia. El tratamiento intensivo con insulina, disefiado para alcanzar un
buen control glucémico, minimiza el riesgo y la gravedad de estas complicaciones, pero
a costa de un riesgo de hipoglucemia severo (The Diabetes Control and Complications
Trial Research Group, 1997). La hipoglucemia severa puede atribuirse en parte a las
limitaciones en el tratamiento con insulina y afecta gravemente a las respuestas
fisiologicas, sintomaticas y de comportamiento de los individuos con diabetes tipo 1
(McCrimmon & Sherwin, 2010).

1.3.2. Nuevas tendencias en el tratamiento de la diabetes:

La estrategia actual para combatir la diabetes se centra en un control estricto de la
glucemia, para prevenir o modificar el inicio y desarrollo de la enfermedad y de sus
complicaciones. Pero s6lo una minoria de pacientes diabéticos consigue este control
estricto de los niveles de glucosa en sangre, suficiente para prevenir las complicaciones
de la diabetes a largo plazo. Debido a las limitaciones de la terapia hipoglucemiante,

deben desarrollarse otras estrategias (Packer et al., 2000).

- Agonistas del receptor de glucagon vy del GLP-1 (glucagon like peptide o péptido

similar al glucagon tipo 1): se han estudiado otras dianas moleculares para el

tratamiento de la diabetes como son los agonistas del receptor de glucagon, que pueden
actuar como hipoglucemiantes y mejorar la sensibilidad del higado por la insulina
(Zhang & Moller, 2000) y como agonistas del GLP-1(Marre & Penfornis, 2011).

- Trasplante de islotes: consiste en reemplazar las células productoras de insulina del

pancreas, que estan destruidas en pacientes con diabetes tipo 1. Actualmente se esta

estudiando la posibilidad de generar nuevas células  (Wagner et al., 2010).

14



Introduccion

- Terapia genica: consiste en reemplazar los genes defectuosos que causan la
diabetes por copias sanas. Pero se presentan varias dificultades, como es el hecho de que
todavia no se conocen la mayoria de los genes que causan la diabetes o la dificultad de

reemplazar las copias defectuosas por otras nuevas de una manera segura.

- Uso de antioxidantes para evitar las complicaciones de la diabetes: como se

mencionara a continuacion, existe una estrecha relacion entre las complicaciones de la
diabetes y el estrés oxidativo. Es por ello que existen numerosos estudios sobre el uso
de antioxidantes para paliar los efectos adversos de los radicales libres en el transcurso
de la diabetes.

2. ENCEFALOPATIA DIABETICA

2.1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus estd asociada con déficits cognitivos moderados y cambios
neurofisiolégicos y estructurales en el cerebro, un estado que deberia ser denominado
como encefalopatia diabética (Biessels et al., 2002). ElI concepto de encefalopatia
diabética se introdujo hace varias décadas, ya en 1922 se propuso que existia una
relacion entre la diabetes y la disfuncion cognitiva (Kramer et al., 1998).
Recientemente, Mijnhout et al. propusieron un nuevo término para la encefalopatia
diabética: deterioro cognitivo asociado a la diabetes (DACD: diabetes associated

cognitive decline) (Mijnhout et al., 2006).

En las Gltimas dos décadas muchos estudios han descrito cambios neuropatoldgicos
y comportamentales en pacientes diabéticos tipo 1 y 2, como son la disfuncién
cognitiva, el deterioro de la memoria y la velocidad mental, etc... (Awad et al., 2004;
Stewart & Liolitsa, 1999; Ryan et al., 1993). También existen numerosos estudios en
modelos experimentales que aportan evidencias a favor de la existencia de éstos déficits
cognitivos (Biessels et al., 1996; Reagan & McEwen, 2002; Sima & Li, 2005), y a su

vez contribuyen a la comprension de la patogénesis de la encefalopatia diabética.

Parece que la encefalopatia diabética difiere en la diabetes tipo 1 y en la diabetes
tipo 2, debido a que los mecanismos subyacentes y la naturaleza de los déficits

cognitivos resultantes son diferentes (Sima, 2010). Es por ello que algunos autores
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diferencian entre encefalopatia en la diabetes tipo 1 (que tiene mayor incidencia sobre
pacientes. jovenes) de la encefalopatia en la diabetes tipo 2 (asociada al aumento de la

incidencia de Alzheimer como consecuencia de la resistencia a insulina).

2.2. ETIOLOGIA DE LA ENCEFALOPATIA DIABETICA

Existen varios factores de riesgo que pueden contribuir a la disfuncién cognitiva
asociada a la diabetes. En la diabetes tipo 1, las evidencias halladas en los diferentes
estudios sugieren que la exposicion crénica a elevadas concentraciones de glucosa
(hiperglucemia) y la presencia de complicaciones microvasculares (que se evidencia
especialmente en la retinopatia) son los factores que mas contribuyen al desarrollo de la
encefalopatia. En la diabetes tipo 2, parece que la resistencia a insulina, la dislipemia, la
hipertension y la enferemedad cerebrovascular son los factores de mayor importancia en

el desarrollo de la disfuncion cognitiva (McCrimmon et al., 2012).
2.2.1. Hiperglucemia:

Segun numerosos estudios la hiperglucemia parece estar relacionada con alteraciones en

la funcion cognitiva en pacientes diabéticos tipo 1y 2 (Kodl & Seaquist, 2008).

La hiperglucemia altera la funcion de varios drganos a través de una serie de
mecanismos como: la activacion de la ruta poliol, el aumento de la formacion de
productos finales glicosados (AGEs), la activacion de la proteina kinasa C (PKC) a
través del diacilglicerol y el cambio de ruta de la glucosa hacia la ruta de la hexosamina
(Biessels et al., 2002; Brownlee, 2005; Klein & Waxman, 2003). Como consecuencia
de estos mecanismos se produce un dafio oxidativo (por un aumento de las especies
reactivas del oxigeno, ROS), un dafio vascular y una respuesta inflamatoria (mediada
por NF-xB y que también induce apoptosis) (Kuhad et al., 2009). Todo ello ocurre en

el cerebro y puede provocar cambios en la funcion cognitiva.

Klein y Waxman proponen gque estos mecanismos anteriormente citados constituyen la
respuesta pasiva a la hiperglucemia (Klein & Waxman, 2003). Ademas, también definen
una respuesta activa en la cual la transcripcion de los genes neuronales se modula en
respuesta a la hiperglucemia y da lugar a cambios en la estructura y funcion neuronal, y

por consiguiente, a déficits fisioldgicos.
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FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO DE LA
DISFUNCION COGNITIVA EN LA DIABETES

Los individuos con diabetes tipo 1 y tipo 2 pueden desarrollar diversas
complicaciones micro y maaovasculares que contribuyen a la disfuncion
cognitiva, la cual puede verse agravada por una predisposicion genética y por
una enfermedad neuroinflamatoria del cerebro.

® Factores Metahdlicos:

-Hiperglucemia crénica

-Hipoglucemia aguda y recurrente

- Glicacion de proteinas

-Cambios en el combustible metabdlico y su transporte

sEnfermedad Vascular

- Enfermedad microvascular

- Enfermedad macrovascular

- Disfuncion endotelial

- Inflamacién

-Cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefilica
- Factoresreoldgicos

- Dislipemia

sFactores endocrinos

- Reduccion en la sensibilidad a la insulina

-Hiperinsulinemia

- Alteracion de la regulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal
-Aumento de la hormona antidiurética

-Hiperleptinemia

"Factores del Sistema Nervioso Central

- Predisposicion genética

- Deposicion de B-amiloide

-Cambios en la homeostasis del Calcio
- Depresion

Figura 1. Esquema de los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la

disfuncién cognitiva en la diabetes (Modificado de McCrimmon et al., 2012).
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2.2.2. Hipoglucemia:

Episodios repetitivos de hipoglucemia han sido implicados como una posible causa
de la disfuncion cognitiva en la diabetes, aunque esta afirmacion es discutible y depende
de la edad de aparicién de la diabetes. En estudios que datan de 1993 se observan
cambios en varias regiones cerebrales como el cortex frontal y temporal, los ganglios
basales y el hipocampo de pacientes diabéticos que han sufrido episodios de
hipoglucemia severa (Gold et al., 1993; Deary et al., 1993). Sin embargo, mas
recientemente se han realizado meta-analisis en los que no se ha encontrado una
relacion entre la hipoglucemia y los resultados de los test cognitivos (Brands et al.,
2005). A pesar de que estudios recientes sefialan que la hipoglucemia no resulta en una
disfuncién cognitiva, esto no se cumple para algunos grupos de alto riesgo como los
nifios a los que se le ha diagnosticado la diabetes en sus primeros afios de vida (Aye et
al., 2011; Asvold et al., 2010).

Sin embargo, se ha demostrado experimentalmente (en modelos animales) que tras
largos periodos de hipoglucemia (30-60 minutos) se produce necrosia neuronal,
aumento de aspartato, alcalemia y fallo en la energia neuronal, lo cual conlleva a un

electroencefalograma plano (Auer, 2004).
2.2.3. Enfermedad vascular:

Existe una extensa literatura donde se refleja que la diabetes conlleva anomalias
morfoldgicas y funcionales tanto en la micro como en la macrovasculatura (Pelligrino et
al., 1992; Johnson et al., 1982; Junker et al., 1985). Es l6gico pensar que estos cambios
vasculares sean la causa de una mayor incidencia de infarto cerebral y peores respuestas

funcionales halladas en pacientes diabéticos (Mankovsky et al., 1996).

La hiperglucemia reduce el flujo sanguineo a través de una disminucion de la
vasodilatacion (Williams et al., 1998). La vasodilatacién estd mediada por el éxido
nitrico (NO), sintetizado en las células endoteliales por la dxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). La hiperglucemia reduce la expresion de eNOS, probablemente por
una disminucion en la expresion de la PKC (Tesfamariam et al., 1991) y un aumento en
la actividad de la NADPH-oxidasa (Inoguchi et al., 2000).

Brownlee, en su modelo teorico para explicar el dafio provocado por la diabetes en

diferentes tejidos (Brownlee, 2001), propone que la hiperglucemia es tdxica para las

18



Introduccion

células endoteliales de la microvasculatura del cerebro a través de dos mecanismos: en
primer lugar, altera el transporte de glucosa a través de la barrera hematoencefalica; y
en segundo lugar, provoca una toxicidad directa sobre las neuronas a través del aumento
en la formacion de radicales super6xidos (como consecuencia de un aumento del
metabolismo de la glucosa intracelular). Sin embargo, Convit opina que este modelo de
Brownlee no es del todo satisfactorio para explicar aquellas alteraciones asociadas a
situaciones en las que no hay hiperglucemia o resistencia a la insulina. Por ello, Convit
propone otro modelo en el que la disfuncién endotelial no es consecuencia de la
hiperglucemia y contribuye a los déficits cognitivos asociados a la diabetes cuando el
aporte de glucosa al cerebro no es suficiente (Convit, 2005).

2.2.4. Resistencia a insulina;:

Al contrario de lo que se creia en la década pasada acerca del papel de la insulina en
el cerebro, actualmente existen evidencias a favor de que la insulina puede modular
procesos cognitivos (especialmente aquellos que se dan en el hipocampo) y que ademas
se sintetiza en el cerebro adulto (Zhao et al., 1999; Gerozissis, 2003). A pesar de que la
insulina no es imprescindible para la captacion de glucosa por las neuronas (por la
presencia de los receptores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3, que son insulino-
independientes), se sabe que hay receptores de glucosa dependientes de insulina
(GLUT-4) presentes en el cerebro y especialmente en el hipocampo (Reagan, 2005;
Grillo et al., 2009). Ademas, recientemente se han descrito evidencias a favor de que la
insulina es crucial para el buen funcionamiento del hipocampo (McNay & Recknagel,
2011; Duarte et al., 2012).

En el cerebro, la insulina y el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1) median una
multitud de efectos como son: la utilizaciéon de glucosa y el metabolismo energético, el
estrés oxidativo, la regulacion de genes de factores de crecimiento y sus receptores, la
expresion de genes colinérgicos, la expresion y la fosforilacion de proteinas como tau y
B amiloide, etc... (Li et al., 2007; Craft, 2007; Li et al., 2001; Francis et al., 2008).
Alteraciones en la ruta de sefializacion de la insulina en el cerebro y la periferia han sido
implicadas en el envejecimiento, la diabetes y el Alzheimer (Frolich et al., 1998; Gispen
& Biessels, 2000; Hoyer, 1998; McNay & Recknagel, 2011).

El grupo de Convit propone que las alteraciones en la tolerancia a la glucosa se

asocian con déficits de memoria y reducciones del volumen del hipocampo (Convit et
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al., 2003); y que la resistencia a insulina puede estar relacionada con los déficits
cognitivos (Starr & Convit, 2007). Ademés, se han descrito los mismos déficits
neurocognitivos en pacientes con alteraciones en la tolerancia a la glucosa que en

pacientes con diabetes tipo 2 (Vanhanen et al., 1997).

Existen evidencias clinicas y experimentales que muestran la existencia de una
conexion entre la diabetes tipo 2 y el Alzheimer. Parece que la resistencia a insulina es
clave en esta conexion, ya que tiene efectos directos sobre la acumulacién de B-amiloide
y tau; y también tiene efectos indirectos sobre la via apoptotica y el estrés oxidativo
(Sima, 2010). Ademas, la alteracion en la actuacion de la insulina también afecta otros
factores neurotrdficos, neurotransmisores y proteinas estructurales del citoesqueleto

neuronal. Todo ello da lugar a una degeneracion de las fibras nerviosas.

2.3. ASPECTOS ESPECIFICOS DEL HIPOCAMPO

2.3.1. Anatomia e Histologia del Hipocampo:

El hipocampo es una estructura del sistema nervioso central que forma parte del

sistema limbico y participa en la memoria y en la orientacion espacial.

Anatomicamente, el hipocampo puede dividirse en dos regiones: hipocampo propio
(o Cuerno de Ammon) y Giro Dentado (Fascia Dentata). EIl hipocampo, a su vez, forma
parte de un conjunto de regiones que se agrupan por sus semejanzas citoarquitectonicas
y recibe el nombre de formacion hipocampica. La formacién hipocampica comprende
en total seis regiones: el hipocampo propio (Cuerno de Ammon) y el Giro Dentado; el
complejo subicular (formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum); y
la corteza entorrinal (Amaral & Witter, 1989).

El Giro Dentado (o Fascia Dentata) es una region cortical con forma de C que
consta de tres capas (Insausti & Amaral, 2012). El principal tipo celular son las células
granulares, que son de naturaleza glutamatérgica, tienen el soma pequefio y sus axones
basales se denominan fibras musgosas. En un corte histologico, las capas que se

distinguen de exterior a profundidad son (Figura 2):

- Capa Molecular (Mol): es la capa mas cercana a la fisura hipocampal, donde se

localizan las prolongaciones dendriticas apicales de las neuronas granulares, algunas

interneuronas y células gliales.
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- Capa Granular (Gr): formada por los somas de las células granulares empaquetados

densamente en columnas.

- Capa polimorfa: es la capa mas profunda del Giro Dentado, también denominada

hilus. Existe cierta controversia con respecto a la nomenclatura de esta zona, ya que
algunos autores la denominan CA4 y la incluyen en el Cuerno de Amon (Lorente de NO,
1934; Amaral, 1978). Se caracteriza por su naturaleza polimérfica, compuesta por una
gran variedad de tipos celulares, entre las cuales las predominan las células musgosas
(Amaral, 1978; Ribak et al. 1985; Amaral & Witer, 1989).

Entre la capa granular y el hilus se pude distinguir una fina capa, la Zona
Subgranular (SGZ), compuesta por precursores neurales que poseen actividad
proliferativa durante la vida adulta (Altman & Das, 1965; Kaplan & Bell, 1984; Seri et
al., 2001).

Figura 2. Microfotografia de una seccion cerebral del hipocampo de raton, tefiido por la
doble tincion de Timm-Nissl. En las regiones CA1-CAS3 es posible identificar una serie
de estratos celulares y fibrosos: oriens (Or), piramidal (Py), radiatum (Rad) y
lacunosum moleculare (LMol). Unicamente, en la CA3, hay otra capa denominada
stratum lucidem (SLu). En el Giro Dentado (DG), justo por debajo de la fisura
hipocampal (hif), vemos la capa molecular (Mol), y hacia el interior la capa de células
granulares (Gr), seguida de la capa polimorfa (Po). fi, fimbria; cc, corpus callosum.
(http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/840/1.INTRODUCCION.pdf?sequence=2)
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El hipocampo propio o Cuerno de Ammon esta dividido en tres &reas: CAl (la
zona mas distal), CA2 y CA3 (zonas mas proximales) (Lorente de NO, 1933). El
principal tipo celular del Cuerno de Amén son las celulas piramidales, que tienen un
soma voluminoso y fusiforme, y son de naturaleza glutamatérgica. Las distintas areas

estan estratificadas en las siguientes capas (Figura 2):

- Estrato alveus: es la capa mas interna, formada por los axones (de ahi su aspecto
blanco) de las células piramidales.

- Estrato oriens (Or): capa estrecha formada esencialmente por las dendritas basales

de las células piramidales.

- Estrato piramidal (Pyr): formado por el soma de las células piramidales.

- Estrato lucidum (SLu): es un estrecho estrato acelular que Unicamente se distingue

en el area CA3. Esta formado por las dendritas apicales de las piramidales de CA3 y en

el cual se establecen conexiones con las fibras musgosas procedentes del Giro Dentado.

- Estrato radiatum (Rad): formado por las dendritas apicales de las neuronas

piramidales.

- Estrato lacunosum-molecular (LMol): situado en la parte méas exterior (cercana a la

fisura hipocampal), que contiene las ramificaciones mas distales de las dendritas

apicales de las neuronas piramidales (Amaral & Witter, 1995).
2.3.2. Circuito hipocampal:

La informacion fluye a lo largo del hipocampo por medio de 3 vias principales
(figura 3):

- La via perforante que circula desde la corteza entorrinal a las células granulares
del Giro Dentado.

- La via de las fibras musgosas que va de las células granulares del Giro Dentado a

las células piramidales de la region CA3 del hipocampo.

- La via colateral de Schaffer donde los axones de las células piramidales de la
CA3 emiten ramificaciones colaterales, llamadas ramificaciones colaterales de Schaffer,

que inervan a las células piramidales de CAL.
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Se ha demostrado que el hipocampo es una region fundamental para la orientacion
espacial, tanto en humanos como en animales (es méas, contiene un tipo de neuronas de
lugar que responden ante cada localizacion especifica), y ademas también participa en
procesos de asociacion.

Figura 3. Diagrama basico del circuito hipocampal. PP: via perforante; GD: giro
dentado, fm: fibras musgosas, sch: fibras colaterales de Schaeffer. (O Keefe & Lynn,
1978)

2.3.3. Hipocampo y memoria:

El hipocampo juega un papel fundamental en la memoria, ejerce una funcidn
determinante en el almacenamiento de la informacion nueva antes de que ésta se
consolide (Squire, 1992). Una vez procesada, la informacion llega al hipocampo, donde
se mantiene activa durante un periodo de tiempo. Durante ese tiempo, el hipocampo
establece una relacion bidireccional con distintas regiones del cortex, como la corteza
auditiva o la visual. Estas conexiones bidireccionales son lo que constituye el proceso
de consolidacion de la memoria y se requieren interacciones complejas entre las

diferentes zonas de procesamiento cerebral (neocorteza, I6bulo temporal medial, etc...).

La memoria se puede clasificar de acuerdo con el tiempo durante el cual es efectiva en:
memoria a corto plazo y memoria a largo plazo. Ademas, la memoria a largo plazo
también se puede dividir de acuerdo con la naturaleza de lo que se recuerda, en memoria

declarativa y memoria no declarativa.
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- La memoria a corto plazo o memoria de trabajo, se refiere a la capacidad para
mantener las procesos el tiempo suficiente como para llevar a cabo acciones

secuenciales.

- La memoria a largo plazo declarativa esta compuesta por todos los datos que uno ha

aprendido. El acceso a esta memoria es consciente y es dependiente de areas cerebrales
como el hipocampo (Squire, 1992).

- La memoria a largo plazo no declarativa o procedimental es probablemente la mas

duradera. Se trata de los habitos, o habilidades que son aprendidos por repeticion. El
acceso a esta memoria es inconsciente y no requiere de la participacion del hipocampo,
pero si de otras estructuras como el neoestriado, el cerebelo, la amigdala y la neocorteza

superior (Passig et al., 1996).

La memoria a corto plazo (que abarca de minutos a horas) solo requiere modificaciones
covalentes de las proteinas preexistentes; mientras que la memoria a largo plazo (que es
maés estable y puede durar dias, semanas e incluso toda la vida) necesita crecimiento y
formacion de nuevas sinapsis, lo cual requiere expresion de genes y formacion de

nuevas proteinas (Bailey et al., 1996).
2.3.4. Plasticidad sinaptica: PLP y DLP

El hipocampo desempefia un papel fundamental en ciertos tipos de aprendizaje y
memoria. Los cambios plasticos de la intensidad de las conexiones sindpticas estan
involucrados en el aprendizaje y memoria (Bliss & Collingridge, 1993; Malenka &
Nicoll, 1999).

Se han descrito dos mecanismos de plasticidad sinaptica:

- Potenciacién a Largo Plazo (PLP 6 LTP en inglés): cuando se produce una

estimulacion de frecuencia alta y de corta duracion, sucede un incremento de la eficacia
sinaptica (aumento duradero de la intensidad de la transmision sinaptica) que puede

durar horas o dias.

- Depresion a Largo Plazo (DLP 6 LDT en inglés): cuando la estimulacion es de baja

frecuencia y prolongada, se produce una reduccion persistente de la intensidad de la

sinapsis.
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Ambos procesos estan desencadenados por un aumento en los niveles de Ca*
intracelular de las células postsinapticas (Bliss & Collingridge, 1993; Malenka &
Nicoll, 1999). La PLP se desencadena por un aumento de Ca®* breve e intenso;
mientras que la DLP se desencadena por un aumento leve y prolongado de Ca®*
intracelular (Yang et al., 1999).

2.3.5. Mecanismos moleculares de la memoria:

Un estimulo que desencadena memoria a corto plazo provoca el aumento de AMPc
intracelular por medio de la activacion de la Adenilato Ciclasa (AC). A su vez, este
AMPc activa a la proteina quinasa A (PKA) la cual potencia la salida de
neurotransmisores: se cierran los canales de potasio y se amplia el potencial de accion,
debido a esto se da un flujo de Ca** necesario para la exocitosis de moléculas
importantes para la formacién de memoria (Byrne & Kandel, 1996). Con un estimulo
repetitivo o prolongado se produce la memoria a largo plazo. En la memoria a largo
plazo, la subunidad catalitica de la PKA activada se trasloca al nacleo y alli fosforila al
factor de transcripcion CREB (proteina de union a CRE, al elemento de respuesta de
AMPc), que activa genes de respuesta inmediata para dar lugar a la generacion de

nuevas conexiones sinapticas (Bailey et al., 1996; Martin et al., 1997).

El mecanismo molecular de la PLP consiste en mejorar la sensibilidad de la neurona
postsinaptica al neurotransmisor, y esto se consigue por el incremento en la actividad y

namero de receptores en la membrana postsinaptica (Malenka & Bear, 2004).

Se sabe que la PLP se puede iniciar por activacion de los receptores de glutamato
NMDA (Morris et al., 1986; Watkins & Jane, 2006) cuando se da un estimulo
prolongado e intenso. El receptor NMDA, que controla la apertura de canales de Ca?*,
se encuentra bloqueado por iones Mg* (Malenka et al., 1988) y se localiza
principalmente a lo largo de la formacion hipocampal. Ante un estimulo prolongado e
intenso, se libera el Mg?* y se produce la apertura de estos receptores NMDA cuando se
une el glutamato. La apertura de los receptores NMDA supone la entrada de Ca* hacia
el interior de la neurona postsinaptica. La elevacién del Ca?* en el interior celular
induce la activacion de la proteina quinasa Il Ca®*/calmodulina (CAMKII) y de la
proteina quinasa C (PKC) (Malinow et al., 1989), ademas de inducir la activacion de

otras quinasas como la PKA y la quinasa reguladora de sefiales extracelulares (ERK).
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Las quinasas CAMKII y PKC fosforilan a los receptores AMPA de glutamato,
aumentando la sensibilidad al glutamato de la membrana, lo cual contribuye al
mantenimiento de la PLP (Kauer et al., 1988).

2.3.6. Estudios de memoria y aprendizaje:

El efecto de un tratamiento o una sustancia sobre la memoria y el aprendizaje puede
ser analizado utilizando varios estudios de comportamiento. Dependiendo de la funcién
cognitiva que se quiera estudiar o evaluar se somete al animal a uno u otro tipo de tarea

0 test de aprendizaje.

Entre la gran variedad de test de aprendizaje existentes los mas empleados para
evaluar la capacidad de memoria espacial del animal son: el laberinto de agua de Morris
y los laberintos en disposicion radial, en formade T o de Y.

- Laberinto de agua de Morris: es el test més utilizado para investigar aspectos

especificos de la memoria espacial. Consiste en colocar al animal en una piscina llena
de agua tefiida, en la que hay una plataforma escondida bajo la superficie del agua que
el animal tiene que encontrar. Tras sucesivos ensayos debe aprender donde esta la
plataforma y nadar directamente hacia ella para escapar del agua. Las ratas sanas
(control) aprenden rapidamente a localizar la plataforma, mientras aquellas con déficits

de memoria necesitan mas tiempo.

- Laberinto radial: en este test la ejecucion de la tarea requiere memoria espacial y es

sensible a la edad y a dafios en el hipocampo. EIl animal debe explorar el ambiente que
le rodea y aprender en qué brazo esta localizada la comida. El laberinto en forma de T o
en forma de Y son otros tipos de test similares al anterior donde también se evalla la
memoria y aprendizaje visuo-espacial. Son sensibles a los efectos de varias lesiones en
el cerebro, particularmente en el hipocampo, y a numerosas sustancias o toxinas que

pueden alterar la memoria espacial.
2.3.7. Mecanismos moleculares de la encefalopatia diabética:

Algunos autores defienden que los mecanismos que subyacen los déficits cognitivos en
la encefalopatia diabética estan relacionados con la deficiencia en insulina y, como
consecuencia, con la afectacion sobre la expresiébn de factores neurotroficos,

neurotransmisores, estrés oxidativo y apoptosis. Proponen que todo ello resulta en
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alteraciones de la integridad neuronal y las sinapsis que se establecen de manera
habitual en el desarrollo del cerebro (Sima, 2010) (figura 4).

Deficiencia en insulina

‘ Hiperglucemia | y péptido C
Ruta poliol Sefializacionde ~
] / insulina alterada Retirada de factores de
. Inflamacion CrecimientO(IGF's, NGF)
AGE's N | |
¢ / \ E_stre_s Degeneracion de fibras
RAGE oxidativo nerviosas
et | !
Aploptosm | \[‘)egeneracidn neuronal
Pérdida de oligodendrocitos Pérdida neuronal

| — |

Atrofia sustancia blanca . . .
Atrofia sustanciagris

N

Déficits cognitivos

Figura 4. Mecanismos moleculares que subyacen la encefalopatia en la diabetes tipo 1.
(Modificado de Sima, 2010).

Sin embargo, otros autores excluyen la diabetes tipo 1 de esta conexion entre las
alteraciones en los niveles de insulina y los déficits cognitivos de la diabetes (McNay &
Recknagel, 2011), apoyandose en evidencias como que existe sintesis de insulina en el
cerebro (y por tanto la deficiencia periférica de insulina no deberia afectar a la sintesis
de insulina cerebral) y que no se han encontrado cambios en los niveles de insulina en el
hipocampo de un modelo experimental de diabetes tipo 1 (Stranahan et al., 2008). Estos
autores proponen otros factores como posibles mecanismos que subyacen a los déficits
cognitivos en la encefalopatia diabética: alteraciones vasculares, reduccién del aporte de
glucosa, aumento en los niveles de glucocorticoides, etc. (McNay & Recknagel, 2011).
Aunque no se descarta la posibilidad de que la ruta de sefializacion de la insulina
cerebral esté alterada en la diabetes tipo 1 ya que se han encontrado evidencias a favor
de que la deficiencia periférica de insulina estd acompafiada de una reduccion en la

actividad de la sefalizacion de insulina en el cerebro (Jolivalt et al., 2008).
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2.3.7.1. Apoptosis en el hipocampo diabético:

Existen evidencias experimentales de que hay apoptosis en el hipocampo diabético.
La pérdida neuronal en el hipocampo se puede detectar de manera histoldgica, a través
de marcadores de la apoptosis, o bien a traves de estudios de comportamiento donde se
llevan a cabo tareas de aprendizaje (Li et al., 2002a). Se establece una asociacion entre
el déficit cognitivo (manifestado en estudios de comportamiento) y los cambios
moleculares que se dan en el hipocampo diabético (especialmente en la region CA1l),
entre ellos: fragmentacion del DNA, marcaje TUNEL positivo, aumento en la expresion
de Bax y caspasa-3 (Li et al., 2002a). También se ha observado una disminucion de las
densidades neuronales de esta region después de una diabetes prolongada en un modelo
experimental de diabetes tipo 1 en ratas prediabéticas (Li et al., 2002a).

El factor de crecimiento insulinico tiene un efecto neuroprotector y antiapoptotico
(Russell & Feldman, 1999), por lo que al disminuir en el hipocampo diabético puede dar
lugar a una pérdida neuronal. La deficiencia de insulina y de IGF-1 que se da en la
diabetes contribuye de dos formas a la apoptosis (Li et al., 2005): por un lado altera los
factores neurotréficos y promueve los mecanismos apoptoticos relacionados con la
fosfoinositol-3 quinasa (P1-3 quinasa) (Lee-Kwon et al., 1998; Li et al., 2002b); y por
otro lado mediante el estrés oxidativo derivado de la hiperglucemia (que finalmente dara

lugar a apoptosis) (Schmeichel et al., 2003; Srinivasan et al., 2000).

El desajuste en la homeostasis del calcio neuronal que se produce por la diabetes

también puede contribuir a la degeneracion neuronal (Biessels et al., 2002).

2.3.7.2. Funcion sinaptica en el hipocampo diabético:

La plasticidad sindptica de las neuronas hipocampales esta regulada por el complejo
glutamato-receptor NMDA, que es critico para el desarrollo de PLP y DLP. La
expresion de la subunidad NR2B del receptor NMDA y su fosforilacion (mediada por la
CAMKII) estan disminuidas en las neuronas postsinapticas hipocampales de animales
diabéticos (Gardoni et al., 2002; Di Luca et al., 1999). Estos cambios en los receptores
NMDA pueden explicar los déficits en PLP producidos por la diabetes (Di Luca et al.,
1999). Se han encontrado otros mecanismos que pueden explicar los déficits en PLP en

el hipocampo diabético:
- Tanto el ARNm como la concentracién de proteina NOS estan disminuidas en las

28



Introduccion

neuronas de las regiones CAl y CA3 del hipocampo de ratas diabéticas (Reagan &
McEwen, 2002). Este hecho puede explicar, al menos de forma parcial, el déficit en la
potenciacion a largo plazo observada en el hipocampo diabético ya que la induccion y el
mantenimiento de la potenciacion dependen de la actividad NOS.

- Los cambios inducidos por la hiperglucemia sobre la homeostasis del Ca*
intracelular también pueden explicar los cambios en la organizacién y funcién sindptica
observados en el hipocampo diabético. En la diabetes crdnica, la homeostasis de calcio
neuronal sufre un desajuste progresivo que favorece el aumento de la DLP y disminuye
la PLP (Kamal et al., 1999).

Kamal et al. (Kamal et al., 1999) mostraron que el nivel de inhibicion GABAérgica
en el hipocampo no se ve alterado por la diabetes; mientras que la sensibilidad a las
acciones inhibitorias del neuromodulador adenosina si aumenta a los pocos dias o

semanas desde la induccion de la diabetes (Cassar et al., 1998; Morrison et al., 1992).

Elevada glucosa

|

CA1

CA3
DG

|

Disminucion de nNOS e IGF;
Disminucion de PLP y aumento de DLP;
Apoptosis neuronal

|

Déficits cognitivos y comportamentales

Figura 5. Mecanismos que subyacen a los déficits en la plasticidad sinaptica por la
diabetes. (Modificado de Klein & Waxman, 2003).

En ratas Sprague-Dawley se ha observado que después de 6-8 semanas de diabetes
hay una disminucién de la afinidad del glutamato por el receptor AMPA, pero no por el

receptor NMDA (Gagne et al., 1997). Esta reduccion de la afinidad del glutamato por el
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receptor AMPA se ha asociado a una disminucion de la concentracion de la subunidad
GIluR1 de dicho receptor (Gagne et al., 1997).

También se ha observado en el hipocampo diabético un retraso en la velocidad de
conduccion de las células granulares y un aumento de la excitabilidad neuronal en las
proyecciones presinapticas de la via perforante y la via de las fibras musgosas. Las
neuronas de la regiobn CA3 también sufren una remodelacion ultraestructural: una
retraccion y simplificacion de sus dendritas apicales y una reduccion en el nimero de
vesiculas de los terminales de las fibras musgosas presinapticas (Magarinos & McEwen,
2000). Todo esto parece indicar que la diabetes afecta tanto a las estructuras pre como
postsinapticas del hipocampo.

2.4. ALTERACIONES MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES DE LA
ENCEFALOPATIA DIABETICA EN EL HUMANO

Numerosos estudios en los que se emplean diversas técnicas de neuroimagen
(resonancia magnética y tomografia computada) y encefalogramas, revelan cambios

estructurales y funcionales en el cerebro de los pacientes diabéticos tipo 1y 2.

En los pacientes diabéticos tipo 1, se describen varias anomalias funcionales como el
aumento en las latencias de los potenciales evocados visuales (latencia de la onda P100)
(Parisi & Uccioli, 2001) y la onda P300 (que indica actividad neuronal asociada a
procesos de atencion y memoria) (Mooradian et al., 1988); reduccion en la velocidad de
la actividad de las ondas cerebrales (Brismar et al., 2002), etc.; asi como anomalias
estructurales tanto en la sustancia blanca (Kodl et al., 2008) como en la gris (Jongen &
Biessels, 2008). Estas anomalias estructurales engloban alteraciones en la integridad de
varios tractos de la sustancia blanca, hiperintensidades halladas en imagenes de
resonancia (y que se corresponden con lesiones de la sustancia blanca tales como
desmielinizacién, angionecrosis, infartos, gliosis, etc.) y reducciones del grosor cortical
de la sustancia gris (Kold & Seaquist, 2008). Es probable que estas anomalias halladas
en las sustancias blanca y gris expliquen la reduccién en la velocidad mental tan

caracteristica de los pacientes diabéticos tipo 1.

En los pacientes diabéticos tipo 2, también se da un aumento en las latencias de los
potenciales evocados (Hissa et al., 2002); una disminucién del flujo sanguineo cerebral

(Last et al., 2007) y cambios estructurales como atrofia cerebral, lesiones en la sustancia

30



Introduccion

blanca e infartos (Kumar et al., 2008; de Bresser et al., 2010) que se correlacionan con
la presencia de complicaciones micro y macrovasculares (Manschot et al., 2007).

La atrofia hipocampal es uno de los rasgos neuroanatémicos que difiere entre los
pacientes con diabetes tipo 1 0 2. Ambos tipos de diabetes dan lugar a reducciones en la
densidad de la sustancia gris y lesiones de la sustancia blanca, pero se desconoce por
qué el hipocampo estd mas afectado en la diabetes tipo 2 (Convit et al., 2003),
sobretodo porque esta regién es mas susceptible al cambio metabdlico agudo que se da
de manera mas prominente en la diabetes tipo 1 (McCrimmon et al., 2012).

2.5. DIAGNOSTICO DE LA ENCEFALOPATIA DIABETICA

Aunque se ha progresado mucho, la dificultad de detectar disfunciones
neurocognitivas en pacientes diabéticos puede justificar en parte por qué la
encefalopatia diabética no ha avanzado de manera similar al conocimiento que se tiene
sobre el dafio que causa la hiperglucemia en otros 6rganos.

Los test neurocognitivos, en los cuales se evaltan diferentes aspectos de la funcion
cerebral, han sido muy utiles para valorar la cognicién en diversas enfermedades,
incluida la diabetes (Brands et al., 2005). Sin embargo, dichos test tienen una
variabilidad intrasujeto relativamente alta, lo cual reduce su habilidad para identificar
déficits leves o enfermedades preclinicas. Ademas, los test neurocognitivos no pueden
proporcionar informacion sobre las estructuras neurales responsables de cualquier
disfuncién identificada (Kodl & Seaquist, 2008).

Debido a las limitaciones de los test neurocognitivos, se estan empleando también
otras técnicas para evaluar la funcién cognitiva en los pacientes diabéticos como son:

- Potenciales evocados: que revelan de manera subclinica los déficits en la
conduccion nerviosa sensorial.

- Electroencefalogramas: que permiten cuantificar la actividad eléctrica cerebral.

- Resonancia magnética de imagen (MRI) y resonancia funcional (fMRI): que
permiten obtener imagenes de las estructuras cerebrales, del flujo sanguineo e incluso
de la actividad del cerebro mientras se realiza una tarea (como es en el caso de la fMRI).

- Tomografia de emision de positrones (PET): que permite detectar la ubicacion y
concentracion de metabolitos cerebrales y neurotransmisores.

En general, cada una de las técnicas citadas tiene sus limitaciones y se han

encontrado diversas contradicciones entre los resultados obtenidos al estudiar las
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alteraciones funcionales, cognitivas o en la estructura de diferentes areas del cerebro de
pacientes diabéticos. A medida que las técnicas bioquimicas, electrofisiologicas y
funcionales avancen, se podran emplear para avanzar en el conocimiento de la

patogénesis de la encefalopatia diabética.

2.6. TRATAMIENTO DE LA ENCEFALOPATIA DIABETICA

En los ultimos afios, se han considerado diferentes estrategias para prevenir y tratar
la encefalopatia diabética. Dado los posibles mecanismos implicados en su desarrollo,
se han planteado medidas neuroprotectoras para reducir el estrés oxidativo, prevenir la
apoptosis y evitar la pérdida de neuronas (Fazeli, 2009).

2.6.1. Control glucémico:

Algunos ensayos clinicos a largo plazo, como el Ensayo sobre el Control de la
Diabetes y sus Complicaciones/Epidemiologia de las Intervenciones de la Diabetes
(DCCT/EDIC) (Jacobson et al., 2011), sugieren que el deterioro cognitivo observado en
pacientes diabéticos tipo 1 es probable que siga un progreso lento y leve, al menos en
aquellos pacientes que tienen un buen control glucémico. Por lo tanto, poponen que el
tratamiento con insulina es una buena estrategia frente a la progresion del déficit
cognitivo en pacientes diabéticos tipo 1. También observaron que el control glucémico
favorece la reduccion de las complicaciones vasculares (Nathan et al., 2005), sugiriendo
que el tratamiento con insulina es beneficioso gracias a que reduce la progresion del
riesgo cerebrovascular (McCrimmon et al., 2012).

En el caso de la diabetes tipo 2, el papel del control glucémico sobre el deterioro
cognitivo es incierto. Existe cierta controversia en los resultados obtenidos en diferentes
ensayos clinicos: mientras algunos ensayos muestran que no existe mejora sobre la
funcion cognitiva de los pacientes cuando se da un tratamiento para normalizar la
glucemia (Launer et al., 2011), otros sefialan que la normalizacion de la glucemia
(expresado como una reduccion de la hemoglobina glicosilada, HbA1c) se asocia con

una disminucién del riesgo de sufrir infarto (Wilcox et al., 2007).
2.6.2. Antioxidantes:

Existe un gran abanico de estudios en los que se han descrito los efectos de
constituyentes de plantas sobre los déficits cognitivos asociados a la diabetes. Dichos

constituyentes, como el gugulipid (Saxena et al., 2007), la curcumina (Kuhad &
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Chopra, 2007), el sesamol (Kuhad & Chopra, 2008), el licopeno (Kuhad et al., 2008), el
resveratrol (Schmatz et al., 2009) y el ginsendsido Re (Liu et al., 2012b) tienen efectos

antioxidantes y antiinflamatorios.
2.6.3. Hormonas:

Saravia et al. mostraron experimentalmente que el estradiol (administrado como un
implante) restauraba la neurogénesis en el Giro Dentado de ratones diabéticos (Saravia
et al., 2006).

Hay varios estudios que muestran el papel del péptido C (que es una parte de la
molécula de proinsulina que se escinde de ella) en la prevencién de la apoptosis de
neuronas hipocampales y los déficits cognitivos (Grunberger et al., 2001; Sima &
Wahren, 2009).

2.6.4. Farmacos:

En los ultimos afios, se han propuesto algunos farmacos con propiedades
neuroprotectoras para la mejora de los déficits cognitivos asociados a la diabetes.
Beauquis et al. demostraron que la fluoxetina (un inhibidor de la recaptacion de
serotonina) aumentaba la proliferacion neuronal en el Giro Dentado de ratones
diabéticos (Beauquis et al., 2006).

El tratamiento con nifedipina (agente bloqueante de los canales de calcio) mejora la
funcion cognitiva en ratones diabéticos a través de la reduccion en la produccion del
anién superoxido, la disminucion de la hiperinsulinemia y el aumento en la expresion de

un gen que controla la diferenciacion neuronal (Tsukuda et al., 2008).

Otro componente que se esta estudiando en ensayos clinicos es la suplementacion
con acetil-l-carnitina (ALC), que aumenta la produccién de acetilcolina. ALC actia
sobre el metabolismo oxidativo y el aumento de ATP, mejorando el estrés oxidativo,
inhibiendo la excitotoxicidad hipocampal y aumentando la respuesta al factor de
crecimiento neurotréfico (NGF). Se ha demostrado que la administracion de ALC a
pacientes con Alzheimer mejora la memoria a largo plazo, el aprendizaje espacial y el

reconocimiento de personas (Zanelli et al., 2005).

33



Introduccion

3. PAPEL DE LA NEUROGENESIS EN LA ENCEFALOPATIA
DIABETICA

3.1. DEFINICION DE NEUROGENESIS

La neurogénesis en el adulto es la produccion de nuevas neuronas en el cerebro
adulto. Este término comprende un proceso complejo que comienza con la proliferacion
de las células progenitoras, continda con la determinacion al fenotipo neural, la
maduracion morfoldgica y fisioldgica, el desarrollo de las caracteristicas funcionales de
neurona y finaliza con la existencia de una nueva neurona funcional e integrada (Balu &
Lucki, 2009).

Hasta la segunda mitad del siglo XX se pensaba que el cerebro adulto era incapaz de
generar o afiadir nuevas neuronas al complejo circuito existente, de hecho, uno de los
dogmas de la neurociencia era que el cerebro adulto era fijo e inmutable. Hoy en dia se
sabe que tanto las neuronas como las celulas gliales se siguen produciendo por la
diferenciacion de células madre durante toda la vida de los seres vivos (Kuhn et al.,
1996).

La primera evidencia de neurogeénesis la describidé Ezra Allen (Allen, 1912) cuando
encontro células mitoticas en el cerebro de crias de ratas. Hasta los afios 1960 no
aparecio la siguiente evidencia de produccion de nuevas neuronas en el Giro Dentado
del hipocampo de ratas adultas (Altman, 1963; Altman & Das, 1965). A lo largo de los
20 afios siguientes, fueron apareciendo mas evidencias a favor de la neurogénesis en el
cerebro adulto (Kaplan & Hinds, 1977; Goldman & Nottebohm, 1983; Gould et al.,
1992), pero la comunidad cientifica no lo aceptaba porque no parecia haber pruebas
suficientes de que esas células proliferativas eran neuronas. Fue a principio de los 90,
cuando se describi6 la técnica de BrdU, que permitia marcar células activas
mitoticamente y ademas se podia combinar con marcadores neuronales para identificar
el fenotipo de las células mitéticas. Ya a finales del siglo XX, se describi6 la
neurogénesis en adulto en un gran nimero de especies de mamiferos (Doetsch et al.,
1997 ; Gould et al., 1998; Kornack & Rakic, 2001), y en el ser humano (Eriksson et al.,

1998), y gano aceptacion en la comunidad cientifica.

En humanos la generacion de nuevas neuronas se ha constatado y descrito en

diferentes zonas del sistema nervioso: el bulbo olfatorio, el hipocampo y en diferentes
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areas de la corteza cerebral (Kempermann et al., 1998; Lledo et al., 2006). También se
ha descrito esta neurogenesis en la region prefrontal, en la region temporal inferior, y en

la region parietal posterior.

3.2. TECNICA DE MEDIDA DE LA PROLIFERACION CELULAR: BrdU

La primera evidencia de neurogénesis en cerebro adulto fue llevada a cabo en
roedores en el afio 1960, empleando la técnica autorradiografia con timidina tritiada
(Altman, 1969). En las décadas posteriores surgieron nuevas técnicas y protocolos para
el estudio in situ de la proliferacién. Estas nuevas técnicas in situ, y concretamente la
del marcaje con bromodeoxiuridina, ayudaron a confirmar el hecho de que la
neurogénesis ocurre en el cerebro adulto. ElI marcaje con bromodeoxiuridina es
actualmente el metodo mas comun empleado para el estudio de la neurogénesis. Sin

embargo, este procedimiento tiene sus limitaciones y controversias (Taupin, 2007).

La bromodeoxiuridina (5-bromo-2-deoxiuridina, BrdU) es un nucleotido sintético
analogo de la timidina. La técnica de BrdU es comunmente utilizada en la deteccién de
células en division en tejidos vivos ya que la BrdU puede incorporarse a la nueva
sintesis de ADN durante la fase S del ciclo celular, sustituyendo a la timidina durante la
replicacion del ADN. Debido al hecho de que la BrdU puede reemplazar la timidina
durante la replicacion del ADN, puede causar mutaciones, y por lo tanto su uso no es

seguro para la salud, por lo que sdlo se usa en animales de experimentacion.

El marcaje con BrdU se puede emplear para estudiar la proliferacion, si la inyeccion
a los animales es horas antes a su sacrificio, o para el estudio de la supervivencia, si la

inyeccidn es varios dias antes del sacrificio de los animales.

3.3. NEUROGENESIS EN HIPOCAMPO

La neurogénesis en hipocampo se ha descrito in vivo en roedores adultos (Altman,
1969), monos (Gould et al., 1998) y en humanos (Eriksson et al., 1998).

Las células recién producidas destinadas a convertirse en neuronas se generan en la
zona que subyace a la capa granular, lo que se conoce como la zona subgranular (SGZ)
del Giro Dentado. Las células migran una corta distancia hasta la capa granular,

extienden sus dendritas hasta la capa molecular del hipocampo, y envian sus axones
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hasta la region CA3 (Stanfield & Trice, 1988; Hastings & Gould, 1999; Markakis &
Gage, 1999) donde desarrollan propiedades electrofisioldgicas (van Praag et al., 2002).

La identidad de las células precursoras de neuronas de la SGZ ha sido descrita por
Seri et al. (Seri et al., 2001; Seri et al. 2004), donde se identifican como astrocitos.

Las neuronas generadas en el hipocampo adulto presentan una forma de plasticidad
estructural que puede ser regulada por el entorno, y también se sugiere que la
neurogénesis desempefia un papel importante en la funcion del hipocampo (Gould et al.,
2000).

3.4. NEUROGENESIS Y DIABETES

Existen numerosos estudios en los que se observa que la neurogénesis adulta en
hipocampo esta alterada en modelos experimentales de diabetes (Zhang et al., 2008;
Beauquis et al., 2006; Stranahan et al., 2008).

En modelos experimentales de diabetes tipo 1, en los que se mostraba una reduccion
en la proliferacion y supervivencia neuronal en el hipocampo de ratones adultos, el
tratamiento con estrégenos (Saravia et al., 2004) y fluoxetina (inhibidor de la

recaptacion de serotonina) (Beauquis et al., 2006) previno esta reduccion.

En el caso de la diabetes tipo 2, se han observado alteraciones en la PLP del Giro
Dentado y déficits en el aprendizaje en el laberinto de agua de Morris (Stranahan et al.,
2008). Estos déficits en la plasticidad sinaptica hipocampal y en la memoria se
asociaron a un aumento en los niveles de corticosterona, junto con alteraciones en la
proliferacién y supervivencia neuronal en el hipocampo. Cuando la concentracion de
corticosterona se mantuvo en valores fisiologicos normales, los cambios en la
plasticidad sinaptica y en la funcion del hipocampo de los modelos experimentales se
revirtieron. Estas evidencias sugieren que los déficits cognitivos asociados a la diabetes
pueden ser provocados por déficits en neurogénesis y plasticidad sinaptica mediados por

una alteracién en las concentraciones de glucocorticoides (Stranahan et al., 2008).

El déficit en la neurogénesis causado por hiperglucemia puede proporcionar una
explicacion frente a los déficits de memoria observados en algunos pacientes diabéticos
(Zhang et al., 2008). Esta hipdtesis ha sido propuesta por otros autores como Jackson-
Guilford et al. (Jackson-Guilford et al., 2000).
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4. FISIOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA
ENCEFALOPATIA DIABETICA

4.1. ESTRES OXIDATIVO. RADICALES LIBRES

4.1.1. Generacion de radicales libres:

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno (ROS) proceden de fuentes

metabdlicas enddgenas o de agresiones oxidativas externas.

Dentro de las fuentes enddgenas de produccion de radicales libres podemos incluir

las siguientes:

La cadena electronica mitocondrial (Kas & Blattna, 1986).

Excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig & Babior, 1979).
Activacion del metabolismo del acido araquidonico en procesos
inflamatorios (Winyard et al., 1994).

Deslocalizacién de metales de transicion (Fe®* y Cu*) de sus sitios de
depdsito (Halliwell & Gutteridge, 1986).

Hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).

Activacion de la enzima oxido nitrico sintasa (Beckman et al., 1990).

Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes (Giugliano et
al., 1996).

Algunas de las fuentes exdgenas de dafio oxidativo son:

Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983).

Aumento en la disponibilidad de metales de transicion en algunas
enfermedades metabdlicas y en procesos inflamatorios (Halliwell &
Gutteridge, 1986).

Accion de xenobidticos y farmacos (Trush et al., 1982).

Exceso en la concentracién de oxigeno o los procesos en los que hay

fendmenos de isquemia-reperfusion (McCord & Roy, 1982).

4.1.2. Papel fisioldgico y patoldgico:

En cuanto al papel fisioldgico, se ha demostrado la funcion de los radicales libres en

la defensa antimicrobiana y antitumoral, también como mensajeros e inductores

37



Introduccion

genéticos (Hardy & Hunt, 2004; Satriano et al., 1993; Zimmerman et al., 2002). Pueden
intervenir en la inactivacion o activacion de ciertas enzimas (Fillebeen & Pantopoulos,
2002; Sindhu et al., 2005) y contribuir a la regulacién de la extension del proceso
inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Ademas, se ha postulado que el balance oxidante-
antioxidante puede intervenir en el proceso de la apoptosis (Buttke & Sandstrom, 1994;
Svensk et al., 2004). Algunos radicales libres también intervienen en los procesos de
memoria y aprendizaje, ya que se ha descrito que son necesarios para la generacion de
una adecuada potenciacién a largo plazo (PLP) (Klann, 1998). De hecho, cuando el
receptor de NMDA se activa, proceso que se produce durante la PLP, aumenta la
cantidad de superéxido (Bindokas et al., 1996). Sin embargo, otros autores indican que
la induccidn de estrés oxidativo puede causar dafios en la memoria y el aprendizaje
(Farooqui, 2008).

Respecto a su papel patologico, los radicales libres pueden relacionarse con la
hipertension (Touyz, 2004), la disfuncion cardiovascular (Ramachandran et al., 2003),
la inflamacion (Telfer & Brock, 2004) y con enfermedades como la diabetes
(Hermenegildo et al., 1993; Miranda et al., 2006; Muriach et al., 2006), el SIDA (Hsu et
al., 2003), la epilepsia (Patel, 2004), etc.

Estos radicales pueden alterar directa o indirectamente varios mecanismos celulares
y fisioldgicos, por medio de los cuales pueden producir en ultimo término apoptosis y
muerte neuronal (Li et al., 2002a; Paravicini & Touyz, 2008; Svensk et al., 2004; Gupta
et al., 2007; Torchinsky & Toder, 2007). Pueden inducir alteraciones de
macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el ADN (provocando
mutaciones), los lipidos de membrana (provocando su peroxidacion) o las proteinas

(alterando actividades enzimaticas).

4.2. PEROXIDACION LIPIDICA

La peroxidacion lipidica consiste en el deterioro oxidativo (dependiente de oxigeno)

de grasas, y sobre todo de los &cidos grasos insaturados. Ocurre cuando el radical
hidroxilo (OH) es generado en la proximidad de las membranas y ataca a los acidos

grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, como el &cido araquidonico.
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Un 'OH puede convertir cientos de &cidos grasos de la membrana en lipidos

hidroperoxidados, que son muy inestables y rapidamente se descomponen en otros
productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez iniciar

nuevas cadenas de peroxidacion.

La peroxidacion de lipidos es un fenémeno que puede conducir a la muerte celular,
pero también puede inducir la formacion de intermediarios derivados de los lipidos.
Entre los productos de la peroxidacion lipidica se incluyen una serie de aldehidos que
actuan como “mensajeros toxicos secundarios”, modificando la accidon de los radicales
libres iniciales, ya que, al contrario que éstos, poseen una vida media mucho mayor y
pueden por tanto difundir desde su lugar de produccion, alcanzando células o tejidos

situados a cierta distancia.

Entre los diferentes aldehidos que se producen en la peroxidacion de lipidos, los méas
estudiados han sido el Malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales. A
continuacion describiremos brevemente el MDA, puesto que es objeto de estudio de

este trabajo.
4.2.1. Malondialdehido (MDA):

El MDA es una molécula volatil, de bajo peso molecular y tiene un grupo carbonilo
que le da un caracter ligeramente acido. Resulta de la degradacion oxidativa de los

acidos grasos poliinsaturados.

Dado que el MDA es un producto final comin de la peroxidacion lipidica,
independientemente del acido graso poliinsaturado oxidado, su determinacion ha sido
ampliamente aceptada como marcador del proceso de peroxidacién lipidica (Romero et
al., 1998; Halliwell, 2000; Piconi et al., 2003; Cojocaru et al., 2004).

4.3. DEFENSA ANTIOXIDANTE

4.3.1. Sistemas antioxidantes de importancia bioldgica:

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando esta presente a
concentraciones bajas en comparacién con las del sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de dicho sustrato (Halliwell & Gutteridge, 1986). El

término “sustrato oxidable” incluye casi todas las macromoléculas que se encuentran en

39



Introduccion

las células vivas, como proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN. La desintoxicacion de
las especies reactivas del oxigeno es uno de los requisitos para la vida aerobia, por lo
que se ha desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante formado por:

- Recolectores y neutralizadores no enziméaticos que se llaman antioxidantes,
proporcionados o no por la dieta, como son las vitaminas C y E, glutation, etc.

- Enzimas con actividad antioxidante directa o primaria, llamadas asi por inactivar
directamente especies activadas de oxigeno (catalasa, superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, etc.).

- Enzimas con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen al mantenimiento
de otros sistemas antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas de la accion toxica
de los radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc.) (Sies &
de Groot, 1992).

4.3.2. El sistema glutation:

Se denomina sistema glutation al conjunto formado por el glutation (GSH) y las
enzimas relacionados con su metabolismo, que son ademas responsables del
mantenimiento de su estado redox en condiciones fisioldégicas (Meister & Anderson,
1983).

El glutation es un tripéptido (constituido por acido glutamico, cisteina y glicina) de
interesantes propiedades bioldgicas debido a dos caracteristicas estructurales: el enlace
v-glutamilo que lo protege de las peptidasas, y la presencia de un grupo tiol libre (-SH)
que lo convierte en un compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias e incluso
consigo mismo (Meister & Anderson, 1983). Es el tiol no proteico mas abundante de
practicamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se puede

explicar por su funcion protectora frente a la toxicidad del oxigeno (Fahey et al., 1987).

Se considera que el estado del glutation es el equilibrio entre las distintas formas en
las que este tripéptido se puede presentar (Kosower & Kosower, 1978). Podemos
encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en forma de

disulfuros mixtos, en su mayoria GS-S-proteina.

El glutation esté relacionado con la actividad de algunas enzimas como la glutatién

peroxidasa (GPx), la glutation transferasa, la glutation reductasa y la y-glutamil
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transpeptidasa. Estas enzimas participan en la sintesis y en el mantenimiento del estado
del glutation.

Ademas del glutation existe una gran bateria de compuestos biolégicos encargados
del mantenimiento del equilibrio redox en el organismo. Entre ellos destacan la
vitamina E (tocoferol), vitamina C (&cido ascérbico) y el acido lipoico. Otros como la

ubiquinona y los carotenoides tienen variado interés dependiendo del medio en cuestion.

4.4. ESTRES OXIDATIVO Y DIABETES

Se cree que el estrés oxidativo es uno de los principales factores de riesgo en la
aparicion y el progreso de la diabetes. Muchos de los factores de riesgo de la diabetes
como la obesidad, la edad avanzada, una dieta no saludable, etc... contribuyen a un
ambiente oxidativo y pueden alterar la sensibilidad de los tejidos a la insulina a traves
del aumento de la resistencia a insulina o bien alterando la tolerancia a la glucosa. Los
mecanismos implicados en la resistencia a insulina son mdultiples y complejos, e
implican varias rutas de sefializacion celular como la del factor nuclear kappa B (NF-
kB), proteinas quinasas activadas por estrés (SAPK)/Jun amino terminal quinasas (JNK)

y proteinas quinasas activadas por mitégeno p38 (p38 MAPK) (Rains & Jain, 2011).

En la literatura existen numerosos estudios clinicos y experimentales que indican
que los sujetos diabéticos tienen mayores niveles de ROS y marcadores de estrés
oxidativo, y una disminucion de las defensas antioxidantes que los sujetos normales
(Bloch-Damti & Bashan, 2005; Berr et al., 2000; Jain, 1989; Miranda et al., 2004;
Miranda et al., 2007; Muriach et al., 2006; Arnal et al., 2009).

La hiperglucemia, que es un elemento comun en la diabetes tipo 1y 2, es uno de los
principales factores que contribuyen al estrés oxidativo; y lo hace directamente a través
de la produccion de ROS o bien de forma indirecta, alterando el equilibrio redox.
Existen diversas vias y mecanismos por los que la hiperglucemia conduce al estrés
oxidativo: disminucién de los niveles de antioxidantes, sintesis de prostanoides, via
poliol, autooxidacién de la glucosa, glicosilacion proteica, interacciones de los
productos finales de glicacion no enzimatica (AGE) con sus receptores (RAGE) y
produccién de radicales libres como el anién superdxido. Todos estos mecanismos estan

relacionados entre si.
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Via poliol: la via poliol es activada durante la hiperglucemia y da lugar al
consumo de NADPH vy al agotamiento del glutation, lo cual facilita que ocurra el
dafio oxidativo intracelular (porque agota las defensas antioxidantes).

Formacién de productos de glicacion no enzimatica (AGEs): El aumento en la

formacion de productos de glicacion no enzimatica perjudica a las células porque
modifica la estructura y funcion de proteinas intracelulares y algunos
componentes de la matriz. Ademas, las proteinas plasmaticas modificadas se unen
a receptores RAGE (Brownlee, 2001), presentes en células endoteliales,
microglia, macrofagos, etc... y producen ROS. La union AGE con su receptor
también activa la transcripcion de NF-xB, dando lugar a la expresion de
moléculas proinflamatorias (Schmidt et al., 1999; Kuhad et al., 2009).

La glicacion no enzimética también se da en las enzimas antioxidantes, por lo
que afecta a los mecanismos de defensa de la célula, favoreciendo el estrés
oxidativo y la progresion de las complicaciones de la diabetes (Rains & Jain,
2011).

Activacion de la proteina quinasa C: durante la hiperglucemia, se da una

activacion de la proteina quinasa C (PKC) mediada por diacilglicerol que puede
contribuir de forma directa e indirecta a la produccion de ROS.

Produccion de anion superoxido: elevados niveles de glucosa alcanzan la

mitocondria y dan lugar a una sobreestimulacion de la cadena de transporte
electronico, resultando en una sobreproduccion de anidn superéxido (Brownlee,
2001).

Se plantea la duda de si la presencia de un mayor estrés oxidativo es consecuencia

de las

complicaciones de la diabetes o si por el contrario, es causa de las mismas. En la

Gltima década se han orientado los esfuerzos en investigacion para dilucidar esta

cuesti

on y parecen apuntar a que el estrés oxidativo ocurre antes de la aparicion de las

complicaciones de la diabetes y que la terapia antioxidante no sélo disminuye los

indicadores de estrés oxidativo sino que también disminuye las complicaciones de la
diabetes (Santiago et al., 2007; Kowluru & Odenbach, 2004; Chucair et al., 2007,
Muriach et al., 2006; Miranda et al., 2007).
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4.4.1. Estrés oxidativo y encefalopatia diabética:

El tejido nervioso presenta un elevado consumo de oxigeno y un gran contenido en
sustratos facilmente oxidables (fundamentalmente acidos grasos poliinsaturados), por lo
que es especialmente susceptible al ataque por agentes oxidantes como los radicales
libres derivados del oxigeno (Nordmann, 1994). Ademas, se sabe que la utilizacion de la
glucosa esta alterada en el cerebro de pacientes diabéticos. Al ser la glucosa la principal
fuente de energia del cerebro, estos trastornos dan lugar a alteraciones en el
metabolismo energético de las neuronas que a su vez inducen la formacién de radicales

libres con el consecuente dafio neuronal (Vajda, 2002).

Diversos autores sugieren que el estrés oxidativo estad implicado en la patogénesis de
las complicaciones tardias de la diabetes (Mohamed et al., 1999) y que el dafio
oxidativo en diversas regiones cerebrales da lugar a anomalias morfoldgicas y
alteraciones de la memoria (Fukui et al., 2001). Se ha mostrado que un aumento de
estrés oxidativo y/o una deficiencia de los agentes antioxidantes puede dar lugar a un
déficit cognitivo (Berr et al., 2000).

Existen muchas evidencias experimentales de que el aumento del estrés oxidativo en
la diabetes produce dafio oxidativo en varias regiones del cerebro de rata, incluido el
hipocampo (Reagan, 2002; Aragno et al., 2002; Grillo et al., 2003), que es mas sensible
al estrés oxidativo que otras partes del cerebro (Reagan et al., 2000). La diabetes induce
un incremento en los productos de peroxidacion lipidica, como el HNE o el MDA
(Muriach et al., 2006; Alvarez-Nélting et al., 2011) y un descenso de la defensa
antioxidante como el GSH, las enzimas catalasa o superoxido dismutasa (Ulusu et al.,
2003). Todo ello estd acompafiado de una disfuncién cognitiva (Kuhad & Chopra,
2008; Saxena et al., 2007). Los ROS producidos como consecuencia de la
hiperglucemia pueden estimular la produccion de citoquinas proinflamatorias y la
expresion de NF-kB, que se asocian a los déficits cognitivos de la diabetes (Kuhad et
al., 2009).

4.4.2. Estrés oxidativo y neurogénesis:

Como ya se ha mencionado anteriormente, se sabe que el dafio oxidativo subyace el
deterioro neuronal en el sistema nervioso central como consecuencia de la diabetes.

También se ha mencionado que la hiperglucemia, debida a la diabetes mellitus, provoca
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estrés oxidativo en el sistema nervioso central y que el estrés oxidativo desempefia una
funcién importante en la patogénesis de los cambios neurodegenerativos (Ates et al.,
2006). Hay evidencias que sugieren que la falta de insulina o la hiperglucemia pueden
ser factores que contribuyan a la reduccién de la neurogénesis en la diabetes (Zhang et
al., 2008).

Existen evidencias experimentales de una reduccion en la proliferacion y
supervivencia neuronal en el hipocampo en modelos animales de diabetes tipo 1
(Saravia et al., 2004; Beauquis et al., 2006; Jackson-Guilford et al., 2000) y tipo 2
(Stranahan et al., 2008). Estos deficits en la neurogénesis hipocampal, junto con las
alteraciones en la plasticidad sinaptica, pueden subyacer a los cambios que se dan en la
funcion del hipocampo y por tanto a los déficits cognitivos asociados a la diabetes
(Zhang et al., 2008).

5. FACTORES DE TRANSCRIPCION Y SU IMPLICACION EN
LA ENCFALOPATIA DIABETICA

5.1. FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)

5.1.1. Definicion y funciones:

El Factor Nuclear kappa B (NF-xB) es un factor de transcripcién que pertenece a
una familia compuesta por cinco miembros: p50 (producto de la proteina NFxB1 o
p105), p52 (producto de la proteina NFkB2 o p100), p65 (también conocido como
RelA), c-Rel y RelB. Para ser transcripcionalmente activo, debe ser un dimero y por ello
los miembros se combinan para dar lugar a homodimeros o heterodimeros. Los dimeros
de NF-xB existen de forma latente en el citoplasma unidos a la proteina inhibitoria IxB
(Malek et al., 2001). Se han identificado siete miembros que componen la familia IxB:
IxBa, IxBp, IkBe, IkBy, IkB(, Bcl-3, y los precursores de p50 y p52, p105 y p100,
respectivamente (Malek et al., 2001). Las proteinas inhibitorias IkB enmascaran los
dominios de localizacion nuclear y de union al ADN de NF-xB (Baeuerle & Henkel,
1994), y por tanto previenen su translocacion al nicleo. La actividad de las IkBs esta
controlada por una cascada de fosforilacion, a través de IkB quinasas (IKKs). Aquellas

sefiales que promueven la actividad de NF-kB provocan la fosforilacion, disociacion y
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degradacion de la IkB a la que esté unido, y finalmente la liberacion de NF-«xB, que se
trasloca al nacleo y se une a las secuencias kB del ADN para inducir la expresion de

determinados genes.

NF-kB es activado por varios estimulos como endotoxinas bacterianas, citoquinas
inflamatorias, hipoxia, hiperglucemia, etc... (Baldwin, 1996) y desempefia un papel

fundamental en la regulacién de respuestas inflamatorias, inmunitarias y al estres.

Las especies reactivas de oxigeno también estan involucradas en la activacion de
este factor de transcripcién (Schmidt et al., 1995) y ademas se ha observado que la
activacion de NF-kB induce una variedad de genes implicados en respuesta a estrés

oxidativo (Schreck et al., 1992).

El factor de transcripcion NF-kB también participa en el proceso de muerte celular
programada, teniendo efectos tanto pro-apoptoticos como anti-apoptoticos (Barkett &
Gilmore, 1999; Middleton et al., 2000; Fridmacher et al., 2003; Blondeau et al., 2001;
Brambilla et al., 2005). Se sabe que el efecto pro o anti-apoptético depende del tipo y

duracion del estimulo, asi como del tipo de célula (Clemens et al., 1997).

También se sabe que NF-xB participa en la regulacion de la transmision sinaptica y
por tanto en la plasticidad sinaptica. De hecho, NF-kB puede regular (negativamente o
positivamente) la expresion de genes que gobiernan cambios en la plasticidad sinaptica
y en las funciones cognitivas (West et al., 2002). Ademas, se ha descrito que algunas
subunidades de NF-xB estan involucradas en la neurogénesis (Denis-Donini et al.,
2008).

5.1.2. NF«B y diabetes:

La diabetes da lugar a la activacion de NF-xB, ya sea como respuesta a la alteracion
en la sefalizacion de la glucosa (Pierson et al., 2002; Xu & Sima, 2001) o por la unién
de los productos de glicacion no enziméatica a sus receptores (union AGEs-RAGE)
(Schmidt et al., 1999; Kuhad et al., 2009). NF-xB desempefia un papel fundamental en
la iniciacion de la cascada inflamatoria, a traves de la activacion del factor de necrosis
tumoral o (TNF-a), interleuquinas y la proteina C reactiva (Yerneni et al., 1999; Luppi

et al., 2008; Sima et al., 2009a). El aumento de la expresion de TNF-a tiene un efecto
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inhibitorio sobre la sefializacion de la insulina y del IGF-1, provocando una respuesta de
retroalimentacion positiva (Sima et al., 2009a).

La activacion de NF-kB por la hiperglucemia también induce apoptosis en neuronas
(Mastrocola et al., 2005; Somfai et al., 2006). Kuhad et al. han establecido una relacion
entre la activacion de NF-kB vy los déficits cognitivos asociados a la diabetes (Kuhad et
al., 2009).

5.2. PROTEINA DE UNION AL ELEMENTO DE RESPUESTA DE AMPc
CREB

5.2.1. Definicion y funciones:

La proteina de unién al elemento de respuesta de AMPc (CREB) pertenece a una
familia de factores de transcripcion que esta englobada a su vez en la superfamilia de
factores que contiene un cierre de leucinas (secuencia repetitiva de residuos de leucina
que da al factor de transcripcion una conformacion estructural orientada de forma
paralela al ADN, para facilitar su union). CREB se une en forma de dimero a una region
especifica del ADN, al elemento de respuesta del AMPc (CRE), que se localiza en los
promotores de numerosos genes, regulando su expresion. CREB es un mediador entre la
sefializacidbn molecular de los estimulos externos (factores de crecimiento y agentes
extracelulares) y la expresion de determinados genes con su consecuente respuesta en
las células u drganos diana (Shaywitz & Greenberg, 1999) y esta implicado en

numerosas rutas de sefalizacion intracelular.

Cuando la célula recibe una sefial, se estimula la cascada de sefializacion intracelular
y se fosforilan ambos miembros del dimero de CREB, que inician su actividad
transcripcional (Mayr & Montminy, 2001). CREB es activo cuando se fosforila en la
serina 133 por la proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMPc, y se convierte en
fosfo-CREB (pCREB), que tiene mayor afinidad por el ADN y asi lleva a cabo la
transcripcion de los genes. CREB es también fosforilado en esta misma serina por otras
quinasas como la calmodulina dependiente de Ca®** IV (CaMIV) y la quinasa

dependiente de sefiales extracelulares (ERK) (Kasahara et al., 2001).

Esta proteina también esta implicada en la activacion de la sintesis de proteinas

necesarias para la formacion de memoria a largo plazo (Ishige et al., 1999; Lamprecht
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& Dudai, 1996; Lamprecht et al., 1997). La supresion de la actividad de CREB a través
de oligonucle6tidos antisentido (Guzowski & McGaugh, 1997) o knock out genéticos
(Bourtchuladze et al., 1994) altera la formacion de memoria a largo plazo; mientras que
la sobreexpresion de CREB puede aumentar dicho tipo de memoria (Josselyn et al.,
2001). Ademas, CREB regula la transcripcién de GABAAL, un subtipo de receptor del
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) que participa en la excitabilidad
neuronal y en la modulacion de la neurotransmision sinaptica (Lujan, 2007).

La interrupcién de la ruta de fosforilacion de CREB perjudica algunas habilidades
cognitivas y aspectos del comportamiento asociados con el sistema nervioso central. Se
han relacionado las alteraciones en la transcripcion de genes mediada por CREB con
multiples desordenes psiquiatricos como la depresion, ansiedad, adiccion y déficits
cognitivos (Mayr & Montminy, 2001).

5.2.2. CREB vy diabetes:

Como ya se ha mencionado anteriormente, la interaccion entre los AGES y sus
receptores (RAGES) estimula diversas cascadas de sefializacion, que en ultimo término
dan lugar a estrés oxidativo, angiogénesis, proliferacion celular o muerte por apoptosis,
dependiendo del tipo celular del que se trate. Estos mecanismos son la base de las
complicaciones de la diabetes. La activacion de los RAGE también induce la
fosforilacion de CREB, a través de la activacion de la ruta MEK1/2-ERK1/2-Rsk2.
Totht et al. observaron que existe una relacion importante entre la expresion de RAGE y
las anomalias en la sustancia blanca de un modelo experimental de diabetes (Toth et al.,
2006). Ademas de la relacion de los AGEs con la atrofia de la sustancia blanca, hay
resultados que demuestran la implicacion de éstos en alteraciones de la neurogénesis y
en la maduracién y plasticidad sinaptica del Giro Dentado del hipocampo (Wang et al.,
2011). Estas alteraciones estan mediadas por el efecto de los AGEs sobre los receptores
PPARY (receptor activado por proliferador de peroxisoma gamma), que a través de
CREB, dan lugar a una disminucion de la expresién del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF), que es necesario para la proliferacién (Katoh-Semba et al., 2002),
supervivencia (Sairanen et al., 2005) y plasticidad sinaptica de las neuronas del Giro
Dentado (Bramham & Messaoudi, 2005).

Otro estudio demuestra que la expresion de CREB en condiciones de hipoglucemia

en el cerebelo de ratas diabéticas disminuye significativamente respecto a sus controles
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y ademas coincide con los déficits observados en los test de comportamiento (Sherin et
al., 2010).

Ademas de la relacion entre CREB y la encefalopatia diabética, existen evidencias
experimentales de que también esta implicado en el proceso patogénico de la retinopatia
diabética. Recientemente, Devi et al. (Devi et al., 2011) mostraron que el IGF-1 induce
la fosforilacion de CREB a través de la ruta de la glucgeno sintetasa quinasa 3
(GSK-3B), dando lugar a una expresion andmala de moléculas de adhesién y ciclinas,
que en Gltimo término podrian favorecer la disfuncién endotelial y la ruptura de la

barrera hematoencefalica caracteristicas de la retinopatia diabética.

5.3. EACTOR RELACIONADO CON EL FACTOR NUCLEAR
ERITROIDE 2 (Nrf2)

5.3.1. Definicion y funciones:

El factor relacionado con el Factor Nuclear Eritroide 2 (NF-E2), Nrf2, es un factor
de transcripcion sensible a cambios redox, que pertenece a la subfamilia de los factores
de transcripcion CNC (cap n collar) y posee un cierre de leucinas en la region C-
terminal (Lee & Johnson, 2004). Nrf2 se une a los elementos de respuesta antioxidante
(ARE) localizados en las regiones promotoras de genes que codifican para enzimas
antioxidantes, detoxificantes y transportadores xenobioticos. La induccion de estos
enzimas citoprotectores y detoxificantes a traves de la via Nrf2-ARE provee a las

células de una medida efectiva contra ROS y agentes toxicos reactivos.

En condiciones normales, Nrf2 se localiza en el citoplasma, unido a su inhibidor
Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) (Itoh et al., 1999). Keapl promueve
continuamente la ubiquitinacion y degradacion de Nrf2 en el proteasoma (Kobayashi et
al., 2004), manteniendo bajos los niveles de la proteina. Cuando la célula es expuesta a
estrés oxidativo o quimico, se modifican los residuos de cisteina de Keapl y cambia su
conformacion, liberando a Nrf2. Nrf2 libre se transloca al ndcleo y forma un
heterodimero con las proteinas Maf pequefas (sMaf), el heterodimero Nrf2-sMaf se une
a los ARE para transcribir genes que codifican para enzimas antioxidantes y
detoxificantes (NADPH quinona oxidoreductasa, glutation S-transferasa, glutation
peroxidasa, glutamato cisteinligasa, hemo oxigenasa, superdxido dismutasa, etc...)

(Kobayashi & Yamamoto, 2005; Kaspar et al., 2009).
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Ademaés de la regulacion de Nrf2 mediada por Keapl, existe una diversidad de
mecanismos reguladores alternativos e independientes de Keapl como es la
fosforilacion de Nrf2 por varias proteinas quinasas (PKC, P13 K/Akt, GSK-3f, INK); la
interaccidn con otras proteinas (p21 y caveolina-1) y factores epigenéticos (micro RNAs
y metilacion de promotor) (Bryan et al., 2012).

Nrf2 también responde frente a estimulos proinflamatorios y rescata a las células y
tejidos de los dafios que la inflamacién puede provocar (Braun et al., 2002; Chen et al.,
2006), reduciendo la formacion de mediadores proinflamatorios perjudiciales (Kim et
al., 2010b).

Ademas de su papel en la defensa antioxidante y la inflamacién, Nrf2 participa en

otras funciones celulares como la diferenciacion, proliferacion, sintesis de lipidos, etc...

Cada vez hay mas evidencias de que la expresion o funcidn aberrante de Nrf2 esta
asociada con enfermedades como el cancer (Thangasamy et al., 2011), enfermedades
neurodegenerativas (Cook et al., 2011) y cardiovasculares, la diabetes (Negi et al.,
2011) e isquemia cerebral (Innamorato et al., 2008; Tanaka et al., 2010), y se ha
demostrado que los activadores de Nrf2 tienen efectos beneficiosos sobre modelos

experimentales de estas enfermedades.
5.3.2. Nrf2 y diabetes:

Recientemente se ha propuesto la idea de que Nrf2 puede ser una diana terapéutica
importante en la diabetes y sus complicaciones (Zheng et al., 2011). Dada la
implicacién del estrés oxidativo y la inflamacion en la diabetes y la habilidad de Nrf2
para potenciar la defensa antioxidante de la célula, es facil establecer el vinculo entre
Nrf2 y diabetes.

Resultados experimentales muestran una disminucién en la expresion de Nrf2 en el
nervio ciatico de animales diabéticos, comparado con sus controles (Negi et al., 2011).
Ademas de la neuropatia, se ha mostrado que Nrf2 tiene un efecto neuroprotector sobre
las células ganglionares de la retina (Koriyama et al., 2010; Maher & Hanneken, 2005),
convirtiéndolo en una posible diana terapeutica en la retinopatia diabética. Asimismo, se
ha observado que la sobreexpresién de Nrf2, junto con el tratamiento con sulforafan,
prevenia el dafio causado por las citoquinas y la estreptozotocina (STZ) en las células

del pancreas (Song et al., 2009).
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Negi et al. muestran que la melatonina (administrada por sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias) protege a las ratas diabéticas de alteraciones en la
funcién nerviosa periférica y que la accion de dichos antioxidantes esta mediada por la
activacion de enzimas antioxidantes a traves de Nrf2 (Negi et al., 2011).

5.4. INHIBIDOR DE QUINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS p21

5.4.1. Definicion y funciones:

En mamiferos, el control de la proliferacion se alcanza principalmente en la fase G1
del ciclo celular. La progresion del ciclo celular de fase G1 a fase S (de sintesis de
ADN) esté estrictamente controlada por las quinasas dependientes de ciclinas (CDKS),
cuya actividad esta a su vez regulada por inhibidores CDKs (CKIs). Por lo tanto, la
progresion del ciclo celular esta negativamente regulada por los inhibidores de CDKs,
que se agrupan en dos familias: los tipo Ink4/ARF (pl16, pl15, p18 y p19) y los tipo
Cip/Kip (p21, p27 y p57) (Sherr & Roberts, 1999).

p21 "' (p21) es la diana transcripcional de p53 (factor de transcripcion y supresor
de tumores, modulador clave en respuestas celulares al estrés, especialmente en la
apoptosis). p21 actua en la fase G1 del ciclo, retrasando o bloqueando la progresion de
la célula hacia la fase S (Sherr & Roberts, 1999). Este bloqueo de la progresion del ciclo
celular es esencial para impedir que aquellas células que estan expuestas a agentes que
pueden dafiar el ADN continten el ciclo (el-Deiry et al., 1994). p21 mantiene la célula
quiescente, y su activacion cronica llevaria a la célula a la detencidn del crecimiento y
senescencia (Sherr & Roberts, 1999; Sharpless & DePinho, 2004). Por el contrario, la

inhibicion de p21 aumenta la proliferacion celular (Gartel & Radhakrishnan, 2005).

Ademas de p53, existe una gran variedad de factores y transductores de sefiales que
activan la transcripcion de p21 (Gartel & Tyner, 1999). Diversos estudios muestran que
p21 tiene otras funciones ademas de la inhibicién de las CDKs, como la regulacion del
ciclo celular y la inhibicion o mediacion de la apoptosis en varias lineas tumorales
(Gartel & Tyner, 2002; Fujiwara et al., 2008).

Pechnick et al. proponen que p21 desempefia un papel importante en la regulacion
de la proliferacién neuronal en el hipocampo adulto, ya que demostraron un aumento en
la neurogénesis de la SGZ del hipocampo en ratones knock out para p21, y que el

tratamiento con el antidepresivo imipramina disminuia notablemente los niveles de p21
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(de ARNm y de proteina) y estimulaba la neurogénesis en el hipocampo (Pechnick et
al., 2008).

5.4.2. p21y diabetes:

Apenas existe literatura referente a la relacion entre p21 y diabetes, sin embargo,
esta relacién parece estar mediada por el estrés oxidativo, que como se ha descrito
anteriormente es un factor principal en la diabetes y sus complicaciones. Se sabe que
p21 se sobreexpresa en respuesta al estrés oxidativo, para promover la supervivencia
celular (Esposito et al., 1998; O'Reilly et al., 2001; Poon & Hunter, 1998).

Otro vinculo que se puede establecer entre p21 y diabetes es a través de la proteina
de union al factor de crecimiento insulinico 3 (IGFBP-3). IGFBP-3 es un miembro de la
familia de las proteinas de union al factor de crecimiento insulinico (IGFBPs), que junto
con los factores de crecimiento insulinicos (IGFs) y sus receptores, forman parte de la
cascada de sefializacion del IGF. Dentro de esta ruta, los IGFBPs actian como proteinas
transportadoras y regulan el transporte, el recambio y la vida media de los IGFs
circulantes (Jones & Clemmons, 1995). IGFBP-3 es la mas abundante en el suero, y se
ha demostrado que disminuye en el suero de pacientes diabéticos con un control
glucémico pobre y que el tratamiento con insulina lo devuelve a niveles control (Akinci
et al.,, 2000). Sin embargo, White et al. describieron que IGFBP-3 no aumenta en
cerdos diabéticos, pero el tratamiento con insulina da lugar a que se dupliquen los

valores en suero con respecto a los controles (White et al., 1993).

IGFBP-3 es una proteina multifactorial que desempefia diversas funciones en la
circulacion, el ambiente extracelular e intracelular (Georges et al., 2011). Se ha descrito
el papel de IGFBP-3 en la fisiopatologia de diversas enfermedades humanas como el
cancer, la diabetes y la malnutricién (Jogie-Brahim et al., 2009). Estudios recientes
describen la interaccion de IGFBP-3 con varias proteinas o rutas de sefializacidn criticas
para el control del ciclo celular (Wu et al., 2013; Imamura et al., 2012; Kim et al.,
2010a). IGFBP-3 puede ejercer estas funciones independientes a IGF ya que posee una
sefial de localizacion nuclear, que le permite trasladarse al nicleo y podria actuar sobre

la transcripcion de determinados genes (Lee & Cohen, 2002).

Wu et al. muestran en su estudio una disminucién de la expresién de la ciclina E1 y

un aumento de la expresion de p21 en varias lineas celulares tumorales, a través de la
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induccién de IGFBP-3. Por tanto, proponen que el mecanismo a través del cual IGFBP-
3 bloquea la célula en fase G1 es mediante la disminucion en la expresion de la ciclina
E1yunaumento en la expresion de p21 (Wu et al., 2013).
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Hipotesis

La diabetes y sus complicaciones suponen un serio problema médico y
socioecondmico. Estas complicaciones afectan a varios tejidos y 6rganos provocando

retinopatia, nefropatia, neuropatia, enfermedades cardiovasculares, etc.

La diabetes mellitus también estd asociada con déficits cognitivos moderados y
cambios neurofisiologicos y estructurales en el cerebro, un estado que deberia ser
denominado como encefalopatia diabética (Biessels et al., 2002). Existen varios factores
de riesgo que pueden contribuir al desarrollo de la encefalopatia diabética, como es la
hiperglucemia, complicaciones vasculares, resistencia a insulina, etc. Estos factores
desencadenan una serie de alteraciones moleculares que dan lugar en Gltimo término a

las alteraciones estructurales y fisiologicas que subyacen a la encefalopatia diabética.

Con estos antecedentes, la hipdtesis de trabajo que se plantea es:

Si  existen cambios funcionales, fisiologicos y moleculares
provocados por la diabetes en el hipocampo de nuestro modelo

experimental; dichos cambios siguen una progresion temporal.
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Objetivos

Por todo ello, se plantea como objetivo principal caracterizar la evolucién temporal

de las posibles alteraciones funcionales y moleculares en el hipocampo de un modelo

experimental de diabetes y estudiar el efecto del tratamiento preventivo con insulina.

Los objetivos especificos a estudiar son:

1.

Los pardmetros indicadores de estrés oxidativo (GSH y MDA).

La proliferacién neuronal (mediante el marcaje de BrdU) en la SGZ del Giro

Dentado del hipocampo.

Los factores de transcripcion relacionados con el estrés oxidativo (NF-kB,
Nrf2), la memoria espacial (CREB y pCREB) y el ciclo celular (p21).

El laberinto de agua de Morris para evaluar la memoria espacial y el

aprendizaje.
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Material y Métodos

1. MODELO EXPERIMENTAL:

1.1. ESTABULACION Y MANEJO DE LOS ANIMALES

Para este trabajo se utilizaron ratas macho adultas de raza Wistar que procedian de
una camada original de Harlan (Barcelona, Espafia). Los animales utilizados tenian un
peso al inicio de los experimentos de unos 250-300 g. Se dejaron aclimatar al menos

una semana antes de iniciar los experimentos.

La estabulacion se realizd en las instalaciones de la Unidad de Investigacion del
Departamento de Fisiologia, Farmacologia y Toxicologia de la Universidad Cardenal
Herrera-CEU donde se mantuvieron en jaulas en condiciones controladas de
temperatura (20 °C) y humedad (60%), bajo ciclos constantes de luz-oscuridad de 12
horas. Durante su estabulacion tuvieron libre acceso a agua y a una dieta estandar para
pequefios animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan Ibérica SL
(Barcelona, Espaiia).

La manipulacién y cuidado de los animales se realizd siguiendo la normativa
espafola, Real Decreto 1201/2005, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos y se tuvo la precaucion de evitar cualquier
estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. Los ensayos experimentales llevados a
cabo fueron aprobados por el comité ético de la Universidad CEU-Cardenal Herrera y el
namero de animales se redujo al minimo necesario para garantizar la fiabilidad de los
resultados obtenidos. El sacrificio de los animales se llevé a cabo mediante la técnica
mas incruenta, rapida e indolora que, por otra parte, no influyera en las variables
consideradas en cada experimento. Las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis de
anestésico inyectada intraperitonealmente (ketamina 100 mg/kg peso + azepromazina

2,5 mg/kg peso).

1.2. DISENO EXPERIMENTAL

Se indujo la diabetes en ratas Wistar con la inyeccion intraperitoneal de una dosis
Unica de una solucién de estreptozocina (STZ) disuelta en tampdn citrato 10 mM, pH
5,5. La dosis empleada fue de 65 mg/kg de peso. La duracion del experimento fue de 4
y 12 semanas a partir de la induccion de la diabetes. Las ratas se consideraron diabéticas

cuando su glucemia fue superior a 12 mM (225 mg/dl) a los tres dias de la inyeccion
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con STZ. Al dia siguiente de la determinacién de la glucemia y agrupacion de los
animales en controles y diabéticos, se establecio un nuevo grupo (DIAB+INS 12S) al
que se le administraba, mediante inyeccion subcuténea, un tratamiento de insulina a
dosis 50 mUI/g. La insulina empleada fue insulina Lantus 100 Ul/ml en solucién
(insulina glargina) y se mantuvo el tratamiento diariamente hasta la semana 12. Para
llevar un seguimiento, se determinaron las glucemias y el peso de cada uno de los
animales diariamente a las diabéticas y una vez por semana a las controles. Se
dividieron a las ratas en cinco grupos: control y diabéticas 4 semanas; y control,
diabéticas y diabéticas tratadas con insulina 12 semanas. Inicialmente, el nimero de
animales por grupo fue de 10. Debido al hecho de que no se les administraba
tratamiento a dos de los grupos diabéticos y que el experimento tenia una larga
duracion, a aquellas ratas diabéticas cuyo peso era inferior a 200 g (uno de los sintomas
evidentes de la diabetes es la pérdida de peso) se les administraba una dosis de
mantenimiento de insulina (0,02 ml insulina Humulina NPH 100 Ul/ml subcutanea) que

no lograba normalizar la glucemia.

Para el estudio de la neurogénesis mediante la técnica inmunohistoquimica de BrdU,
la noche anterior al sacrificio los animales recibieron seis inyecciones intraperitoneales
(a una dosis de 30 mg/kg) cada 2 horas de BrdU disuelto en tampén Tris 0,1 M pH 7,4.

2. OBTENCION Y PROCESADO DE MUESTRAS

La obtencion y el procesado de las muestras varia en funcion de las determinaciones

para las que se vayan a emplear:

- Determinaciones bioquimicas

- Detecciones inmunohistoquimicas

2.1. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS:

Tras sacrificar las ratas con sobredosis de anestésico, se procedio a la decapitacion y

diseccidn del cerebro, para la obtencién de las muestras de hipocampo.
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Para el andlisis de los parametros bioguimicos, las muestras se homogenizaron
introduciéndolas en un homogenizador de vidrio, que contenia 1ml de tampon fosfato

potasico 0,1M, pH 7, a una temperatura de 4 °C.

Inmediatamente después, se acidificaron 180ul del homogenado con 20ul de &cido
perclérico (PCA) al 20%. Se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se
recogid el sobrenadante y se conservd a —20 °C hasta la determinacién de la
concentracion de glutation. El resto del homogenado sin acidificar se centrifugé a 6000
rpm durante 2 minutos a 4 °C, se recogio el sobrenadante e igualmente se conservo a

-20 °C para la determinacion de proteinas y malodialdehido.

2.2. DETECCIONES INMUNOHISTOQUIMICAS:

Para realizar técnicas inmunohistoquimicas, las ratas se perfundieron con
paraformaldehido tamponado al 4% una vez anestesiadas. Las muestras no se
homogenizaron sino que se extrajo el cerebro completo y fijado, sin diseccionarlo, y se
conservaron las muestras durante 12 horas en la misma solucién fijadora de PFA 4%
PBS 0,1M, pH 7,4 a 4 °C. Posteriormente, se cambiaron a una solucién de PBS-
Sacarosa 30% entre 24-48h a 4 °C. Finalmente, se incluyeron en medio de montaje
OCT para poder ser seccionados coronalmente en cortes de 25 micras en el criostato
(Micron).

3. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

3.1. DETERMINACION DE LA GLUCEMIA

Para la determinacion de la glucemia se usoé el aparato Accutrend® Sensor (Roche,
Barcelona, Espafia). La glucemia se determind a través de una pequefa incision en la
cola para obtener sangre. A través de las tiras de glucemia Accu-Chek ®Sensor Comfort
(Roche, Barcelona, Esparfia) se obtuvieron los valores de glucemia en sangre expresados

en mg/dl.

65



Material y Métodos

3.2. DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA

3.2.1. Fundamento del método:

Para la determinacién de la hemoglobina glicosilada (HbAlc) se utilizé un test
disponible comercialmente (Biosystems, Barcelona) que consiste en un método
cromatografico-espectofotométrico y de intercambio i6nico independiente de la
temperatura.

Después de preparar un hemolizado con la muestra de sangre, donde se elimina la
fraccidn labil, las hemoglobinas son retenidas por una resina de intercambio cationico,
eluyéndose la HbAlc, previa eliminacion por lavado de la HbA.4+. La estimacion del
porcentaje de HbA; se realiza por lectura de la absorbancia a 415 nm.

3.2.2. Soluciones:

- Solucion 1. Ftalato potasico 50 mmol/L, detergente 5 g/L, azida sodica 0,95 g/L,
pH 5.

- Solucién 2. Tampodn fosfato 30 mmol/L, pH 6,5, azida sédica 0,95 g/L.
- Solucién 3. Tampodn fosfato 72 mmol/L, pH 6.5, azida sddica 0,95 g/L.

3.2.3. Procedimiento:

Para la determinacion de la hemoglobina glicosilada se obtiene sangre de rata, una
vez anestesiada y antes de su sacrificio, extrayéndola directamente del corazon con una
jeringuilla. La sangre se almacena en tubos con EDTA. La muestra asi preparada es
estable 10 dias a 2-8 °C.

En un tubo de ensayo se pipetean 50 ul de sangre y 200 ul de solucién 1. Se agita y
se deja a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. De este hemolizado se toman
50 pl, los cuales se aplican cuidadosamente sobre el disco superior de la columna. Una
vez que ha penetrado todo el hemolizado, se afiaden sucesivamente 200 ul y 2 ml de la
solucidn 2 y se deja gotear, desechando el eluido. Se coloca la columna sobre un tubo de
ensayo y se afiaden 4 ml de la solucion 3. Se recoge el eluido, que corresponde a la
fraccion de HbA;.. Se agita el tubo de ensayo y se lee la absorbancia de esta fraccion
(AHbA;¢) a 415 nm frente al agua destilada.
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Para la lectura de la absorbancia de la hemoglobina total (Hbroral) Se pipetean en un
tubo de ensayo 12 ml de la solucion 3 y 50 ul del hemolizado, se agita y se lee la
absorbancia (AHbrotaL) @ 415 nm frente al agua destilada.

Los célculos se realizaron dividiendo la absorbancia de la HbAlc por 3 veces la
absorbancia de la HbroraL.

AHbA1c
% HbAlc = —
% 3xAHbtotal

100

3.3. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

3.3.1. Fundamento del método:

El contenido de proteinas de las muestras se determind segun el procedimiento
descrito por Lowry et al. (Lowry et al., 1951), con las modificaciones utilizadas

habitualmente en nuestro laboratorio, y que a continuacion se detallan.
3.3.2. Soluciones:

- Solucién A: Na,CO3 4%, NaOH 0,8% (se disuelven 40 g de carbonato sodico y 8 ¢

de hidrdxido sodico en 1 litro de agua bidestilada).

- Solucién B: CuSO, 1,25 mM, C4H;KNaOg 1,42 mM (se disuelven 200 mg de
sulfato de cobre y 400 mg de tartrato sodico potéasico en 1 litro de agua bidestilada). Las

soluciones A 'y B se conservan a 4 °C hasta su utilizacion.

- Solucién C: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (se obtuvo por dilucion 1:2 del

reactivo de Folin-Ciocalteu comercial en agua bidestilada).

- Solucién D: Solucion estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/ml. Esta

solucion se conserva a —20 °C hasta su utilizacion.
3.3.3. Procedimiento:

Se preparan tubos de ensayo de la curva patron con cantidades diferentes de la
solucién D (0, 10, 25, 50, 75y 100 uL) y se afiade agua bidestilada hasta un volumen de
200 pl. Los tubos de ensayo donde se afiaden las muestras contienen 15 ul de muestra y
185 ul de agua bidestilada. Tanto la curva patron como las muestras se hacen por

duplicado. Se mezclan las soluciones A y B a partes iguales y a cada tubo de ensayo
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sele afiade 1 ml de esta mezcla. Se deja reaccionar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, tras lo cual se afiaden 100 pL de la solucion C (reactivo de Folin) a cada uno
de los tubos. Se agita bien y se espera durante 25 6 30 minutos. Pasado este tiempo se
lee la absorbancia de cada uno de los tubos de ensayo en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas. Con los valores de absorbancia de los distintos estandares
obtenemos la recta patrdn y por intrapolacion obtenemos las concentraciones de
proteinas de las muestras analizadas.

3.4. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO

3.4.1. Fundamento del método:

Para la cuantificacion del malondialdehido de las muestras de hipocampo, se ha
utilizado una modificacion del método de Richard (Richard et al., 1992) en el cual se
determina el nivel del complejo formado entre el malondialdehido (MDA) con el acido
tiobarbiturico (TBARS), en base a la reaccion de dos moléculas de TBARS con una de
MDA tras su separacion por cromatografia liquida de alta resolucion (Romero et al.,
1998).

3.4.2. Equipo y soluciones:

Se ha utilizado un equipo de HPLC (Waters) que consta de los siguientes

componentes:

- Bomba cromatografica: Waters 1525 binary HPLC Pump.

- Detector de fluorescencia: Waters 2475 Multi A fluorescence.
- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con loop de 50 pl.

- Controlador Multiport modelo RS-232.

- Ordenador 1BM Windows.

- Software: Breeze.

La columna cromatografica de separacion empleada es una Kromasil C18, 5 um de
250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Ciudad Real, Espafa). El flujo de la fase mévil es de
1,0 mli/min. La longitud de onda de excitacion utilizada es de 532 nm y la de emisién

553 nm. El voltaje del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta de 2
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segundos. La inyeccion de cada muestra se hace de manera automética por el

autoinyector.

La fase mévil se prepara con tampon fosfato 50 mM a pH 6,0 y metanol (mezclados
en proporcion 580 ml de tampdn y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través
de un filtro-membrana (Scheicher und Schuell, BioScience, Alemania) de 0,45 pm de
poro y 47 mm de diametro.

La solucion madre de calibracion se prepara diariamente y se conserva en nevera a
4 °C. Dicha solucion madre consiste en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano en etanol absoluto.

La solucion de trabajo consiste en una preparacion de acido tiobarbiturico (0,37%) y
acido perclérico (6,4%), 2:1 vi/v respectivamente. La solucion de trabajo también se
prepara de forma diaria.

3.4.3. Procedimiento:

En tubos con tapa de rosca de 2 ml se pipetean 0,1 ml de la muestra y 0,75 ml de la
solucion de trabajo. A continuacién se mezclan bien y se mantienen 60minutos en un
bafio de agua a 95 °C. Pasado este tiempo se enfrian los tubos en hielo (4 °C) durante 10
minutos con objeto de detener la reaccion. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a
12.000 rpm. Hasta su inyeccion en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una

temperatura constante de 4 °C.

Puesto que el aducto MDA-TBARS es inestable a pH neutro cada muestra se
neutraliza 10 minutos antes de la inyeccion en el equipo de HPLC. Se afiaden
aproximadamente 0,1 ml de hidréxido potasico 0,7 M a 0,2 ml de la mezcla que
acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar centrifugamos durante 1 minuto para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacion y se procede, previo filtrado con filtros de jeringa
no estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflon, suministrados por Corning
Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de HPLC. Se coloca la mezcla

neutralizada, centrifugada y filtrada en el autoinyector.

En cada andlisis se prepard un blanco y una curva de calibracion de estandares (0O;

0,2;0,4;0,5;1; 1,5y 2 uM). El area del pico obtenido es directamente proporcional a la
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concentracion de MDA en la muestra, que se calcula por intrapolacion en la recta de
regresion obtenida con los estandares.

3.5. DETERMINACION DE GLUTATION

3.5.1. Fundamento del método:

La concentracion del glutation (GSH) en las distintas muestras se determin6 por el
procedimiento descrito por Reed (Reed et al., 1980). EI método se basa en la reaccién
del &cido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados carboximetilos
seguido de una derivatizacion cromdfora de los grupos amino con el reactivo de Sanger
(1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a derivados N-DNP. Estos derivados son
rapidamente separados por HPLC lo que permite la cuantificacion de niveles
nanomolares de GSH, GSSG y aminoacidos relacionados.

3.5.2. Equipo y soluciones:

Se ha trabajado con un equipo de HPLC de la marca Gilson que consta de los

siguientes componentes:
- Bombas cromatograficas: Gilson 322 Pump.
- Detector: Gilson 156 UV/ VIS.
- Lampara UV vy visible.
- Desgasificador Gilson 864
- Autoinyector 234 Gilson con loop de 100 pl.
- Gilson serial Input /Output Chanel (GSIOC).
- Ordenador 486/50 Hz.
- Software: Unipoint ™ System.

La columna cromatogréafica de separacion empleada es una Kromasil Amino 5um,
de 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos, Ciudad Real, Espafia). Las condiciones iniciales del
flujo son de 1,0 ml/min, 80% de la fase mévil A y 20% de la fase mévil B. Estas
condiciones iniciales son mantenidas durante 10 minutos seguidas de un gradiente lineal

hasta el 95% de la fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con las condiciones
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iniciales durante 10 minutos antes del andlisis de la siguiente muestra. La longitud de
onda utilizada es de 365 nm. El rango del detector ultravioleta empleado es 0,005 vy el
tiempo de respuesta de 5 segundos. La inyeccion de cada muestra se realiza

automaticamente con un autoinyector con capacidad para 45 muestras.

La fase movil A se prepara con metanol al 80% (800 ml de agua calidad HPLC + 3,2
| de metanol) y la fase mévil B se prepara con acetato sédico 5M en metanol al 80%
(800 ml de acetato sodico + 3,2 | de metanol). Posteriormente se filtran a través de un
filtro-membrana (Scheicher und Schuell, BioScience, Alemania) de 0,45 um de poro y
47 mm de didmetro. La solucion madre de calibracion se prepara diariamente y se
conserva en nevera a 4 °C. Dicha solucion madre consiste en una concentracion 10 mM

de glutation reducido en agua ultrapura.

La solucion 1 es una preparacion de acido iodoacético (100 mM) y m-cresol 0,2
mM. La solucion 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) 1,5% v/v

en etanol puro. Se prepara fresco cada dia y se conserva a 4 °C protegido de la luz.
3.5.3. Procedimiento:

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0,09 ml de la muestra y 0,018 ml de &cido
iodoacético 100 mM en 0,2 mM de m-cresol. Cada solucion se ajusta a un pH de 8,5-9
por adicion de KHCO; 3 M en KOH 10 M. Se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad antes de la adicion de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
para formar los derivados N-DNP. Estos requieren un minimo de 4 horas en oscuridad a
4 °C para su formacion. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm vy el
sobrenadante se utiliza para el andlisis en el equipo de HPLC. La cantidad de muestra

minima inyectada es de 115 pl para tener la seguridad de llenar el loop de 100 pl.

En cada analisis se prepara un blanco y una curva de calibracion de estandares (O;
20; 40; 50; 60; 80 y 100 uM). El &rea del pico obtenido es directamente proporcional a
la concentracién de GSH en la muestra, que se calcula por intrapolacién en la recta de

regresion obtenida con los estandares.
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3.6. DETERMINACIONES INMUNOHISTOQUIMICAS

3.6.1. INMUNOHISTOQUIMICA BrdU

3.6.1.1. Fundamento del método:

La inmunohistoquimica realizada con BrdU se basa en el método descrito por
Rackic (Rakic, 2002). La técnica consiste en utilizar la BrdU (5-Bromo-2"-deoxiuridina)
como un analogo de la timidina que se incorpora a las cadenas de ADN de las células
durante la fase S de sintesis en aquellas células que estan duplicando su genoma. Es por
ello por lo que podemos considerar esta prueba como un marcador de la proliferacién
celular, ya que se pondran de manifiesto aquellas células que en el momento de la serie
de inyecciones de BrdU estaban en proliferacion y por tanto lo incorporaron a sus
cadenas de ADN.

3.6.1.2. Soluciones:

- Bloqueo de la peroxidasa enddgena: H,O, al 3% en PBS-Triton 0,1 % +
10% Metanol

- HCI2N

- Tampdn Borato 0,1 M pH 8,5

- Tampén Citrato 10 mM pH 8

- PBS0,01MpH?7.2

- PBS-Tritén 0,1%

- Anti-BrdU biotinilado

- Suero normal de cabra al 20% en PBS-Triton 0,1%

- ABC (complejo avidina biotina)

- DAB (Diaminobencidina)

3.6.1.3. Procedimiento:

Partimos de cortes de cerebro de 25 um que estan en PBS-Sacarosa 30% Yy
guardados en el congelador a -30 °C. Se seleccionan los cortes en base a que presenten
la misma zona del hipocampo y se montan sobre el portaobjetos. Se lavan los cortes con
PBS 0,01M pH 7,2.

Después de los lavados, se procede al desenmascaramiento (hacer accesible la BrdU

del ADN al anticuerpo primario) que consta de los siguientes pasos: en primer lugar, los
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cortes se introducen en un bafio de PBS-Triton + Metanol 10% durante 20 minutos, a
temperatura ambiente y en agitacion. A continuacion se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en agitacién en Tampén Citrato 10 mM pH 6 que ha sido
previamente llevado a ebullicion. Después se incuban en HCI 2 N durante 30 minutos a
37 °C. Y por ultimo, se incuban en un bafio de Tampo6n Borato 0,1 M pH 8,5 durante 10
minutos a temperatura ambiente y en agitaciéon. Una vez concluidos los pasos del

desenmascaramiento se realizan lavados con PBS 0,01 M.

Antes de incubar los cortes con el anticuerpo primario se incuban con la solucién
H.O, al 3% en PBS-Tritén 0,1% + 10% Metanol durante 15 minutos, a temperatura
ambiente y en oscuridad para bloquear la peroxidasa enddgena. A continuacion se
incuban los cortes con el anticuerpo primario junto con suero para bloquear a una
concentracion 1:200, durante toda la noche a 4 °C. En nuestro caso, el anticuerpo anti-
BrdU esta biotinilado, luego, no necesitamos un anticuerpo secundario. Después de
lavar, se incuba con ABC (complejo avidina-biotina-peroxidasa) 1hora, a temperatura
ambiente. Este complejo se une a la biotina con la que estd marcado el anticuerpo

primario.

Por ultimo, se revela la inmunohistoquimica con DAB vy se tifien los cortes con

hematoxilina.
3.6.1.4. Recuento:

La cuantificacion de las células BrdU positivas se llevo a cabo con el microscopio
Olympus Bx40 y el software usado para ello fue el Software Fotografia NIS-Elements
Br 2.30 (Media Cibernetics). Se analizaron un minimo de seis secciones de hipocampo
por cada rata, en las cuales se media un area similar de la SGZ del Giro Dentado y se
contaban las células marcadas. Los resultados se expresan como numero de células por
Unidad Arbitraria de Area (UAA).
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3.6.2. INMUNOFLUORESCENCIA

3.6.2.1. Procedimiento:

Para el estudio inmunohistoquimico de p21 y los factores de transcripcion CREB,
pCREB, Nrf2 y NF-xB se llevd a cabo la técnica de inmunofluorescencia, cuyo

protocolo general se detalla a continuacion.

Partimos de cortes de cerebro de 25 um que estan en PBS-Sacarosa 30% Yy
guardados en el congelador a -30 °C. Se seleccionan los cortes en base a que presenten
la misma zona del hipocampo y se montan sobre el portaobjetos. Se lavan los cortes con
PBS 0,01M-Trit6n 0,3% pH 7,2.

Después de los lavados, se procede al desenmascaramiento con Tampon Citrato
10 mM pH 8, que ha sido previamente llevado a ebullicion. Se incuban los cortes
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. A continuacion, se lavan los
cortes en PBS 0,01M-Triton 0,3% 'y posteriormente se incuban en solucion de bloqueo
(suero normal de cabra al 20% en PBS-BSA 1%) durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Después del bloqueo de las uniones inespecificas, se lavan de nuevo los
cortes y se incuban con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C. La solucion
del anticuerpo primario consiste en una mezcla del anticuerpo primario en su dilucion
correspondiente (ver tabla 1), junto con el anticuerpo NeuN (neuron specific nuclear
protein, empleado como marcador de neuronas postmitoticas (Mullen et al., 1992)) a
una dilucién 1:500 en PBS-BSA 1%. De esta forma, se lleva a cabo un doble marcaje
para poder confirmar cual de las células positivas para el anticuerpo primario

correspondiente es también una neurona (NeuN positiva).

Tras la incubacidn con el anticuerpo primario, se lavan los cortes y se incuban con
el anticuerpo secundario, que en este caso también es una mezcla de dos anticuerpos
secundarios diferentes (anti-inmunoglobulinas de conejo con color de emision verde
para el marcaje de los factores de transcripcion y anti-inmunoglobulinas de ratén con
color de emision rojo para el marcaje de NeuN) que permitiran diferenciar el doble
marcaje. La incubacion con los anticuerpos secundarios se realiza en oscuridad, durante
1 hora y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavan los cortes en oscuridad y por

Gltimo se montan con el medio de montaje Vectashield with Dapi (VECTOR).
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Tabla 1. Listado de anticuerpos primarios y secundarios empleados para
inmunohistoquimica de fluorescencia.

Anticuerpos primarios

Casa comercial Referencia Dilucién Descripcion

(IHQF)
CREB Santa Cruz sc-186 1:200 Policlonal de conejo
pCREB(ser 133) Millipore 06-519 1:500 Policlonal de conejo
p21 Santa Cruz sc-397 1:200 Policlonal de conejo
Nrf2 Santa Cruz Sc-722 1:200 Policlonal de conejo
NF-xB p50 Santa Cruz Sc-7178 1:500 Policlonal de conejo
NeuN Millipore MAB377 1:500 Monaoclonal de ratén

Anticuerpo secundario

Casa comercial Referencia Dilucion
(IHQF)
Alexa Fluor® 488 Goat Invitrogen A11008 1:200
Anti-Rabbit IgG (H+L)
Anti-Mouse IgG (Fab .
Sigma T6528 1:200

specific)-TRITC antibody

3.6.2.2. Recuento:

La obtencion de las imagenes de fluorescencia de p21, CREB, pCREB, Nrf2, NF-xB
y NeuN se llevo a cabo con el microscopio de fluorescencia Leica DM 5000B, con la
lampara de fluorescencia Leica CTR 5000, la camara Leica DFC490 y el software
Leica Application Suite version 2.7.0 R1 (Leica Microsystems). Todas las imagenes se
ajustaron a un mismo brillo y contraste para hacerlas comparables. A partir de las
imagenes de fluorescencia se realizaron los montajes (para observar la colocalizacion
entre NeuN vy el resto de anticuerpos primarios) y las medidas necesarias con la ayuda
de los programas Adobe Photoshop CS3 e Image J 1.45. Se analizaron un minimo de
seis secciones de hipocampo por cada rata, en los cuales se media un area similar del
Giro Dentado y se contaban las células marcadas (aquellas que presentaban doble
marcaje). Los resultados se expresan como numero de células por Unidad Arbitraria de
Area (UAA).
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4. TEST DEL LABERINTO DE AGUA DE MORRIS

El aprendizaje espacial y la memoria se analizan usando una variante del test de
laberinto de agua de Morris (Morris et al., 1982). Las ratas se entrenan para encontrar
una plataforma escondida de 10 cm de didmetro y sumergida 4 cm por debajo de la
superficie del agua tefiida. El test se realiza en una piscina redonda de unos 2 m de
didmetro y dividida en cuatro cuadrantes. El cuadrante donde se coloca la plataforma se
denomina cuadrante diana. EI test se basa en la capacidad de las ratas de aprender
donde se encuentra la plataforma sumergida a través de pistas visuales situadas
alrededor de la piscina. Por lo tanto, las ratas aprenden ddénde estad la plataforma
invisible y se suben a ella. EI parametro que se mide es la latencia: el tiempo (en
segundos) que tarda la rata en subirse a la plataforma, hasta un maximo de 90 segundos.

Ademas, también se registra el nimero de veces que la rata entra en el cuadrante diana.

La tarea se realiza en una habitacion especifica para ello. En todo momento la
temperatura del agua esta controlada (24 °C * 2 °C) y ademas las condiciones de luz son

las mismas durante todo el tiempo en el que se desarrolla el test.

Plataforma escondida

Cuadrante diana

Figura 6. Esquema de la piscina del laberinto de agua de Morris.

Dos dias antes del sacrificio de los animales, se inicia el test. El test dura 3 dias y se
realizan 3 pases por dia, resultando en un total de 9 pases. El primer pase del primer dia
es diferente al resto, ya que el animal es colocado inicialmente en la plataforma, de
modo que pueda aprender, tomando referencias visuales de donde se localiza la
plataforma. En los siguientes pases, la rata se coloca de manera aleatoria en la piscina y
se cronometra el tiempo que tarda en encontrar la plataforma escondida. Si la rata no

encuentra la plataforma en 90 segundos, el experimentador la coloca encima de la
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misma, durante 15 segundos, posteriormente la vuelve a dejar en la jaula hasta el

siguiente pase.

El Gltimo dia, ademés de los 3 pases, se realiza un Gltimo pase en el que la
plataforma es visible (no estda sumergida) y asi se puede descartar que el tiempo en
alcanzar la plataforma no esté influenciado por alteraciones visuales de los animales (y
por tanto la incapacidad de tomar referencias visuales para localizar la plataforma
sumergida).

Los resultados del test del laberinto de agua de Morris se expresan como latencia
acumulada, es decir, el sumatorio de las latencias de los 9 pases.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos de este trabajo se ha llevado a cabo utilizando el
programa SPSS, version 15. En primer lugar, se analizan los datos para comprobar que
siguen una distribucién normal y se eliminan los valores atipicos. Después, se obtienen
los estadisticos descriptivos de los pardmetros analizados para cada grupo, éstos son la
media y la desviacion tipica. Por ultimo, para comparar las medias de los diferentes
grupos se lleva a cabo un Analisis de la Varianza (ANOVA) de un factor. Para obtener
la significacion de cada comparacion se realizan las comparaciones multiples posthoc:
si las varianzas de los grupos son iguales (determinado por el test de Levene de
homogeneidad de varianzas) se aplica el test de Bonferroni, si no lo son se emplea el
test T3 de Dunnett.

Para obtener la estadistica de las correlaciones, se lleva a cabo el analisis de
regresion lineal entre las variables. Del resumen del modelo de regresion lineal se
obtiene el coeficiente de correlacion de Pearson (R) y ademas, se realiza un ANOVA

para conocer la significacion de la correlacion.

El nivel de significacidén escogido es de 0,05. Por lo tanto, si la significacion de una
comparacién es menor que 0,05 rechazaremos la hipétesis de igualdad de medias y
concluiremos que no todas las medias poblacionales comparadas son iguales. En caso

contrario, no podremos rechazar la hipétesis de igualdad.
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1. VARIABLES DESCRIPTIVAS: PESO, GLUCEMIA Y HbAlc

1.1. VARIACION DEL PESO

En la tabla 2 se muestran los valores de peso (expresados como media + desviacion
tipica) al final del experimento de los diferentes grupos estudiados. Se observa que hay
una disminucién estadisticamente significativa del peso de las ratas diabéticas, tanto a
las 4 como a las 12 semanas respecto a su grupo control. También cabe destacar que el
tratamiento con insulina (grupo DIAB+INS 12S) impide que las ratas diabéticas pierdan
tanto peso como las del grupo diabético sin tratamiento (DIAB 12S).

1.2. ESTUDIO DE LA GLUCEMIA SANGUINEA

En la tabla 2 se muestran también los valores de la glucemia sanguinea (expresados
como media + desviacion tipica) de los diferentes grupos al final del experimento. Se
observa que los dos grupos diabéticos sin tratamiento tienen valores de glucemia muy
superiores a 225 mg/dl (12 nmol/l), lo cual es considerado como hiperglucemia. Tanto
los grupos controles como el grupo diabético tratado con insulina tienen valores de

glucemia sanguinea normales (normoglicémicos).

1.3. ESTUDIO DE LA HEMOGLOBINA GLICOSILADA( HbAlc)

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de hemoglobina glicosilada (expresados
como media + desviacion tipica) de los diferentes grupos al final del experimento. Se
observa que los dos grupos diabéticos sin tratamiento tienen valores de % HbAlc
estadisticamente mayores que sus respectivos grupos control y que el grupo tratado con
insulina. Cabe destacar la homogeneidad de los valores entre los grupos controles y

tratado, asi como entre los grupos diabéticos.
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Tabla 2. Relacion de peso (g), glucemia (mg/dl) y porcentaje de hemoglobina
glicosilada (%HbALc) de todos los grupos al finalizar el experimento. Resultados
expresados como media £ desviacion tipica. * p< 0,05 vs todos los grupos; # p< 0,05 vs
CTRL 4 S; 1 p<0,05 vs CTRL 12 S; { p< 0,05 vs DIAB+INS 12 S. El tamafio muestral

de cada grupo fue como minimo de n=5.

GRUPO Peso (g) Glucemia (mg/dl) % HbA1c
CTRL 45 378,95 + 21,55 91,21 + 11,61 3,27 +0,93
DIAB 4S 24440+4311" | 45319+8447" | 5844071

CTRL 125 44576 + 35,17 93,76 + 17,21 3,24 + 0,86
DIAB 125 247,54 +39,15% | 501,65+7083 | 586+087'
DIAB+INS 125 | 375,13 +22,11 87,90 + 14,06 3,74 +0,86

2. PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE
ESTRES OXIDATIVO

2.1.ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION EN

HOMOGENADO DE HIPOCAMPO

En la tabla 3 se muestran los valores de la concentracion de GSH (nmol/mg
proteina) en homogenado de hipocampo. El dato que se presenta es la medida de la
determinacion bioquimica realizada al finalizar el experimento y expresado como media
+ desviacion tipica. En la figura 7 se compara graficamente la concentracion de GSH en
los diferentes grupos. Se observa una disminucién estadisticamente significativa de la
concentracion de GSH en homogenado de hipocampo en el grupo diabético 12 semanas,

comparado con su grupo control y con el tratado con insulina. No existen diferencias

estadisticamente significativas entre las ratas diabéticas y los controles de 4 semanas.
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2.2. ESTUDIO DE LA CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO
EN HOMOGENADO DE HIPOCAMPO

En la tabla 3 también se muestran los valores de la concentracion de MDA
(nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo. El dato que se presenta es la medida
del analisis bioquimico realizado al finalizar el experimento y expresado como media
desviacidn tipica. En la figura 8 se compara graficamente la concentracion de MDA en
los diferentes grupos. Se observa como después de 12 semanas desde la induccion de la
diabetes hay un aumento estadisticamente significativo de la concentracion de MDA en
el grupo diabético, comparado con su grupo control. El tratamiento con insulina
previene este aumento significativo de los niveles de MDA, aungue no los devuelve a
valores control (se queda en un valor intermedio entre el control y el diabético). A las 4
semanas de diabetes no existen diferencias estadisticamente significativas entre las ratas

diabéticas y los controles.

Tabla 3. Parametros bioquimicos obtenidos a partir del homogenado de hipocampo de
todos los grupos al finalizar el experimento. En la tabla se presenta conjuntamente la
concentracion de GSH (nmol/mg proteina) y la concentracion de MDA (nmol/mg
proteina).* p< 0,05 vs todos los grupos; ¥ p< 0,05 vs CTRL 12 S; { p< 0,05 vs
DIAB+INS 12 S. El tamafio muestral de cada grupo fue como minimo de n=5.

GRUPO GSH MDA
CTRL 4S 11,622 £5,753 0,455 + 0,030
DIAB 4S 14,154 + 4,587 0,533 + 0,060

CTRL 12S 17,465 + 2,188 0,355 + 0,165
DIAB 12S 10,606 + 1,393Jri 0,781 £ 0,189 .
DIAB+INS 12S 17,517 £ 0,820 0,540 + 0,100
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Figura 7. Comparacion de la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento.
T p<0,05vs CTRL 12 S; § p< 0,05 vs DIAB+INS 12 S.
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Figura 8. Comparacién de la concentracion de MDA (nmol/mg proteina) obtenida a
partir del homogenado de hipocampo de todos los grupos al finalizar el experimento.
* p< 0,05 vs todos los grupos.

1,2 -
*
1,0 -
=
2
a 0,8 1
an
£
=
[=]
E 06 -
£
<T
[a]
2 04 -
0,2 -
0,0 T T T T
CTRL4S DIAB 45 CTRL12S DIAB12S DIAB+INS12S

84



Resultados

2.3. CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE MDA Y GSH EN
HOMOGENADO DE HIPOCAMPO

En la figura 9 se muestra la correlacién entre la concentracion de MDA (nmol/mg
proteina) y GSH (nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo. Se observa que
existe una correlacion negativa entre ambos parametros bioquimicos y que es
estadisticamente significativa. Los individuos que poseen un valor méas elevado de

concentracion de MDA, tienen un valor de concentracién de GSH menor.

Figura 9. Correlacion entre la concentracion de GSH (nmol/mg proteina) y la
concentracion de MDA (nmol/mg proteina) en homogenado de hipocampo de todos los
grupos. Para la obtencion de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha
prescindido del grupo diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05
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3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

3.1. DETERMINACION DEL MARCAJE DE BrdU EN HIPOCAMPO

Mediante inmunohistoquimica se estudia el marcaje de células BrdU positivas en la
zona subgranular (SGZ) del Giro Dentado en el hipocampo de las ratas de los diferentes
grupos. En la tabla 4 se muestran los datos del recuento y se expresan como media *
desviacion tipica. La figura 10 muestra graficamente la comparacion de las células
BrdU positivas en la SGZ de los diferentes grupos y en la figura 11 se muestra una
fotografia del marcaje de las células BrdU postitivas de cada grupo. Se observa que
existe una disminucion de las células BrdU positivas en la SGZ a las 12 semanas de
diabetes y que esta disminucion es estadisticamente significativa comparado con su
grupo control y el tratado con insulina. Esto indica que después de 12 semanas de
diabetes se da una disminucidon de la proliferacion en la SGZ del Giro Dentado, y que la
insulina previene dicha disminucion. A pesar de que también se aprecia una
disminucion del namero de celulas BrdU positivas a las 4 semanas de diabetes, las

diferencias no son estadisticamente significativas respecto a su control.

Tabla 4. Valores del recuento de células BrdU positivas en la zona subgranular (SGZ)

del Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos.f p< 0,05 vs CTRL 12S; §
p< 0,05 vs DIAB+INS 12 S. El tamafio muestral de cada grupo fue como minimo de
n=3.

GRUPO Células BrdU positivas/ UAA
CTRL 4S 0,119 + 0,016
DIAB 4S 0,078 + 0,030
CTRL 125 0,104 + 0,017
DIAB 125 0,044+ 0,028 '+
DIAB+INS 125 0,121 + 0,016
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Figura 10. Células BrdU positivas en la zona subgranular (SGZ) del Giro Dentado del
hipocampo de todos los grupos. T p< 0,05 vs CTRL 12S; { p< 0,05 vs DIAB+INS 12 S.
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Figura 11. Fotografia de los cortes histologicos que muestra el marcaje de las células
BrdU positivas en la zona subgranular (SGZ) del Giro Dentado del hipocampo de todos
los grupos. Las flechas indican células proliferativas. La barra corresponde a 100 um.
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3.2. DETERMINACION DEL MARCAJE DE NF-kB_EN HIPOCAMPO

Mediante inmunofluorescencia se estudia el marcaje de células NF-xB positivas en
el Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos. En la tabla 5 se muestran los
datos del recuento y se expresan como media + desviacion tipica. La figura 12 muestra
graficamente la comparacion de las células NF-kB positivas en el Giro Dentado de
todos los grupos y en la figura 13 se muestra una fotografia del marcaje de fluorescencia
de las células NF-xB positivas de cada grupo. Se observa que existe un aumento
estadisiticamente significativo del nimero de células NF-kB positivas a las 12 semanas
de diabetes respecto a su control, y que el grupo tratado con insulina tiene unos valores
del recuento intermedios entre el grupo control y el diabético. Se aprecia un aumento de
las células NF-«B positivas a las 4 semanas de diabetes respecto a su control, pero estas

diferencias no son estadisticamente significativas.

Tabla 5. Valores del recuento de células NF-kB positivas en el Giro Dentado del

hipocampo de los diferentes grupos. T p< 0,05 vs CTRL 12S. El tamafio muestral de
cada grupo fue como minimo de n=3.
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CTRL 4S 14,227 +1,318
DIAB 4S 17,175 + 3,008

CTRL 125 14,211 + 1,971
DIAB 125 18,697 + 1,170 1
DIAB+INS 125 15,602 + 1,260
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Figura 12. Células NF-kB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los
grupos. T p< 0,05 vs CTRL 12S.
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Figura 13. Fotografia de los cortes histoldgicos que muestra el marcaje de las células
NF-kB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los grupos. Las flechas
indican células en las que se da una colocalizacion del marcaje de NF-kB y NeuN.
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3.3. DETERMINACION DEL MARCAJE DE CREB _EN HIPOCAMPO

Mediante inmunofluorescencia se estudia el marcaje de células CREB positivas en el
Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos. En la tabla 6 se muestran los
datos del recuento y se expresan como media + desviacion tipica. La figura 14 muestra
graficamente la comparacion de las células CREB positivas en el Giro Dentado de todos
los grupos y en la figura 15 se muestra una fotografia del marcaje de fluorescencia de
las células CREB positivas de cada grupo. Se observa que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos comparados.

Tabla 6. Valores del recuento de células CREB positivas en el Giro Dentado del
hipocampo de los diferentes grupos. EIl tamafio muestral de cada grupo fue como

minimo de n=3.

GRUPO Células CREB positivas/ UAA
CTRL 4S 14,202 + 1,294
DIAB 4S 15,368 + 1,179
CTRL 12S 16,973 + 1,883
DIAB 12S 16,352 * 4,856
DIAB+INS 12S 18,252 + 2,426
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Figura 14. Células CREB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los
grupos.
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Figura 15. Fotografia de los cortes histoldgicos que muestra el marcaje de las células
CREB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los grupos. Las flechas
indican células en las que colocaliza el marcaje de CREB y NeuN.
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3.4. DETERMINACION DEL MARCAJE DE pCREB EN
HIPOCAMPO

Mediante inmunofluorescencia se estudia el marcaje de células pCREB positivas en
el Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos. En la tabla 7 se muestran los
datos del recuento y se expresan como media + desviacion tipica. La figura 16 muestra
graficamente la comparacion de las células pCREB positivas en el Giro Dentado de
todos los grupos y en la figura 17 se muestra una fotografia del marcaje de fluorescencia
de las células pCREB positivas. Se observa que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos comparados, aunque se puede apreciar que
tanto a las 4 como a las 12 semanas en los grupos diabéticos hay una tendencia a la
disminucion del nimero de células pCREB positivas si lo comparamos con su

respectivo control o con el grupo tratado.

Tabla 7. Valores del recuento de células pCREB positivas en el Giro Dentado del
hipocampo de los diferentes grupos. EIl tamafio muestral de cada grupo fue como
minimo de n=3.

GRUPO Células pCREB positivas/ UAA
CTRL 4S 17,085 * 3,126
DIAB 4S 14,978 * 3,487
CTRL 12S 19,563 + 2,113
DIAB 12S 14,275 + 4,256
DIAB+INS 12S 18,523 + 2,336
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Figura 16. Ceélulas pCREB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los
grupos.
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Figura 17. Fotografia de los cortes histoldgicos que muestra el marcaje de las células
PCREB positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los grupos. Las flechas
indican células en las que colocaliza el marcaje de pCREB y NeuN.
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3.5. DETERMINACION DEL MARCAJE DE Nrf2 EN HIPOCAMPO

Mediante inmunofluorescencia se estudia el marcaje de células Nrf2 positivas en el
Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos. En la tabla 8 se muestran los
datos del recuento y se expresan como media + desviacion tipica. La figura 18 muestra
graficamente la comparacion de las células Nrf2 positivas en el Giro Dentado de todos
los grupos y en la figura 19 se muestra una fotografia del marcaje de fluorescencia de
las células Nrf2 positivas de cada grupo. Se observa que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos comparados. De hecho, los
valores del recuento de Nrf2 en el Giro Dentado parecen bastante homogéneos si
comparamos todos los grupos (las medias de los diferentes grupos son muy similares).

Tabla 8. Valores del recuento de células Nrf2 positivas en el Giro Dentado del
hipocampo en los diferentes grupos. EIl tamafio muestral de cada grupo fue como
minimo de n=3.

GRUPO Células Nrf2 positivas/ UAA
CTRL 4S 10,135 + 1,462
DIAB 4S 11,697 £+ 5,785
CTRL 12S 11,792 + 1,659
DIAB 12S 11,940 + 3,679
DIAB+INS 12S 10,599 + 1,529
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Figura 18. Celulas Nrf2 positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los
grupos.
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Figura 19. Fotografia de los cortes histoldgicos que muestra el marcaje de las células
Nrf2 positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los grupos. Las flechas
indican células en las que colocaliza el marcaje de Nrf2 y NeuN.
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3.6. DETERMINACION DEL MARCAJE DE p21 EN HIPOCAMPO

Mediante inmunofluorescencia se estudia el marcaje de las células p21 positivas en
el Giro Dentado del hipocampo de los diferentes grupos. En la tabla 9 se muestran los
datos del recuento y se expresan como media + desviacion tipica. La figura 20 muestra
graficamente la comparacion de las células p21 positivas en el Giro Dentado de todos
los grupos y en la figura 21 se muestra una fotografia del marcaje de fluorescencia de
las células p21 positivas. Cabe resaltar que el marcaje se localiza principalmente en el
hilus. Se observa que existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
tratado con insulina y el resto de grupos. Las medias de los grupos controles y
diabéticos son muy similares, a diferencia del grupo tratado con insulina, que duplica la

media de éstos.

Tabla 9. Valores del recuento de celulas p21 positivas en el Giro Dentado del
hipocampo de los diferentes grupos. El tamafio muestral de cada grupo fue como
minimo de n=3.

GRUPO Células p21 positivas/ UAA
CTRL 4S 7,320 + 3,094
DIAB 4S 9,004 + 3,540
CTRL 125 9,375 + 1,009
DIAB 125 10,138 + 2,799
DIAB+INS 125 20,781 + 4,500
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Figura 20. Células p21 positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los
grupos. * p< 0,05 vs todos los grupos.
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Figura 21. Fotografia de los cortes histoldgicos que muestra el marcaje de las células
p21 positivas en el Giro Dentado del hipocampo de todos los grupos. Las flechas
indican células en las que colocaliza el marcaje de p21 y NeuN.

A:CTRL 4 8
B:DIAB4 S
CCIRL 128
D:DIAB 12 8
E:DIAB+INS 12§

97



Resultados

3.7. CORRELACIONES DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION
ENTRE SI

Existe una serie de correlaciones entre algunos de los factores de transcripcién que

se han determinado mediante inmunohistoquimica y que se muestran a continuacion.

En la figura 22 se representa la correlacion entre el nimero de células p21 y Nrf2
positivas del Giro Dentado. Se trata de una correlacién positiva y estadisticamente
significativa en la que se observa que a valores bajos del recuento de p21 le
corresponden valores bajos de Nrf2 y a medida que aumenta el nimero de células p21

positivas, también aumentan las células Nrf2 positivas.

En la figura 23 se muestra la correlacion entre el recuento de pCREB y NF-kB. Esta
correlacion es negativa y estadisticamente significativa, donde se observa que a valores
elevados del recuento de NF-«xB le corresponden valores bajos de pCREB y conforme
aumentan los valores de pCREB, disminuyen los de NF-kB. También existe una
correlacidn negativa y estadisticamente significativa entre el recuento de NF-«xB y el de
BrdU (figura 24).

Figura 22. Correlacion entre el recuento de células p21 positivas del Giro Dentado
(células positivas’lUAA) y de células Nrf2 positivas de todos los grupos. Para la
obtencién de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha prescindido del grupo
diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05.
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Figura 23. Correlacién entre el recuento de células pCREB positivas del Giro Dentado
(células positivass’lUAA) y de células NF-xB positivas de todos los grupos. Para la
obtencion de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha prescindido del grupo
diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05.
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Figura 24. Correlacion entre el recuento de células NF-kB positivas del Giro Dentado
(células positivass’UAA) y de células BrdU positivas de todos los grupos. Para la
obtencion de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha prescindido del grupo
diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05.

0,16 7 R=-0,689
0,14 -
3
< 012 4
=
g 01 % CTRL 45
£ X
g 008 ADIAB4S
]
g 0,06 - K CTRL12S
wi
£ 004 - B DIAB 125
% K
$ 002 | ® DIAB+INS 125
0 T T 1
0 5 10 25
células NF-kB positivas/UAA

99



Resultados

4. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO

4.1. TEST DEL LABERINTO DE AGUA DE MORRIS

En la tabla 10 se muestran los valores de la latencia acumulada para alcanzar la
plataforma invisible en el test de laberinto de agua de Morris. Los datos se expresan
como media + desviacion tipica. En la figura 25 se muestra graficamente la
comparacion entre la latencia acumulada de los diferentes grupos. No se observan
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el diabético a las 4
semanas, pero si existen diferencias a las 12 semanas. El grupo diabético de 12
semanas presenta un valor de latencia acumulada mayor que su control, y la diferencia
entre estos dos grupos es estadisticamente significativa. El grupo tratado con insulina

tiene un valor de latencia acumulada intermedio entre el diabético y el control.

Tabla 10. Latencia acumulada (s) en alcanzar la plataforma en el laberinto de agua de
Morris. T p< 0,05 vs CTRL 12 S. El tamafio muestral de cada grupo fue como minimo

de n=8.

GRUPO

Latencia acumulada
laberinto de agua (s)

CTRL 4S

327,286 + 23,991

DIAB 4S

426,500 + 133,201

CTRL 12S

348,304 + 106,272

DIAB 12S

480474 + 92,113

DIAB+INS 12S

401,222 + 61,743
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Figura 25. Latencia acumulada (s) en alcanzar la plataforma en el test de memoria
(laberinto de agua de Morris). 1 p<0,05vs CTRL 12 S.
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4.2. CORRELACIONES ENTRE LATENCIA ACUMULADA DE
MORRIS Y ALGUNOS FACTORES DE TRANSCRIPCION

La latencia acumulada del laberinto de agua de Morris se correlaciona con algunos

de los factores de transcripcion analizados anteriormente.

En la figura 26 se muestra la correlacién entre la latencia acumulada del laberinto de
agua de Morris y las células BrdU positivas de la SGZ. Esta correlacidn es negativa y
estadisticamente significativa. Se observa que a medida que aumenta el nimero de
células BrdU positivas, disminuye la latencia acumulada de dicho test (y por tanto el
tiempo en realizar la tarea). También existe una correlacion negativa y estadisticamente
significativa entre la latencia acumulada del laberinto de agua y las células pCREB
positivas (figura 27). Al igual que ocurre con BrdU, conforme aumenta el niUmero de

células pCREB positivas, disminuye la latencia acumulada del laberinto de agua.
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Figura 26. Correlacion entre la latencia acumulada en el laberinto de agua (s) y las
celulas BrdU positivas de la SGZ del Giro Dentado (células positivas’fUAA) de todos
los grupos. Para la obtencion de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha

prescindido del grupo diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05.
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Figura 27. Correlacion entre la latencia acumulada en el laberinto de agua de Morris (S)
y las células pCREB positivas en el Giro Dentado (células positivass’UAA) de todos los
grupos. Para la obtencion de la recta y el coeficiente de regresion lineal se ha

prescindido del grupo diabético tratado (DIAB+INS 12S). p < 0,05.
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1. VARIABLES DESCRIPTIVAS DEL MODELO
EXPERIMENTAL

El modelo animal empleado en este trabajo se engloba en aquellos modelos en los
que la diabetes es inducida mediante procedimientos experimentales que interrumpen la
produccion de insulina (Shafrir, 1997), por lo que simula una diabetes tipo 1.
Concretamente, se induce la diabetes a través de una inyeccion intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ), que es un agente B-citotoxico. La STZ es un componente que es
captado por las células a través del transportador de glucosa GLUT-2, que es muy
abundante en las células 3 de los islotes de Langerhans (Schnedl et al., 1994). GLUT-2
no esté presente en las células que forman la barrera hematoencefalica (Kumagai, 1999),
por ello se puede descartar la existencia de un efecto directo de la STZ sobre el cerebro.
Los roedores cuya diabetes ha sido inducida con STZ son hipoinsilunémicos, pero no
requieren tratamiento con insulina para sobrevivir, por ello es posible la existencia de

grupos diabéticos sin tratar.

Al igual que los pacientes diabéticos, las ratas diabéticas por STZ sufren
complicaciones secundarias que afectan a los ojos, rifiones, corazon, capilares
sanguineos y sistema nervioso periférico y central (Hames et al., 1995; Kowluru, 2003;
Schmeidel et al., 2003; Kuhad & Copra, 2007; American Diabetes Association, 2010;
Palsamy & Subramanian, 2011).

Tras la inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina a los grupos diabéticos, se
observaron a lo largo del experimento unos valores de glucemia superiores a 225 mg/dl
(12 nmol/l), que fueron restablecidos a valores control con el tratamiento de insulina
(tabla 2). La valoracién de la glucemia nos da una informacidon directa sobre la
existencia de hiperglucemia en los grupos diabéticos. La hiperglucemia se desarrolla
principalmente por el efecto citotoxico de la estreptozotocina sobre las células B del

pancreas y como consecuencia de la ausencia de insulina (Junod et al., 1967).

Ademas del andlisis de la glucemia, el porcentaje de HbAlc se emplea como
marcador cronico de la glucemia, ya que refleja el promedio de las concentraciones de
glucosa en sangre de un periodo de tiempo de 2 ¢ 3 meses. En la tabla 2 de los
resultados se observa un aumento estadisticamente significativo del porcentaje de

HbAlc en los grupos diabéticos sin tratamiento, comparado con sus respectivos
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controles y con el grupo tratado con insulina. El porcentaje de HbAlc se correlaciona
con las complicaciones micro y macrovasculares de la diabetes y se usa como marcador
estandar de la eficacia del control glucémico (American Diabetes Association, 2010).
De este modo podemos concluir que el tratamiento con insulina permite un buen control

glucémico, ya que restablece los porcentajes de HbAlc a valores control.

En este estudio se ha podido observar que, tanto a las 4 como a las 12 semanas desde
la induccidn de la diabetes, las ratas presentaron una disminucién en el peso corporal al
compararlas con sus respectivos controles y con el grupo tratado con insulina (tabla 2).
Esta disminucién del peso corporal es un sintoma caracteristico de la diabetes
provocado por la hiperglucemia (American Diabetes Association, 2010).

2. IMPLICACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA
ENCEFALOPATIA DIABETICA

Diversos autores sugieren que el estrés oxidativo esta implicado en la patogenesis de
las complicaciones tardias de la diabetes (Mohamed et al., 1999; Pazdro & Burgess,
2010; Miranda et al., 2007; Muriach et al., 2006) y que el dafio oxidativo en diversas
regiones cerebrales da lugar a anomalias morfologicas del cerebro y alteraciones de la
memoria (Fukui et al., 2001). Se ha propuesto que un aumento del estrés oxidativo y/o
una deficiencia de los agentes antioxidantes puede dar lugar a un déficit cognitivo (Berr
et al., 2000).

Existen muchas evidencias experimentales a favor de que el aumento del estrés
oxidativo en la diabetes produce dafio oxidativo en varias regiones del cerebro de rata,
incluido el hipocampo (Reagan, 2002; Aragno et al., 2002; Grillo et al., 2003), que es
mas sensible al estrés oxidativo que otras partes del cerebro (Reagan et al., 2000). La
diabetes induce un incremento de los productos de peroxidacion lipidica, como el HNE
o el MDA ( Baydas et al., 2005; Ates et al., 2006; Muriach et al., 2006; Alvarez-
Nolting et al., 2011)y un descenso de la defensa antioxidante como el GSH, las enzimas
catalasa o superoxido dismutasa (Ulusu et al., 2003; Ates et al., 2007). EI aumento de la
formacidn de radicales libres junto con la disminucion de las defensas antioxidantes es
uno de los mecanismos implicados en la disfuncidn cognitiva asociada a la diabetes
(Kamboj et al., 2008; Kuhad & Chopra, 2008; Saxena et al., 2007).
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Los resultados de este trabajo concuerdan con la bibliografia anteriormente citada ya
que muestran una disminucién de la concentracién del GSH y un aumento de la
concentracion de MDA en el hipocampo de ratas después de 12 semanas de diabetes
(tabla 3). Este descenso del GSH y aumento del MDA no son significativos a las 4
semanas de diabetes, por lo que la disminucion de las defensas antioxidantes y el
aumento de la peroxidacion lipidica se manifiestan en una fase tardia de la diabetes. El
tratamiento con insulina previene estos cambios bioquimicos observados en el
hipocampo diabético a las 12 semanas, seguramente porque al disminuir la
concentracion de glucosa en sangre y evitar una hiperglucemia crénica, se atenla la

formacion de radicales libres y la disminucion de las defensas antioxidantes.

Tanto la disminucion de la concentracion de GSH como el aumento del MDA son
parametros que confirman la existencia de estrés oxidativo en el hipocampo de ratas
diabéticas. Estos dos parametros se correlacionan (figura 9) de forma que el aumento de
MDA esté asociado con un descenso de la concentracion de GSH y viceversa, es decir,
el aumento de la peroxidacion lipidica se da juntamente con la disminucion de las

defensas antioxidantes.

La peroxidacion lipidica puede ser especialmente perjudicial para las neuronas, ya
que éstas poseen una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados en su membrana.
La peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de la membrana altera su
estructura y disposicion espacial dafiando asi su actividad biologica. De igual forma,
resultan también afectadas las proteinas de transporte y otros sistemas de regulacion de
las membranas, disminuyendo su fluidez y deteriorando sus funciones (Mark et al.,
1997).

La hiperglucemia es uno de los principales factores que contribuyen al estrés
oxidativo, y lo hace directamente a través de la produccion de ROS, o bien de forma
indirecta, alterando el equilibrio redox. Estudios previos indican que un aumento de
ROS y una disminucion de la defensa antioxidante hace que las neuronas y los
astrocitos sean mas susceptibles al dafio producido por la diabetes (Guyot et al., 2000).
Los ROS producidos como consecuencia de la hiperglucemia pueden estimular la
produccidn de citoquinas proinflamatorias y la expresién de NF-xB, que se asocian a los

déficits cognitivos de la diabetes (Kuhad et al., 2009). Ademas, los ROS contribuyen al
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aumento de la muerte neuronal a través de la oxidacion de proteinas, dafio al ADN y
peroxidacion de lipidos de membrana (Hawkins & Davies, 2001).

El dafio oxidativo afecta a las sinapsis del cortex cerebral e hipocampo de ratas
diabéticas, contribuyendo al déficit en las funciones cognitivas (Fukui et al., 2001).
Existe una extensa investigacion acerca del efecto beneficioso de diversos antioxidantes
sobre estos déficits cognitivos y sobre la memoria (Saxena et al., 2007; Kuhad &
Chopra, 2007; Kuhad & Chopra, 2008; Kuhad et al., 2008; Liu et al., 2012b). El uso de
Vitamina E como antioxidante reduce el dafio oxidativo sobre las sinapsis del
hipocampo y por consiguiente, mejora los déficits de aprendizaje y memoria (Fukui et
al., 2002).

3. ALTERACION DE LA PROLIFERACION NEURONAL EN EL
GIRO DENTADO

La neurogénesis “adulta” es la produccion de nuevas neuronas en el cerebro adulto.
Este término comprende un proceso complejo que empieza con la proliferacion de las
células progenitoras, seguido de una restriccion del fenotipo neuronal y una maduracion
de las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, continda con el desarrollo de las
caracteristicas funcionales de la neurona y finaliza con la existencia de una nueva

neurona funcional e integrada (Balu & Lucki, 2009).

En el hipocampo adulto, la neurogénesis se restringe a la SGZ del Giro Dentado,
donde las células progenitoras proliferan, migran hacia la capa granular y alli se
diferencian en células granulares maduras (Cameron et al., 1993; Heine et al., 2004).
Funcionalmente, la produccion de nuevas neuronas se asocia con el aprendizaje, la
memoria y la adquisicion de la respuesta condicionante (Gould et al., 2000; Shors et al.,
2002). Aungue acerca de esta cuestion existe cierta controversia, ya que los resultados
de los experimentos donde se elimina la neurogénesis para estudiar como contribuye a

la funcion del hipocampo son contradictorios (Shors et al., 2002; Raber et al., 2004).

Se ha demostrado en diversos modelos experimentales que la diabetes afecta a la
neurogénesis del hipocampo (Stranahan et al., 2008; Zhang et al., 2008), lo cual sugiere

una explicacién frente a los déficits de memoria que ocurren en muchos pacientes
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diabéticos (Wang et al., 2011). Hay evidencias que sugieren que la falta de insulina o la
hiperglucemia pueden ser factores que contribuyan a la reduccion de la neurogénesis en
la diabetes (Zhang et al., 2008).

En este trabajo nos centramos en el estudio de la proliferacion de la neurogénesis
adulta. Para estudiar la posible afectacion de la diabetes sobre la proliferacion neuronal,
se ha empleado el marcaje con bromodeuxiridina (BrdU) y se ha observado que existen
diferencias significativas en el numero de células BrdU positivas de la SGZ del Giro
Dentado a las 12 semanas de diabetes (tabla 4, figuras 10 y 11). Estos resultados estan
en consonancia con otros estudios en los que se observa un descenso de la proliferacion
neuronal en animales diabéticos respecto a los controles (Jackson-Guilford et al., 2000;
Zhang et al., 2008; Beauquis et al., 2006). Ademas, se observa que el tratamiento con

insulina previene esta disminucion de la proliferacion (tabla 4).

Podemos dar una posible explicacion a la disminucion de la proliferacion neuronal
en el hipocampo de ratas diabéticas a través de la alteracion en la expresion de algunos
de los factores de transcripcion, como CREB, inducida por la diabetes, como se
explicara més adelante. Ademas, algunos autores han implicado el factor neurotrofico
derivado de cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-I) en la
disminucion de la proliferacion neuronal (Cheng et al., 2001; Katoh-Semba et al., 2002;
Sairanen et al., 2005; Wang et al., 2011; Duan et al., 2010).

4. CAMBIOS MOLECULARES QUE SUBYACEN LA
ENCEFALOPATIA DIABETICA: FACTORES DE
TRANSCRIPCION

4.1. NF-xB

La diabetes da lugar a la activacion de NF-xB, ya sea como respuesta a la alteracion
en la sefializacién de la glucosa ( Xu & Sima, 2001; Pierson et al., 2002) o por la union
de los productos de glicacion no enzimética a sus receptores (unibn AGEs-RAGE)
(Schmidt et al., 1999; Bierhaus et al., 2001; Kuhad et al., 2009).

NF-kB es una molécula que participa en una gran variedad de rutas de sefializacion

y desempefia una funcion reguladora bidireccional en maltiples respuestas fisioldgicas y
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patoldgicas. Por un lado, NF-xB promueve la supervivencia neuronal a través de la
expresion de genes antiapoptéticos; por otro lado, puede contribuir a la
neurodegeneracion a través de la expresion de citoquinas proinflamatorias y moléculas
proapoptéticas (Memet, 2006; Liu et al., 2012a). Ademas, NF-kB esta implicado en la
plasticidad sinaptica asi como en el aprendizaje y la formacion de memoria (Liu et al.,
2012a).

NF-kB participa en los mecanismos patolégicos que subyacen a las alteraciones
cognitivas causadas por el Alzheimer, la encefalopatia diabética, la demencia vascular y
la demencia alcoholica (Liu et al., 2012a).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo a partir de la inmunofluorescencia de
NF-xB en el Giro Dentado del hipocampo muestran un aumento estadisticamente
significativo de las celulas NF-kB positivas a las 12 semanas de diabetes, comparado
con su grupo control (tabla 5, figuras 12 y 13). Al comparar los grupos control y
diabético 4 semanas, se aprecia un aumento del marcaje de NF-xB en el hipocampo
diabético, pero no es estadisticamente significativo. Asimismo, el tratamiento con
insulina disminuye las células NF-kB positivas, aunque no las devuelve a valores
control sino a valores intermedios entre el grupo control y diabético de 12 semanas.
Resultados similares han sido descritos por otros autores donde observaron que el
aumento en la expresion de NF-xB inducido por la diabetes se restablecié por un
tratamiento combinado de insulina y el antioxidante tocotrienol (Kuhad et al., 2009), o

por el péptido C (Sima et al., 2009a).

Se ha descrito en numerosos estudios un aumento de la activacion de NF-kB en
otras complicaciones de la diabetes como la retinopatia (Kowluru et al., 2003),
nefropatia (Nam et al., 2008), neuropatia (Kumar et al., 2012), lesiones vasculares (You
et al., 2010), etc. Por lo que parece que esta activacion de NF-kB es un mecanismo

comun implicado en las diversas complicaciones de la diabetes.

Como se ha mencionado anteriormente, NF-kB participa en la transcripcion de
numerosos genes involucrados en mdaltiples respuestas, pero la bibliografia existente

parece indicar que la implicacion de NF-kB en la encefalopatia diabética es a través de:

a) El estrés oxidativo y su relacion con la cascada inflamatoria: El estrés

oxidativo activa a factores de transcripcion que son sensibles a cambios
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redox, como es el caso de NF-xB (Schreck et al., 1991), y esto conlleva la
produccion de citoquinas proinflamatorias y quimoquinas (Sozzani et al.,
2005). Los ROS participan en la fisiopatologia de varias alteraciones
asociadas con la inflamacion (Chen & Kunsch, 2004), como podria ser el caso
de la encefalopatia diabética.

b)  Apoptosis: La activacion de NF-xB por la hiperglucemia también induce
apoptosis en neuronas (Mattson & Meffert, 2006).

Ademas, se ha descrito en animales diabéticos que la activacion de la sefializacion
de NF-kB causa disrupcion y falta de retencion de memoria en la tarea del laberinto de
agua de Morris (Liu et al., 2012a).

4.2. CREB Y pCREB

La interaccion entre los AGEs y sus receptores (RAGESs) estimula diversidad de
cascadas de sefializacion que convergen en multiples factores de transcripcion, entre
ellos CREB (Huttunen et al., 2002). CREB esta implicado en la activacion de la sintesis
de proteinas necesarias para la formacion de la memoria a largo plazo (Ishige et al.,
1999; Lamprecht et al., 1997; Lamprecht & Dudai, 1996). La interrupcion en la ruta de
fosforilacién de CREB perjudica habilidades cognitivas y aspectos del comportamiento
asociados con el sistema nervioso central. Asimismo, se han implicado alteraciones en
la transcripcion de genes mediadas por CREB en multiples desdrdenes psiquiatricos
como la depresion, la ansiedad, la adiccidn y deficits cognitivos (Mayr & Montminy,
2001).

Varios autores describen en sus estudios una disminucion, tanto en la expresion
como en los niveles de proteina, de CREB y pCREB en modelos experimentales de
encefalopatia diabética (Francis et al., 2008; Ma et al., 2011), que va acompafiada de un
descenso en la expresion y niveles de BDNF. La expresién de BDNF esta controlada
por CREB (Warburton et al., 2005). Ademéas, BDNF es un factor de crecimiento
neuroprotector ya que es necesario para la proliferacion (Katoh-Semba et al., 2002),
supervivencia (Sairanen et al., 2005) y plasticidad sinaptica de las neuronas del Giro
Dentado (Bramham & Messaoudi, 2005). Es por ello por lo que se asocia la
disminucion de CREB, pCREB y BDNF con la patogénesis de la encefalopatia
diabética (Ma et al., 2011).
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Los resultados de este trabajo respecto al marcaje de CREB y pCREB en el Giro
Dentado del hipocampo no coinciden con los esperados y con la bibliografia
anteriormente citada (Francis et al., 2008; Ma et al., 2011) ya que no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estudiados (tablas 6 y 7,
figuras 14 a 17). En el caso de CREB, las medias de los diferentes grupos son muy
similares entre si (tabla 6); sin embargo, en el recuento de pCREB se aprecia una
tendencia a la disminucion de las células pCREB positivas en los grupos diabéticos
respecto a sus controles y al tratado con insulina (tabla 7), aunque no es
estadisticamente significativa. Quizads, un aumento del tamafio muestral hubiera
permitido detectar diferencias estadisticamente significativas donde s6lo se observa una

tendencia.

La alteracion en la sefalizacion de la insulina actia de manera desfavorable sobre la
expresion y translocacion de varios factores de transcripcion, como el NF-xB, CREB y
GSK-3p, que ejercen efectos sobre factores proinflamatorios y apoptéticos (Li et al.,
2001; Francis et al., 2008; Sima et al., 2004). Ademas, dado que CREB y NF-kB estan
involucrados en la formacidén de memoria y en la plasticidad sinaptica (Bourtchuladze et
al., 1994; Kandel, 2001; Lopez de Armentia et al., 2007; Meffert et al., 2003), es
interesante estudiar si existe una conexion entre ambos factores de transcripcion en este
modelo de encefalopatia diabética. En este trabajo se muestra dicha conexion entre NF-
kB y CREB puesto que existe una correlacion negativa estadisticamente significativa
(figura 23) entre ambos factores de transcripcion. De hecho, Kaltschmidt et al.
sugirieron la existencia de una nueva cascada transcripcional donde NF-xB podria
controlar la ruta de CREB por medio de la expresién de la PKA (una de las quinasas
que fosforila a CREB) (Kaltschmidt et al., 2006).

4.3. Nrf2

Recientemente estd surgiendo la idea de que Nrf2 es una diana importante en la
diabetes y sus complicaciones (Zheng et al., 2011). Dada la implicacién del estrés
oxidativo y la inflamacién en la diabetes, y la habilidad de Nrf2 para potenciar la
defensa antioxidante de la célula y protegerla frente a la produccién dafiina de
intermediarios de la inflamacion, es légico pensar que la expresion o funcion de Nrf2

pueda estar alterada en la diabetes.
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Resultados experimentales muestran una disminucion en la expresion de Nrf2 en el
nervio ciatico de animales diabéticos, comparado con sus controles (Negi et al., 2011),
asi como en la nefropatia diabética (Palsamy & Subramanian, 2011). Sin embargo, los
resultados de este trabajo en cuanto a la expresién de Nrf2 en el Giro Dentado del
hipocampo no son los esperados ya que no se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos estudiados (tabla 8, figuras 18 y 19). Cabria esperar en
este modelo experimental de encefalopatia diabética, que ademas de las alteraciones
observadas en los pardmetros indicadores de estrés oxidativo (aumento del MDA vy
disminucién del GSH), se observase una diminucion del marcaje nuclear de Nrf2 en el
hipocampo de las ratas diabéticas (la ubicacion nuclear de este factor de transcripcion
indica que es activo). Kumar et al. si obtienen estos resultados en los que se da un
aumento del MDA, disminucion del GSH, sobreexpresion de NF-xB y citoquinas
proinflamatorias junto con una disminucion de la expresion de Nrf2 en un modelo de

neuropatia diabética (Kumar et al., 2012).

Varios autores han propuesto diversas evidencias a favor de la existencia de una

conexion entre Nrf2 y NF-«B, entre ellas:

- La variedad de agentes antiinflamatorios y anticarcinogénicos que actian
suprimiendo la sefializacion de NF-xB y activando la de Nrf2 (Balogun et al., 2003;
Surh, 2003; Chen et al., 2005), ademéas de las funciones opuestas que desempefian

ambos factores de transcripcion en los procesos patologicos de inflamacion y cancer.

- Los multiples estimulos patoldgicos que activan ambas rutas de sefializacion (Lan
et al., 1994; Ahn & Aggarwal, 2005; Anwar et al., 2005).

- El hecho de que NF-kB sea regulado por el estado redox (Sozzani et al., 2005) y

el papel fundamental que desempefia Nrf2 en el equilibrio redox de la célula.

- El hallazgo de que la subunidad p65 de NF-kB actia como antagonista de la
actividad transcripcional de Nrf2 en la ruta Nfr2—ARE (L.iu et al., 2008).

- También se ha demostrado que algunos genes diana sobre los que actla Nrf2
tienen sitios potenciales de unién para NF-xB y sus promotores (Nho & O'Dwyer,
2004).
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Ademas de la conexién entre Nfr2 y NF-kB, Chen et al. han descrito recientemente
que Nrf2 interacciona con el inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas p21. Parece
que p21 se une a unas secuencias especificas de Nrf2 y lo estabiliza, proporcionando
proteccion frente al estrés oxidativo, aunque el mecanismo exacto debe ser elucidado
(Chen et al., 2009). Este trabajo aporta una evidencia a favor de la relacion entre Nrf2 y
p21, en la correlacion positiva y estadisticamente significativa entre ambas moléculas
que se observa en la figura 21. Esta correlacion pone de manifiesto que en una situacion
en la que se ha demostrado la existencia de estrés oxidativo (mediante los parametros
indicadores de estrés oxidativo, la hiperglucemia, etc.), p21 y Nrf2 pueden interaccionar

en una unién directa.

4.4.p21

p21 es un inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDKIs) que actla en la
fase G1 del ciclo, retrasando o bloqueando la progresion de la célula hacia la fase S
(Sherr & Roberts, 1999). p21 mantiene la célula quiescente, y su activacion crénica
llevaria a la célula a la detencion del crecimiento y senescencia (Sherr & Roberts, 1999;
Sharpless & DePinho, 2004). Por el contrario, la inhibicion de p21 aumenta la

proliferacion celular (Gartel & Radhakrishnan, 2005).

Diversos estudios muestran que p21 tiene otras funciones ademas de la regulacion
del ciclo celular, como es la inhibicidbn o mediacion de la apoptosis en varias lineas
tumorales (Gartel & Tyner, 2002; Fujiwara et al., 2008) y la regulacion de la
proliferacién neuronal en el hipocampo adulto (Pechnick et al., 2008). Durante la
apoptosis, la célula sale del ciclo celular e inicia la apoptosis antes de entrar en la fase S
(que es el punto del ciclo celular que estd negativamente regulado por p21). Ademas,
p21 citoplasmico se une a la procaspasa-3 y evita la activacion de las caspasas (Suzuki
et al., 1998).

Apenas existe literatura referente a la relacion entre p21 y diabetes, sin embargo,
esta relacion parece estar mediada por el estrés oxidativo, ya que se sabe que p21 se
sobreexpresa en respuesta al estrés oxidativo para promover la supervivencia celular
(Esposito et al., 1998; O'Reilly et al., 2001; Poon & Hunter, 1998). Algunos autores han
descrito la implicacién de p21 y otros inhibidores de CDK en eventos del proceso
patogénico de la nefropatia diabética como es la proliferacion inicial de las células

mesangiales y la posterior hipertrofia glomerular (Danesh et al., 2002; Wolf, 2000;
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Kuan et al., 1998). También se ha estudiado el papel de p21 en la disfuncion de las
celulas B del pancreas y su relacion con el estrés oxidativo y la hiperglucemia (Kaneto
etal., 1999).

Respecto a la implicacion de p21 en la encefalopatia diabética, no se han encontrado
publicaciones al respecto, por lo que este trabajo parece ser pionero en la bisqueda de la
conexion existente. Sin embargo, los resultados observados respecto al marcaje de p21
en el Giro Dentado del hipocampo de este modelo experimental no parecen ser
satisfactorios del todo, ya que no se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos controles y diabéticos (tabla 9, figuras 20 y 21).

Por otro lado, resulta llamativo el hecho de que el grupo tratado con insulina sea
significativamente diferente respecto a los otros grupos (duplica la media de los demas
grupos). Esta observacion podria explicarse a través de la proteina de union al factor de
crecimiento insulinico 3 (IGFBP-3). Como se menciono con anterioridad en el apartado
de la introduccién, IGFBP-3 es un miembro de la familia de las proteinas de unién al
factor de crecimiento insulinico (IGFBPs), que junto con los IGFs y sus receptores,
forman parte de la cascada de sefializacion del IGF (factor de crecimiento insulinico).
Mientras algunos autores defienden que IGFBP-3 disminuye en el suero de pacientes
diabéticos con un control glucémico pobre y que el tratamiento con insulina lo devuelve
a valores control (Akinci et al., 2000), White et al. describieron que IGFBP-3 no
aumenta en cerdos diabéticos, pero que el tratamiento con insulina da lugar a que se
dupliquen las concentraciones en suero con respecto a los controles (White et al., 1993).
Ademas, Wu et al. muestran en su estudio que IGFBP-3 induce una disminucion en la
expresion de la ciclina E1 y un aumento de p21 en varias lineas celulares tumorales, y
proponen que a través de estos efectos sobre la ciclina E1 y p21 tenga lugar el bloqueo
de la célula en la fase G1, mediado por IGFBP-3 (Wu et al., 2013). Con estas
referencias podemos proponer una explicacion al aumento de la expresion de p21 en el
hipocampo del grupo tratado con insulina: la insulina aumentaria la concentracién de
IGFBP-3, e IGFBP-3 aumentaria los niveles de p21.
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5. MECANISMOS IMPLICADOS EN LOS DEFICITS DE
APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL

En el hipocampo ocurren cambios en la intensidad de las sinapsis entre los grupos de
neuronas que son criticos para ciertos tipos de aprendizaje y memoria. El Giro Dentado
del hipocampo desempefia un papel fundamental en el aprendizaje y memoria espacial.
En el Giro Dentado, la regulacion de la conectividad sinaptica se extiende desde
cambios en el nimero e intensidad de la sinapsis (la potenciaciacion a largo plazo, PLP,
consiste en una potenciacion de la intensidad de la sinapsis y la depresion a largo plazo,
DLP, en una reduccion de dicha intensidad), hasta la adicion de nuevas neuronas en la
edad adulta (Leuner et al., 2006).

Se han descrito alteraciones en el aprendizaje y memoria espacial en modelos
animales de diabetes del tipo 1 y 2 (Stranahan et al., 2008; Jackson-Guilford et al.,
2000; Kamal et al., 2000). Estas alteraciones, puestas de manifiesto en el test del
laberinto de agua de Morris, se han asociado con alteraciones en la plasticidad sinaptica
(medido como PLP) (Biessels et al., 1996; Stranahan et al., 2008), proliferacion y

supervivencia neuronal (Stranahan et al., 2008).

Los cambios en la organizacion y funcion sinaptica observados en el hipocampo
diabético parecen ser el resultado, al menos en parte, de los cambios inducidos por la
hiperglucemia sobre la homeostasis de la concentracién de Ca®* intracelular (Biessels et
al., 2002; Holscher, 1997). En la diabetes cronica, la homeostasis del calcio neuronal
sufre un desajuste progresivo que favorece el aumento de DLP y disminuye la PLP
(Kamal et al., 1999). Ademas, el desajuste en la homeostasis del calcio neuronal que se
produce por la diabetes puede contribuir a la degeneracion neuronal (Biessels et al.,
2002; Holscher, 1997).

Sin embargo, Sima et al. defienden que méas que por la hiperglucemia, los déficits
cognitivos tempranos asociados a la diabetes tipo 1 se deben principalmente a la
alteracion en la ruta de sefializacion de la insulina, y como consecuencia, a la afectacion
que ésta tiene sobre la expresion de factores neurotroficos, neurotransmisores, estrés
oxidativo y apoptosis. Todo ello resulta en alteraciones sobre la integridad neuronal y
las sinapsis que se establecen de manera habitual en el desarrollo del cerebro (Sima,

2010). Esta afirmacidn la apoyan sobre numerosos resultados experimentales en los que
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observaron que tras la administracion del péptido C (como agente mimético de la
insulina que estimula su sefializacion y no afecta a la hiperglucemia) desde el inicio de
la diabetes se prevenian completamente los déficits comportamentales y la alteracion en
la expresion de los factores neurotroficos del hipocampo (Sima et al., 2009b; Sima &
Li, 2005).

Ademas de la insulina, factores de transcripcion como CREB participan en la
regulacién de la expresidn de genes que codifican para factores de crecimiento, como es
el caso de la regulacién de BDNF por CREB (Warburton et al., 2005). Se sabe que la
disminucion de BDNF afecta a la funcion del Giro Dentado, lo cual resulta en déficits
cognitivos (Witgen et al., 2005) y de memoria (Bartesaghi, 2004). Como se ha descrito
anteriormente, tanto CREB como NF-«B participan en la formacion de memoria y en la
plasticidad sinaptica (Bourtchuladze et al., 1994). Diversos autores han descrito que la
alteracion de estos dos factores de transcripcion por la diabetes esta implicada en la
disrupcion y en la falta de retencion de memoria en el test del laberinto de agua de
Morris (Kuhad et al., 2009; Francis et al., 2008; Ma et al., 2011).

El test del laberinto de agua de Morris es el test mas utilizado para investigar
aspectos especificos de la memoria espacial. El parametro que se ha empleado para
evaluar la memoria espacial de las ratas es la latencia acumulada del test, es decir, el
tiempo que tardan en encontrar la plataforma escondida a lo largo de la duracion del test
(3 dias y 3 pases por dia). En la tabla 10 de los resultados se observa que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el diabético a las 4
semanas pero si existen diferencias a las 12 semanas. Ademas, se observa que el
tratamiento con insulina previene el aumento significativo de latencia acumulada en el
test (tabla 10, figura 25). La bibliografia existente apoya estos datos (Biessels et al.,
1996; Kamal et al., 2000; Kuhad et al., 2009; Francis et al., 2008). Biessels et al.
observaron que el déficit en PLP es el resultado de un proceso progresivo y se
corresponde con el déficit en el aprendizaje de ratas diabéticas en las que después de 4
semanas de diabetes no observaron déficits de aprendizaje, mientras que después de 12
semanas los déficits en el aprendizaje eran significativos (Biessels et al., 1996).
También observaron en otro estudio que el tratamiento con insulina, mediante la
implantacion de “pellets” de insulina al comienzo de la diabetes, previno

completamente los déficits de aprendizaje. Sin embargo, si el tratamiento con insulina
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se posponia hasta diez semanas después de la induccion de la diabetes, cuando el
aprendizaje ya estaba alterado, la mejora era s6lo parcial (Biessels et al., 1998).

Recapitulando, podemos proponer que todos los cambios moleculares que se han
estudiado en el presente modelo experimental de encefalopatia diabética pueden
relacionarse de una forma u otra con los déficits en el aprendizaje y memoria espacial
observados. El aumento en los pardmetros indicadores de estrés oxidativo (aumento de
MDA y disminucion de GSH), la disminucion de la proliferacién en la SGZ y las
alteraciones en la expresion de los diversos factores de transcripcion (aumento en NF-
kB y tendencia a la disminucién de pCREB), coinciden con los resultados obtenidos por
otros autores y que se han propuesto como posibles mecanismos implicados en la
encefalopatia diabética (Fukui et al., 2001; Stranahan et al., 2008; Kuhad et al., 2009;
Ma et al.,, 2011). De hecho, podemos establecer una clara conexion entre la
proliferacion en la SGZ del Giro Dentado y el aprendizaje y la memoria espacial en la
correlacién que se muestra en la figura 26; donde se observa que la latencia acumulada
del laberinto de agua de Morris y el nUmero de células BrdU positivas de la SGZ se
correlacionan negativamente (a medida que aumenta el marcaje de BrdU y por tanto la
proliferacion, disminuye la latencia acumulada del test, es decir, el tiempo en realizar la
tarea y supone una mejora de la memoria espacial). Ademas, los resultados de este
trabajo también presentan evidencias a favor de la relacion existente entre pCREB y el
aprendizaje y la memoria en la correlacion que se muestra en la figura 27; donde se
observa que a medida que aumenta el nimero de células pCREB positivas, disminuye la
latencia acumulada del laberinto de agua de Morris (recordemos que pCREB es la
forma activa del factor de transcripcion y esta implicado en la plasticidad sinaptica y la

formacién de memoria).
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir que existen
alteraciones funcionales y moleculares en el hipocampo de un modelo experimental de
diabetes, y siguen una progresion temporal. El tratamiento con insulina desde el inicio

de la diabetes previene dichas alteraciones. Concretamente:

1. Se observan cambios estadisticamente signficativos en los pardmetros
indicadores de estrés oxidativo (disminuciéon de la concentracion de GSH y
aumento de la concentracion de MDA) en el hipocampo de ratas diabéticas a las

12 semanas de diabetes, mientras que a las 4 semanas no existen dichos cambios.

2. La proliferacion neuronal en la SGZ del Giro Dentado del modelo experimental
disminuye de forma significativa a las 12 semanas y no a las 4 semanas desde la

induccion de la diabetes.

3. La expresion del factor de transcripcion NF-xB en el Giro Dentado del
hipocampo esta aumentado en el grupo diabético de 12 semanas, mientras que a
las 4 semanas dicho aumento no es estadisticamente significativo. El resto de
factores de transcripcion estudiados (Nrf2, p21, CREB y pCREB) no presentan
diferencias significativas, aunque si se han observado correlaciones interesantes

en las que estan implicados.

4. Eltiempo necesario para alcanzar la plataforma en el laberinto de agua de Morris
(como medida para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial) aumenta de

forma significativa a las 12 semanas de diabetes, pero no a las 4 semanas.
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