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RESUMEN 

 

La comunicación neurovascular en el lóbulo frontal es responsable de regular el suministro 

de oxígeno y nutrientes a través de procesos de dilatación y contracción vascular. La angiotensina 

II (Ang II) regula la presión arterial a través de receptores AT1 y AT2, y se ha observado que en 

patologías como la diabetes existe una sobreactivación de estos receptores. La ciclooxigenasa 2 

(COX-2) aumenta la síntesis de prostanoides en estados de hiperglicemia crónica incrementando 

los procesos de inflamación. Los cerebros hiperglicémicos muestran señales de inflamación 

crónica y aumento del estrés oxidativo que dañan a las células, lo que sugiere una desregulación 

neurovascular. Por lo tanto, es importante investigar la participación de la enzima COX-2 y 

receptores a Ang II en estos procesos.  

En este sentido, se realizaron cultivos celulares primarios de células de lóbulo frontal de 

la rata posnatal normoglicémica e hiperglicémica (inducida por inyección intraperitoneal de 60 mg 

de estreptozotocina /kg de peso; nivel de glucosa >300 mg/dL de sangre) para estudiar la 

expresión de receptores para Ang II y COX-2. En promedio, se encontró un tamaño mayor en el 

soma de los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal normoglicémico en comparación con 

los hiperglicémicos (9.5 ± 0.25 µm vs 4.9 ± 0.18  de diámetro respectivamente, n = 58). 

Adicionalmente, utilizando la técnica de RT-PCR, se encontró que las células cultivadas del lóbulo 

frontal hiperglicémico expresan el transcrito para el receptor AT2. Mientras que en cultivos 

celulares primarios del lóbulo frontal normoglicémico estimulados con Ang II durante 30 minutos 

aumentó 23% en la expresión de COX-2 en comparación con el control. Finalmente, en cultivos 

primarios de astrocitos del lóbulo frontal se obtuvo la expresión del receptor AT2. 

En conjunto, los resultados indican que la hiperglicemia crónica aumentó la expresión del 

receptor AT2 en las células cerebrales, mientras que la estimulación con Ang II aumentó la 

expresión de COX-2 y que los astrocitos normoglicémicos expresaron el transcrito para el 

receptor AT2. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El sistema nervioso central está conformado principalmente por neuronas y céulas gliales 

(astrocitos, oligodendrocitos, pericitos y microglia) (Kandel et al. 2014). Las neuronas, astrocitos 

y células endoteliales forman la unidad neurovascular que es reponsable de regular el suministro 

de oxígeno y nutrientes a las células a través de procesos de dilatación y contracción vascular 

(Ruhrberg y Bautch 2013). 

La Angiotensina II (Ang II) es un octapéptido formado a partir del sistema renina 

angiotensina (RAS) que se encarga de regular la presión arterial y la homeostasis de electrolitros 

a través de sus receptores AT1 y AT2 (Singh y Karnik 2016). En los últimos años se ha encontrado 

que RAS está ampliamente distribuido en el cerebro y participa en la regulación del flujo 

sanguíneo cerebral y funciones de protección cerebral. Cabe mencionar que la concentración de 

Ang II incrementa en condiciones patológicas como diabetes (Lenkei et al. 1997; Saavedra 2005; 

Wright y Harding 2013). 

En un estado de hiperglicemia crónica, hay incremento de procesos inflamatorios 

mediados por la ciclooxigenasa 2 y la Ang II genera un aumento de las especies reactivas de 

oxígeno, ambos procesos potencialmente pueden inducir apoptosis en el tejido neural (Estato et 

al. 2013; Wright y Harding 2013). 

Tomando en cuenta lo anterior, los cerebros hiperglicémicos podrían desarrollar 

patologías vasculares que provoquen desregulación neurovascular. Por ello, es importante 

conocer cómo dicha desregulación podría afectar a las diferentes estructuras cerebrales. Por lo 

tanto, en este trabajo se decidió investigar la expresión de ciclooxigenasa 2 y de receptores para 

Ang II en cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de ratas normo e hiperglicémicas utilizando 

la técnica de RT-PCR. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

 Evaluar la expresión de la ciclooxigenasa 2 y de los receptores de angiotensina 

II del tipo AT1 y AT2 en cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de la rata 

hiperglicémica.  

 

Objetivos específicos 

 

 Estandarizar un modelo murino hiperglicémico inducido porestreptozotocina. 

 Realizar cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de ratas posnatales normo- 

e hiperglicémicas.  

 Generar cultivos primarios de astrocitos del lóbulo frontal utilizando el factor de 

crecimiento G5. 

 Evalular la expresión de los transcritos COX-2, AT1 y AT2. 
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ANTECEDENTES 

SISTEMA NERVIOSO 

 

El sistema nervioso (SN) regula, coordina e integra todas las actividades del cuerpo humano a 

partir de interacciones neuronales complejas, acoplando la percepción sensomotora con el medio 

externo, desencadenando procesos neuronales asociados con la inteligencia, la memoria, la 

coordinación motora, los pensamientos y el lenguaje, entre otras funciones (Haines 2013). El SN 

está compuesto principalmente por dos tipos de células: neuronas que son las encargadas de 

generar impulsos electroquímicos al responder a estímulos físicos o químicos externos; y las 

neuroglías, que están encargadas de diferentes funciones fisiológicas como la mielinización de 

los axones y la modulación de las sinapsis (Fox 2014). 

El SN está compuesto por el sistema central y el sistema periférico. El sistema nervioso 

central (SNC) está formado por el encéfalo y la médula espinal, mientras que el segundo está 

formado por los tejidos nerviosos que están fuera del SNC, y su función principal es conectarlo 

con los órganos y miembros del cuerpo (Fox 2014; Haines 2013). 

 

Sistema Nervioso Central 

 

El SNC se divide en dos subsistemas: médula espinal y el encéfalo. El encéfalo se divide en seis 

regiones funcionales: bulbo raquídeo, protuberancia, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo y los 

hemisferios cerebrales (Kandel et al. 2014). El lóbulo frontal (neocorteza) es una estructura 

reciente en la evolución del ser humano y es considerado como la parte del cerebro que está 

involucrado en los procesos cognoscitivos superiores, como el control del comportamiento, toma 

de decisiones, motivación, memoria y atención, entre otros (Bahlmann et al. 2015; Rakic 2009; 

Talk et al. 2016). Teorías acerca de la función del lóbulo frontal consideran que la corteza 

prefrontal está involucrada en la organización del comportamiento en tiempo y contexto, como 

por el ejemplo el comportamiento social en los mamíferos (Kolb et al. 2012). La porción más 

anterior del lóbulo frontal está ocupada por la corteza prefrontal en su superficie medial, lateral y 

orbital. El lóbulo frontal está vinculado con partes distantes a través de sus interconexiones con 

la amígdala, hipotálamo, mesencéfalo y la protuberancia. Las funciones consideradas de orden 

superiores pueden ser integradas por las interconexiones de la corteza prefrontal (Siddiqui et al. 

2008). 
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El encéfalo se protege del medio externo a través del cráneo, meninges, líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y la barrera hematoencefálica (BHE) (Fox 2014). Las meninges cubren al 

SNC y protegen al cerebro de daños físicos, sirven como entrada para arterias y venas, además 

encierran una cavidad llena de LCR el cual es vital para el funcionamiento normal del cerebro 

(Haines 2013; Russi y Brown 2015). 

Las meninges, desde la capa más externa a la más interna, se divide en tres 

compartimientos vasculares: duramadre que lleva los senos venosos; aracnoides que permite la 

entrada de las principales venas y arterias; y piamadre que es continua con tejido conectivo de 

los vasos sanguíneos del SNC (Russi y Brown 2015). 

La duramadre es la más resistente de las tres meninges, está adherida a la superficie del 

cráneo, formada de células fibroelásticas, y grandes cantidades de colágeno extracelular que 

tienen como función entrelazar las capas y proporciona resistencia. Esta capa contiene los vasos 

sanguíneos y terminales nerviosas (Adeeb et al. 2012; Russi y Brown 2015). Después continúa 

la aracnoides, compuesta de tejido fibroso avascular y está en contacto directo con la duramadre, 

solamente separadas por el espacio subdural. Las uniones ocluyentes que presentan las células 

de esta capa meníngea, eliminan cualquier espacio extracelular y de esta manera, crean una 

barrera contra el paso de sustancias, y además cubre los vasos sanguíneos y nervios, que pasan 

a través del espacio subaracnoideo al entrar al cráneo (Adeeb et al. 2013a; Haines 2013). 

Posteriormente continúa la piamadre que es la capa más interna del SNC, está altamente 

vascularizada y adherida al SNC, permitiendo que se introduzca en todas las fisuras y surcos 

cerebrales. Además, la piamadre se constituye por capas de fibroblastos aplanados, capilares y 

microfibrillas de colágeno, y está separada de la aracnoides por el espacio subaracnoideo; éste 

contiene LCR y contiene las principales arterias del cerebro (Waxman 2011). La piamadre junto 

con el espacio subaracnoideo, acompaña a los vasos que entran al encéfalo (Adeeb et al. 2013b; 

Haines 2013; Krstic 2013). 

El sistema nervioso requiere para su funcionamiento de una gran cantidad de sustratos 

energéticos debido a su actividad permanente, y las neuronas informan de su funcionamiento a 

las arteriolas y capilares sanguíneos próximos, y de esta manera incrementan el flujo sanguíneo 

cerebral en las áreas activadas.  

La vascularización cerebral comienza desde el arco aórtico donde se originan tres arterias; 

la arteria carótida común izquierda, arteria subclavia izquierda y la arteria del tronco 

braquiocefálico, donde nace la carótida común derecha y la arteria subclavia derecha (Figura 1). 

El cerebro está compuesto por dos sistemas encargados del suministro de sangre, el primero de 

ellos conformado por las arterias carótidas internas, que irrigan el 70% del flujo sanguíneo 
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cerebral (FSC). El segundo sistema está conformado por las arterias vertebrales que suministran 

el 30% del FSC. Asimismo, estos dos sistemas convergen en el polígono de Willis, un anillo 

vascular por donde se ramifican las arterias principales cerebrales; las arterias anteriores que 

están unidas a través de la arteria comunicante anterior y las arterias comunicantes posteriores 

unidas a las arterias cerebrales posteriores, originadas a partir de la carótida (Figura 2). Su 

función principal es realizar suplencias vasculares entre ambos sistemas de arterias para 

asegurar la irrigación del cerebro (Sahagún y de la Escalera 2004; Yang et al. 2017b).  

 

 

 

Figura 1. Vista lateral del sistema vascular cerebral (Purves et al. 2001). 

 

Una característica importante de los vasos cerebrales es su participación en la regulación 

del flujo sanguíneo cerebral que es realizado por las células del músculo liso vascular en la pared 

de las arterias, éstas células tienen receptores que inician cascadas de señalización en respuesta 

a estímulos mecánicos, químicos y celulares, y liberan moléculas de señalización como el óxido 

nítrico, endotelinas y prostanoides (Iadecola 2010). Existen tres mecanismos principales que 

regulan el flujo sanguíneo cerebral. El primero de ellos es la autorregulación cerebral que se 

encarga de mantener la presión arterial con un flujo constante, el tono vascular está controlado 

por el SNC y SNP, y además la regulación metabólica mantiene un balance de la demanda 

energética comandada por la unidad neurovascular (Smolinski y Czlonkowska 2016; Yang et al. 

2017b). 
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Figura 2. Constitución del polígono de Willis (modificada de Purves et al. 2001). 

 

La composición del líquido extracelular en el SNC es importante para un funcionamiento 

adecuado de las células, y para no comprometer su funcionalidad por la exposición de 

compuestos tóxicos, se protege a través de la barrera hematoencéfalica (BHE, formada por las 

células de endotelio). Una característica esencial de la BHE es la expresión de transportadores, 

receptores y enzimas que proveen nutrientes a las células, se encarga de desechar los productos 

del metabolismo y del intercambio de moléculas de señalización y iones entre la sangre y el 

cerebro, y asimismo impide la entrada a distintos solutos que puedan dañar al tejido cerebral 

(Redzic 2011). Los transportadores específicos regulan el paso de moléculas pequeñas, por 

ejemplo el transportador para glucosa (GLUT), EAAT2, CAT1 para aminoácidos y para diferentes 

moléculas como nucleósidos, aniones y cationes orgánicos (Figura 3) mientras que moléculas de 

alto peso molecular como proteínas y péptidos son transportados por endocitosis (Wong et al. 

2013). 
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Figura 3. Transporte de moléculas a través de la barrera hematoencefálica (modificada 
de Saunders et al. 2016). 

 

El sistema vascular es crucial para la función normal del cerebro debido a que se encarga 

de suministrar los nutrientes necesarios para las células. Se ha visto que daños en este sistema 

están asociados a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, enfermedades 

cerebrovasculares, epilepsia, infecciones en el cerebro (como VIH) o en las meninges, estrés 

mental, hipertensión e hiperglicemia (Wong et al. 2013). Además, una dieta alta en grasas y un 

estilo de vida sedentario son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades 

cerebrovasculares. Las combinaciones de estos factores provocan disminución y daño en la 

membrana de los vasos sanguíneos, provocan un inadecuado flujo sanguíneo (Santos et al. 

2017), oxigenación y además, provocan cambios en la expresión en las proteínas de las zonas 

ocluyentes, principalmente en las ocludinas de la BHE (Srivastava et al. 2013) permitiendo la 

acumulación de productos tóxicos, desbalance iónico que causa alteración en la sinapsis, y 

finalmente, la muerte neuronal (Santos et al. 2017; Wong et al. 2013). 

La diabetes es un factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades 

cerebrovasculares debido a un deterioro en la vascularización cerebral. Este deterioro puede ser 

generado por diferentes vías metabólicas. Por ejemplo, bajo esta condición glicémica se ha 

observado una disminución del glutatión y aumento en las especies reactivas del carbonilo 

principalmente del metilglioxal, un metabolito precursor de productos finales de glicación 

avanzada, que afectan a la ocludina provocando deterioro de la BHE (Li et al. 2015). No sólo por 

esa vía se ocasiona daño vascular, ya que la hiperglicemia crónica también provoca un 

incremento en las especies reactivas de oxígeno (ERO’s), en los productos finales de glicación 

avanzada, activación de vías de señalización pro-inflamatorias y daño en el DNA así como en las 

proteínas por la vía de la proteína cinasa-C (Prasad et al. 2015).  
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La hiperglicemia crónica es la causa principal de daño y muerte neuronal, conduciendo a 

la neurodegeneración en el SNC; se ha observado que en pacientes con retinopatía diabética 

hay una disminución en la regeneración de los axones, sugiriendo que la hiperglicemia es un 

factor de riesgo asociado a desórdenes del SNC. Además, en ratas resistentes a la insulina se 

encontró un aumento en el estrés oxidativo cerebral ocasionando disfunción mitocondrial y una 

disminución en la plasticidad sináptica como en la densidad dendrítica en la región CA1 del 

hipocampo (Sa-Nguanmoo et al. 2016). En modelos de ratas diabéticas se han encontrado 

cambios neurodegenerativos en la corteza prefrontal debido a una disminución en las enzimas 

antioxidantes (catalasa, superóxido dismutasa y glutatión) (Akinola et al. 2015). Los astrocitos 

tienen efectos perjudicales en condiciones diabéticas debido a que liberan moléculas 

proinflamatorias que pueden generar daño y muerte neuronal (Yang et al. 2017a).  

El sistema renina angiotensina (RAS) cerebral regula principalmente, a través de la 

Angiotensina II (Ang II) el flujo sanguíneo cerebral, además tiene implicaciones en la protección 

del cerebro, estrés, depresión, consolidación de la memoria y mantiene relación con la 

enfermedad de Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus, y su sobreactivación ocasiona daños a 

al lecho vascular cerebral (Wright y Harding 2013). La Ang II actúa a través de los receptores AT1 

y AT2 (Saavedra 2005), además se ha visto que los astrocitos expresan preferentemente AT1 

mientras que las neuronas AT2 (Sumners et al. 1991). Dentro del SNC hay expresión de dichos 

receptores en hipotálamo, cuerpo calloso, cerebelo, corteza, órgano subfornical y médula espinal, 

entre otros (Lenkei et al. 1997; Montiel-Herrera et al. 2006; Saavedra 2005). En enfermedades 

como la diabetes e hipertensión se ha observado que hay una sobreactivación del sistema renina 

angiotensina ocasionando estrés oxidativo y daño al tejido endotelial, provocando una 

desregularización de la microcirculación cerebral (Estato et al. 2013).  

En este sentido, los cerebros hiperglicémicos son propensos a desarrollar patologías 

vasculares y muestran signos de deterioro por procesos inflamatorios y estrés oxidativo que 

afectan a la unidad neurovascular. Además, de que es importante conocer cómo esta 

desregulación afecta a las diferentes zonas del cerebro. Por ello, es importante investigar la 

participación de los receptores a Ang II en el lóbulo frontal. 
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Sistema Nervioso Periférico 

 

El sistema nervioso periférico (SNP) está conformado por los nervios espinales, nervios 

periféricos y uniones neuromusculares. Además, hay 31 pares de nervios espinales y están 

agrupados en ocho cervicales, doce torácicos, cinco lumbares y un sacro-coccígeo (Fox 2014). 

El SNP se divide en somático, autónomo y entérico. El primero comprende las neuronas 

sensitivas que están en piel, músculos y articulaciones. El sistema nervioso autónomo se encarga 

de regular los procesos involuntarios como respiración y procesos metabólicos, entre otros. 

Asimismo, el sistema nervioso autónomo se subdivide en el sistema simpático, capaz de 

aumentar la tasa de actividad de los procesos involuntarios; y el sistema parasimpático que 

usualmente antagoniza al simpático, es decir disminuye la tasa de actividad de los mismos 

procesos (Fox 2014). 
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CÉLULAS: NEURONAS Y GLÍAS 

 

Dentro del SNC se encuentran dos grandes grupos de células: 1) las neuronas capaces 

de generar potenciales de acción debido a estímulos eléctricos o químicos, los cuales se 

propagan a través del axón para comunicarse con otras células; y 2) las células gliales que son 

las más abundantes del SNC, no son excitables (comúnmente) y existen diferentes tipos: 

microglia, oligodendrocitos, pericitos y los astrocitos, que forman la unidad neurovascular junto 

con la neurona y las células vasculares y endoteliales (Kandel et al. 2014). 

 

Neuronas: Excitabilidad y Metabolismo 

 

Las neuronas se componen de un soma celular, varias dendritas y un axón. Estas células 

son capaces de generar potenciales de acción debido a estímulos eléctricos o químicos, que se 

propagan a través del axón para comunicarse con otras células (Kandel et al. 2014). 

Adicionalmente, estas células tienen la capacidad de ajustar la excitabilidad de la membrana para 

generar potenciales de acción a una velocidad adecuada dentro de un rango óptimo. Las 

neuronas pueden reducir o aumentar la excitabilidad de la membrana a través de sus canales 

iónicos (Misonou 2010). 

Las neuronas poseen una variedad de canales de potasio que regulan la excitabilidad de 

la membrana debido a su capacidad de estabilizar el potencial de membrana. Entre los principales 

canales se encuentran los canales de K+ de rectificación entrante (Kir), los canales de K+ 

sensibles a Ca2+ intracelular y los canales de K+ de rectificación tardía, todos ellos voltaje-

dependientes (Misonou 2010). Aunque, existen múltiples canales iónicos y distintos canales de 

potasio que mantienen la homeostasis de la excitabilidad de la membrana a través de diferentes 

vías de señalización (Misonou 2010). 

La comunicación neuronal es esencial para la propagación de la información en el cerebro 

y la transmisión sináptica es el mecanismo mediante el cual las neuronas se comunican entre sí 

(Huang y Thathiah 2015). La homeostasis del gradiente electroquímico se debe realizar después 

de un proceso de neurotransmisión o potencial de acción, así como la captación de 

neurotransmisores, sin embargo, realizar estas acciones contribuye a las altas necesidades 

energéticas del cerebro (Belanger et al. 2011; Felipe et al. 2012). La unidad neurovascular permite 

acoplar la demanda y suministro de energía controlando el flujo sanguíneo cerebral en áreas 

donde la actividad cerebral es elevada, y de esta manera, permite el funcionamiento fisiológico 
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adecuado del cerebro (Belanger et al. 2011). El acoplamiento neurovascular mejora el 

neurometabolismo permitiendo que las células obtengan glucosa de la circulación sanguínea. Los 

astrocitos poseen GLUT1 para la captación de glucosa que posteriormente, metabolizan a lactato 

y lo liberan al espacio extracelular para la captación neuronal, mientras que las neuronas poseen 

GLUT3, que tiene una tasa de transporte más alta que GLUT1, permitiendo que la neurona capte 

más fácilmente glucosa. La capacidad que tienen ambos transportadores GLUT1 y 3 excede la 

demanda de glucosa, permitiendo que las neuronas tengan suministro suficiente en diferentes 

estados de actividad (Mergenthaler 2013). 

Las neuronas tienen una comunicación activa con la vascularización cerebral, un daño 

permanente afecta a las funciones cerebrales. Además, son sensibles a los cambios en la 

circulación sanguínea (Ergul et al. 2015), así que una falla en la comunicación celular conllevará 

a pérdidas en la producción de energía que afecta a la neurotransmisión y, por lo tanto, a la 

sobrevivencia neuronal (Felipe et al. 2012).  

La desregulación en el funcionamiento neurovascular puede ser debido al incremento de 

daño oxidativo, procesos inflamatorios que se generan en enfermedades como síndrome 

metabólico, Alzheimer, diabetes (Ergul et al. 2015; Felipe et al. 2012). Hay evidencia que 

demuestra que la diabetes altera la homeostasis de calcio intracelular que conduce a daño celular, 

debido a que hay afectación en la mitocondria, la liberación de neurotransmisores, y el balance 

energético (Gaspar et al. 2016). 

La acción de la insulina en el cerebro modula la sobrevivencia neuronal, mejora la función 

sináptica y forma nuevos circuitos neuronales, además regula el neurotransmisor dopamina. En 

desórdenes metabólicos como la resistencia a la insulina causa degeneración en las neuronas 

dopaminérgicas incrementando la fisiopatología de la enfermedad de Parkinson y en el lóbulo 

frontal hay disminución en la señalización dopaminérgica (Song y Kim 2016). Además, en ratas 

obesas se ha encontrado un decremento del receptor D2 para dopamina. El daño ocasionado a 

las neuronas dopaminérgicas es debido a procesos inflamatorios y estrés oxidativo que causa 

daño intracelular en las neuronas. Estudios recientes han encontrado que cuando el sistema RAS 

está hipereactivado incrementa los procesos neuroinflamatarios y provoca degeneración en 

neuronas dopaminérgicas (Song y Kim 2016). 

La hiperglicemia crónica en el cerebro genera especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

que comprometen la función mitocondrial ocasionando daño sináptico. Los ERO’s provocan 

peroxidación de lípidos que daña a la membrana celular y la función celular (Yi et al. 2011). En 

pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se ha observado que la proteína mitocondrial Drp1 

es nitrosilada y esto provoca disminución en la producción de energía, llevando a pérdidas y 
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alteraciones sinápticas (Akhtar et al. 2016). En esta condición, hay aumento de la proteína β-

amiloide y se ha observado un sinergismo con altos niveles de glucosa para inducir especies 

reactivas de nitrógeno dependientes del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), induciendo 

incremento en la concentración del calcio intracelular, y finalmente, apoptosis de neuronas que 

llevan a neurodegeneración (Akhtar et al. 2016).   

Estudios realizados en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) han encontrado los 

niveles aumentados de glucosa y glutamato en regiones prefrontales del cerebro, provocando 

daño neuronal a través del neurotransmisor glutamato. Asimismo, cambios en los metabolitos 

cerebrales como mio-inositol y n-acetil-aspartato provocan aumento de glutamato en la materia 

blanca, lóbulo frontal y  tálamo (Kawamura et al. 2012). 

En el hipocampo de animales diabéticos la expresión de mediadores pro inflamatorios 

como el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina-1β, IL-2 e IL5 están incrementados y 

reducida la expresión de BNDF, deteriorando la memoria por procesos inflamatorios. Diferentes 

estudios han reportado que la hiperglicemia crónica causa muerte neuronal en las áreas CA1 y 

CA2 del hipocampo, así como alteraciones en la neurogénesis en las dendritas neuronales 

(Gaspar et al. 2016). 

En condiciones de hiperglicemia crónica, las vesículas sinápticas sufren cambios en el 

contenido de proteínas, así como un incremento en la expresión de la proteína PSD-95, 

involucrada en el control de receptores AMPA, en terminales postsinápticas. Esto indica que la 

diabetes está afectando la liberación de neurotransmisores que conlleva a las deficiencias 

cognoscitivas observadas en animales diabéticos; la dopamina se incrementa en diferentes áreas 

del cerebro, también se observa una disminución en los niveles basales de serotonina, dopamina, 

GABA y glutamato en el hipocampo. Sin embargo, los receptores GABA se ven regulados por la 

hiperglicemia crónica, creando un desbalance entre los neurotransmisores excitadores e 

inhibidores que desencadenan neurodegeneración y cambios en los procesos cognoscitivos 

(Gaspar et al. 2016).  

 

Neuroglía: Astrocitos y Funciones Homeostáticas 

 

Los astrocitos realizan funciones homeostáticas dentro del SNC, entre ellas está la 

regulación de neurotransmisores en las sinápsis químicas; además, a través de su amplio 

repertorio de canales de potasio mantienen una concentración 2-3 mM K+ extracelular. Los 

astrocitos también participan en la regulación del flujo sanguíneo cerebral coordinándolo con la 
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actividad neuronal y apoyan a las funciones metabólicas de las neuronas (Kettenmann y Ransom 

2013). 

La regulación de la neurotransmisión por los astrocitos está basada, en gran parte por 

calcio intracelular y la activación receptores metabotrópicos y ionotrópicos. El glutamato liberado 

de la neurotransmisión es co-transportado con Na1+ hacia los astrocitos por el transportador GLT-

1, la bomba de Na1+/K1+ recupera el gradiente de sodio a través del consumo de ATP. Para 

recuperar las pérdidas de este proceso, se incrementa la glucólisis para la producción de lactato, 

y éste es transportado junto a la glutamina hacia la neurona (Figura 4) (Escartin y Rouach 2013). 

Los astrocitos toman glucosa de la circulación cerebral a través de los transportadores de 

glucosa localizados en sus podocitos que mantienen contacto con los capilares sanguíneos. La 

glucosa es metabolizada a lactato y lo transportan hacia la neurona por receptores específicos o 

almacenada limitadamente en glucógeno. La liberación de K1+ durante la neurotransmisión es un 

inductor de la exportación de lactato. El suministro de glucosa es modulado a través del flujo 

sanguíneo por vasodilatación o vasoconstricción. Este proceso es importante debido a que en el 

SNC la reserva de energía es escasa, y la actividad neuronal debe estar coordinada con el 

suministro de glucosa a través de la sangre (Escartin y Rouach 2013). 

Los astrocitos expresan una variedad de receptores, enzimas para metabolizar, 

almacenar y transferir substratos metabólicos en respuesta a la actividad neuronal.  Además, 

expresan un alto nivel de conexinas, uniones comunicantes que son poco selectivas y permiten 

el intercambio citoplasmático de moléculas pequeñas (hasta 1.5 kDa), iones (K1+, Ca2+, Na1+), 

segundos mensajeros como monofosfato de adenosina cíclico (cAMP), 1,4,5-trisfosfato de 

inositol (IP3), neurotransmisores (glutamato) y metabolitos energéticos (glucosa, lactato) 

(Escartin y Rouach 2013). 

Los astrocitos mantienen una comunicación entre la actividad neuronal y las redes 

vasculares, estos tres tipos celulares conforman la unidad neurovascular. Por ejemplo, el 

glutamato liberado durante la neurotransmisión activa receptores metabotrópicos en los 

astrocitos, induciendo un aumento de Ca2+ intracelular que lleva a la activación de fosfolipasa A2, 

y por consecuente, la movilización de ácido araquidónico. El ácido araquidónico puede ser 

metabolizado por ciclooxigenasas (COX) y generar prostaglandina E2, que provoca vasodilatación 

en el músculo liso vascular o por el citocromo P450 generando ácidos epoxieicosatrienoicos 

(EETs) que tienen efectos vasodilatadores, o bien ácidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) que 

causan vasocontriscción (Figura 5) (Howarth 2014; Koehler et al. 2009). 
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Figura 4. Regulación metabólica y de neurotransmisores por astrocitos, modificada de 
(Figley y Stroman 2011). 

 

Sin embargo, existen otros mecanismos que acoplan la actividad neurovascular para 

regular el FSC. La activación de receptores metabotrópicos por la captación de glutamato 

incrementa Ca2+ y esto activa canales de K1+ sensibles a Ca2+ (KCa) en los podocitos. La liberación 

de K1+ activa a los canales Kir expresados en las células del músculo liso vascular, provocando 

vasodilatación (Koehler et al. 2009). 

Los receptores para Ang II se han reportado tanto en neuronas y en glías. La activación 

de los receptores de Ang II desencadena movilización de calcio intracelular, y aumenta la 

liberación de prostaglandina y prostaciclina en astrocitos (Jaiswal et al. 1991). Además, en 

astrocitos del tronco encefálico y del cerebro se encontró la presencia del receptor AT1 en ratas 

normotensivas (Morimoto et al. 2002). Estudios de biología molecular demostraron que en 

astrocitos de ratas adultas la producción de Ang II estimula los receptores AT1 para elevar la 

presión sanguínea (Haspula y Clark 2016). Sin embargo, la Ang II también participa en la 

patogénesis de diversas enfermedades y diferentes estudios han reportado que participa en la 

disfunción de la unidad neurovascular por procesos inflamatorios (Mogi et al. 2012). 
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Figura 5. Control del flujo sanguíneo cerebral a través de la unidad neurovascular 
(modificada de Koehler et al. 2009). 
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NEUROTRANSMISIÓN Y RECEPTORES DE MEMBRANA 

 

La transmisión sináptica pueden ser eléctrica o química, sin embargo, dentro del cerebro 

la mayoría es química (Fox 2014; Kandel et al. 2014). En las sinápsis químicas, cuando el 

potencial de acción alcanza la terminación de la neurona presináptica, se libera un 

neurotransmisor mediante exocitosis que se une a receptores específicos a dicho 

neurotransmisor (ionotrópicos y metabotrópicos) en la neurona postsináptica. La señal 

postsináptica de excitación o inhibición depende del tipo del receptor con el cual se une el 

neurotransmisor (Kandel et al. 2014). 

 

Mecanismos de Señalización Ionotrópicos y Metabotrópicos 

 

Los receptores ionotrópicos pueden reconocer diferentes clases de neurotransmisores 

como GABA, glicina, serotonina, glutamato y ATP que tienen la capacidad de despolarizar o 

hiperpolarizar la membrana por la entrada de iones como Na1+ y Cl1- (Dorostkar y Boehm 2008; 

Purves et al. 2001). El incremento de iones en el citoplasma tiene como consecuencia la 

activación de genes de transcripción, cambios en el citoesqueleto, degradación, transporte y 

síntesis de proteínas (Li et al. 2014). 

Los receptores metabotrópicos están acoplados a proteínas G y entre los subtipos que 

tiene esta familia, se encuentra Go que es la más abundante en el SNC e inducen diferentes vías 

de señalización que involucran segundos mensajeros como Ca2+, cAMP, cGMP , IP3, 

diacilglicerol (DAG) resultando en la activación de genes, fosfolipasas, adenilato ciclasa, 

fosforilación de proteínas, activación de factores de transcripción, modulación de la actividad 

sináptica, y cierre o apertura de canales iónicos (Evans et al. 2001; Jiang y Bajpayee 2009; 

Michael-Titus et al. 2010; Tuteja 2009). Estos receptores participan en la modulación de varias 

funciones celulares como la percepción sensorial, quimiotaxis, neurotransmisión, comunicación 

celular, y a través de su unión a proteínas G pueden interactuar con diferentes moléculas como 

Ang II, serotonina, dopamina, GABA, opioides, glutamato, nucleótidos, péptidos, fotones, Ca2+, 

entre otros (Singh y Karnik 2016; Tuteja 2009). 

En las células piramidales del hipocampo, la proteína Go media la señalización de los 

receptores de serotonina y GABA en la activación de los canales de potasio y cloruro (Jiang y 

Bajpayee 2009). La sobreexpresión de la proteína Goα en neuronas resulta en la activación de 

Rap1 que aumenta la expresión de Src y Stat3 para promover el crecimiento neuronal y a través 

de quinasas Rho y PI4 controlan la reorganización de actina. Además, participa en el desarrollo 
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neuronal debido a que la proteína GAP-43, con alta expresión en el desarrollo y regeneración 

axonal, mejora la unión del GTP a la proteína Go (Jiang y Bajpayee 2009). 

En las células gliales, hay mayor expresión de receptores metabotrópicos que 

desencadenan señales de Ca2+ en el citosol, pero con experimentos in situ se ha demostrado la 

expresión de receptores ionotrópicos para glutamato, ATP, GABA y glicina que pueden ser 

activados por la liberación de neurotransmisores o gliotransmisores (Lalo et al. 2011).  

En cultivos celulares del hipocampo y del cerebelo se ha encontrado que la liberación de 

glutamato debido a la actividad sináptica propaga ondas de Ca2+ en astrocitos. En experimentos 

similares, pero realizados en rebanadas del hipocampo se encontró que acetilcolina también 

desencadena señalización de Ca2+ por receptores metabotrópicos. Sin embargo, dicha 

señalización en neuronas y astrocitos se propaga a diferentes tiempos. Por ejemplo, las sinapsis 

eléctricas o químicas son más eficaces en la amplitud de su señalización mientras que las ondas 

de Ca2+ son lentas (Lalo et al. 2011).  

Los astrocitos mantienen contacto directo en los sitios de liberación de neurotransmisores 

en las terminaciones neuronales, y presentan los mismos gradientes de transmisores que la 

membrana postsináptica, esto tiene como resultado que los receptores ionotrópicos y/o 

metabotrópicos sean activados por la transmisión sináptica. Esto indica que neuronas y glía están 

en constante comunicación a través de estos receptores, lo que sugiere que un déficit en los 

mismos conlleva a una pérdida de comunicación celular (Lalo et al. 2011). 

 

Angiotensina II: Receptores AT1 y AT2 

 

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) regula en el ser humano el balance 

de agua, la sed y la presión sanguínea, entre otras respuestas conductuales (Wright y Harding 

2013). La Ang II es un octapéptido que activa sistémicamente receptores de membrana celular 

denominados AT1 y AT2. Estos receptores están acoplados a proteínas G y, por ejemplo, la 

activación del receptor AT1 conduce a respuestas de vasoconstricción y a la homeostasis de 

electrolitos (Bloch et al. 2015; McKinley et al. 2003; Wright y Harding 2013). 

La Ang II se forma a partir del angiotensinógeno generado en el hígado por vía enzimática 

(Figura 6). A nivel periférico, la hormona renina circulante se genera por las células granuales del 

aparato yuxtaglomerular renal ante una caída de la presión arterial. La renina hidroliza al 

angiotensinógeno circulante para formar el decapéptido angiotensina I que sirve como sustrato 

para la enzima convertidora de angiotensina (ECA) la cual hidroliza el carboxilo terminal de 

histidina-leucina para formar la Ang II (Wright y Harding 2013). A partir de aquí se pueden seguir 
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diferentes vías enzimáticas para convertir la Ang II en otros péptidos como angiotensina III, 

angiotensina (1-7), angiotensina IV a través de aminopeptidasas A o N, carboxipeptidasas P y 

endopeptidasas neutrales (Figura 7) (Wright y Harding 2013) que su función/actividad aun so 

poco estudidas. 

Dentro del SNC, las enzimas para la formación de Ang II se encuentran en diferentes 

células y zonas del cerebro. Por ejemplo, la renina es sintetizada por neuronas y se ha encontrado 

en grandes concentraciones en las terminaciones nerviosas. Por otro lado, la ECA mantiene 

concentraciones altas en el hipotálamo y órganos circunventriculares mientras que el ARNm del 

angiotensinógeno se ha encontrado en astrocitos y la Ang II se ha encontrado dentro de vesículas 

sinápticas (Wright y Harding 2013). 

En este sentido, el sistema renina angiotensina en el cerebro se ha demostrado en años 

recientes y se ha implicado en la regulación del flujo sanguíneo cerebral y asimismo, a la Ang II 

se le han atribuido funciones de protección cerebral, participación en mecanismos cerebrales de 

estrés, depresión, consolidación de la memoria y en enfermedades como el Alzheimer, Parkinson 

y diabetes (Wright y Harding 2013). 

 

 

Figura 6. Vía clásica de formación de Ang II (modificada de Guimond y Gallo-Payet 2012). 
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Figura 7. Vías enzimáticas para la conversión de angiotensinogeno en Ang II y otros péptidos 
(modificada de Wright y Harding 2013). 

 

Los receptores para Ang II que se encuentran en los órganos circunventriculares 

responden a la Ang II periférica, mientras que los receptores dentro de la BHE responden a la 

que se sintetiza en el cerebro (Saavedra 2005), debido a que la Ang II sistémica no puede 

atravesar la BHE, aunque aún no es claro si en los órganos circumventericlares podría atravesar 

Ang II o sus derivados. Entre las regiones cerebrales que poseen receptores de Ang II están el 

rombencéfalo, la sustancia negra, el hipocampo, el bulbo olfatorio y el cuerpo calloso, entre otros 

(McKinley et al. 2003).  

El receptor AT1 señaliza a través de cascadas intracelulares provocados por la activación 

de proteínas G, elevación de Ca2+ y activación de la proteína cinasa C. También se realizan 

reacciones de fosforilación que incrementan la expresión de factores de transcripción como c-Fos 

y c-Jun, involucrados en la proliferación celular. Por otro lado, la señalización del receptor AT2 

involucra la inhibición de la vía MAPK, fosforilación y alteración en los niveles intracelulares de 

cGMP y en la regulación de eventos pro/anti apoptóticos, entre otros (Culman et al. 2002). 

Dentro de la circulación cerebral, la Ang II estimula la producción de ERO’s afectando el 

tono vascular, generando inflamación y cambios en la estructura vascular, modificando el flujo 

sanguíneo cerebral asociado al desarrollo de hipertensión (Bloch et al. 2015; De Silva y Faraci 
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2012). Por ejemplo, el estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de diferentes 

enfermedades que afectan al cerebro y a su circulación sanguínea, ya que puede dañar proteínas, 

ADN, lípidos, y altera la señalización del óxido nítrico, disminuyendo su biodisponibilidad y 

generando especies reactivas de nitrógeno como el peroxinitrito (ONOO-) (De Silva y Faraci 

2012). Aunque la formación de este radical ocurre principalmente dentro de las células 

endoteliales, se difunde a las células gliales adyacentes de las unidades neurovasculares, 

induciendo daño celular, inhibiendo la síntesis del vasodilatador PGI2 y de la actividad de canales 

de potasio (De Silva y Faraci 2012). Además, el aumento de radicales libres debido a la 

producción de Ang II inhibe las corrientes rectificantes de potasio, esto quiere decir que afecta a 

la actividad neuronal y la unidad neurovascular (Garrido y Griendling 2009).  

En ratas diabéticas se observó un incremento de Ang II, en el cerebro y cerebelo, junto 

con un aumento en los ERO’s y en la expresión de diferentes moléculas pro inflamatorias como 

ICAM-1, LFA-1, CD8, sugiriendo que el octapéptido participa en el reclutamiento de células del 

sistema inmune como linfocitos y macrófagos (Tota et al. 2012; Vargas et al. 2012). Además, la 

administración de LPS en la corteza prefrontal, amígdala y el hipocampo aumentó la expresión 

del ARN mensajero del receptor AT1, sugiriendo que participa en la activación de la respuesta 

inflamatoria (Saavedra 2012). Por otro lado, antagonistas del receptor AT1, como candesartan, 

redujeron los efectos anti-inflamatorios en la microvasculatura cerebral y neuronas del cerebelo 

de ratas hipertensas a través de la disminución en la expresión de diferentes vías como la 

normalización del óxido nítrico sintasa, TNF-a, IL-1β, IL-6, ICAM-1, COX-2, inducción de c-fos y 

NF-κB, disminuyendo la infiltración de macrófagos al cerebro y la activación de la microglia 

(Chrysant 2007; Saavedra 2012). Estos datos sugieren que la unidad neurovascular se ve 

afectada por el aumento de Ang II en condiciones patológicas (Saavedra 2012). 

Diversos estudios han demostrado que existe una relación entre la sobreactivación de 

RAS con el desarrollo de diferentes enfermedades como diabetes, síndrome metabólico, 

desórdenes neurodegenerativos como enfermedad de Alzheimer, Parkinson, enfermedades 

cerebrovasculares, hipertensión, isquemia cerebral, estrés, ansiedad, entre otros (Saavedra 

2012). Por ejemplo, la inducción de diabetes por estreptozotocina está asociado con un 

incremento en la expresión del ARN mensajero y actividad de la ECA, sugiriendo que su 

incremento puede ser debido a la hiperglicemia. Apoyando este dato, en retinas de sujetos 

diabéticos se encontró mayores niveles de Ang II y aumento en la expresión de los receptores 

AT1 y AT2 (Senanayake et al. 2007; Tota et al. 2012). Esta activación de RAS contribuye a la 

pérdida de neuronas debido a que Ang II genera apoptosis por vía de las caspasas 3 y 9 y 
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disminuye la expresión de las proteínas anti apoptóticas Bcl-2 y C-IAP-1 en el hipocampo (Chen 

et al. 2015).  

La administración de antagonistas del receptor AT1 o inhibidores de ECA, previene el 

aumento de peso en modelos de obesidad en roedores. Además, incrementa la absorción de 

glucosa y en pacientes se ha visto que disminuyen el riesgo de desarrollar diabetes (de Kloet et 

al. 2010; Saavedra 2012). Además, utilizando perindopril (inhibidor de ECA) se redujo el daño 

neuronal en el hipocampo y corteza cerebral, se mejora el flujo sanguíneo cerebral, y la función 

colinérgica (Tota et al. 2012). De igual forma, se han propuesto diferentes mecanismos por los 

cuales la Ang II reduce la sensibilidad a la insulina y estos incluyen disminución de adiponectina, 

adipogénesis, inhibición de la translocación del GLUT4, aumento de procesos inflamatorios (de 

Kloet et al. 2010). Por lo tanto, hay una relación entre las vías de señalización de la insulina y 

Ang II, sugiriendo que bloquear este sistema podría mejorar la sensibilidad a la insulina (de Kloet 

et al. 2010; Saavedra 2012).  

Estos datos demuestran que el RAS está envuelto en el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativos y en la etiología de enfermedades metabólicas (Tota et al. 2012). En este 

sentido, es importante conocer los efectos de este sistema en condiciones patológicas en 

regiones del cerebro donde no se ha estudiado como el lóbulo frontal. 

 

Receptor AT1 

 

Dentro del SNC, los astrocitos poseen una mayor densidad de receptores AT1. En 

roedores existen tres isoformas de este receptor AT1A, AT1B y AT1C. En el cerebro de rata, la 

mayoría pertenecen al subtipo AT1A, y no se encuentren diferencias en las afinidades que 

muestran este receptor y el subtipo AT1B por la Ang II (McKinley et al. 2003; Saavedra 2005). 

Además, muestran 95% de homología entre ellos, y la secuencia del ADN del receptor AT1 

muestra que está compuesto por 359 aminoácidos en ratas, ratones y humanos, además 

presenta 95% de homología entre ratas y humanos, indicando que es un receptor conservado 

entre las especies. Mientras que el receptor AT1C muestra homología del 90% y 82% con los 

subtipos AT1A y AT1B, respectivamente (Balakumar y Jagadeesh 2014; Berry et al. 2001). 

La señalización del receptor AT1 se realiza a través de las proteínas Gq, Gi, G11/13. Las 

funciones fisiológicas sistémicas inducidas por la activación del receptor AT1 son contracción 

cardiovascular, síntesis de proteínas, reorganización del citoesqueleto, migración celular, 

cambios en la morfología celular, efectos trópicos por activación de tirosinas y expresión genética, 

y también participa en eventos fisiopatológicos como inflamación, hipertrofia, fibrosis, disfunción 
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endotelial, estrés oxidativo, depósito de matriz extracelular, resistencia a la insulina, angiogénesis 

y activa factores de transcripción como ERK1/2, MAPK, PyK2, la familia de cinasas c-Src, NFκB, 

JAK/STAT, entre otros (Balakumar y Jagadeesh 2014; Berry et al. 2001; Singh y Karnik 2016). 

La regulación de este receptor puede variar dependiendo del estado fisiológico del animal como 

deshidratación, hipertensión, estrés pueden influenciar la expresión del receptor AT1 (McKinley 

et al. 2003). 

 

Receptor AT2 

 

El receptor AT2 tiene mayor expresión en períodos fetales y va disminuyendo con el 

tiempo, aunque su expresión se mantiene alta en el bulbo raquídeo, tálamo, colículos superiores, 

así como en el núcleo subtalámico y en el cerebelo (Gendron et al. 2003).  Además, también está 

expresado junto con el receptor AT1 en áreas involucradas en funciones cardiovasculares y 

aprendizaje. Se ha demostrado que también está expresado en la vasculatura cerebral, donde 

actúa regulando el flujo sanguíneo cerebral (Guimond y Gallo-Payet 2012b).  

El receptor AT2 se encuentra localizado en neuronas y en astrocitos. Las funciones de 

este receptor son contrarias a las realizadas por el receptor AT1, esto quiere decir que promueve 

la vasodilatación, incrementa la expresión de citocinas antiinflamatorias, tanto en el cerebro como 

en el sistema cardiovascular (Gallo-Payet et al. 2011), además el receptor AT2 está asociado a 

las isoformas de la proteína Gai, principalmente a Gai2 y Gai3. Entre las respuestas inducidas por 

la activación de estas proteínas G está la expresión de la fosfatasa MAP cinasa fosfatasa 1 (MKP-

1), activación de canales de potasio y producción de cGMP durante la diferenciación neuronal 

(Gendron et al. 2003). 

En estudios en líneas celulares, la activación del receptor AT2 está relacionada con la 

proliferación celular, apoptosis, diferenciación celular, elongación de axones, migración neuronal 

y mantiene las conexiones sinápticas. Por ejemplo, en la línea celular NG108-15 se observó que 

un tratamiento con Ang II incrementó el número y longitud de dendritas, y axones (Gendron et al. 

2003).   

En cultivos celulares cerebrales la Ang II a través del receptor AT2 incrementa la expresión 

de tubulina-βIII, proteína tau y MAP, indicando que la activación del receptor está asociada con 

rearreglos en el citoesqueleto. Además, activando el receptor con el agonista CGP42112 en 

cultivos celulares provocó que las neuronas migraran hacia las células gliales. Este efecto 

también se logró observar en procesos de regeneración en la retina (Gendron et al. 2003). Las 

funciones de sobrevivencia, migración y elongación son controladas por diferentes vías de 
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señalización activados por factores neurotrópicos, hormonas y por Ang II a través del receptor 

AT2 (Gendron et al. 2003). 

La expresión del AT2 se incrementa después de daño celular en infarto al miocardio o en 

lesiones del SN. En cultivos celulares de explantes de retina de rata posnatal se utilizó el agonista 

CGP42112 produciendo regeneración axonal e fibras nerviosos en el sitio de lesión (Gendron et 

al. 2003; Lucius et al. 1998). Asimismo, la actividad del receptor AT2 incrementa la plasticidad 

sináptica modulando la actividad de canales iónicos, influye en la organización de microtúbulos, 

provoca vasodilatación debido al incremento en la producción de óxido nítrico-cGMP, y disminuye 

la producción de superóxidos por parte de la NAPDH oxidasa, activa fosfatasas e incrementa la 

síntesis de ETT’s disminuyendo TNF-α, NF-κB, IL-6, teniendo como consecuencia la disminución 

de procesos inflamatorios (Gallo-Payet et al. 2011; Saavedra 2005).  

En desórdenes neurológicos como la enfermedad de Parkinson y Alzheimer la expresión 

del receptor AT2 se ve disminuida. En este sentido se puede hipotetizar que carencia de la 

actividad del receptor AT2, aumenta los efectos patológicos de estas enfermedades (Gallo-Payet 

et al. 2011; Gendron et al. 2003).  

En experimentos realizados en ratas en las cuales se ha borrado el gen AGTR2 se 

encontró que éstas empeoraban su fisiología cadiovascular y después de un proceso isquémico 

presentaban mayor daño cerebral (Guimond y Gallo-Payet 2012b). Por otro lado, mutaciones en 

este gen generan una disminución en la inteligencia. Por ejemplo, en estudios clínicos se ha 

relacionado con manifestaciones de autismo. Además, disminuye el comportamiento exploratorio 

y la memoria espacial en animales de laboratorio. Estos datos sugieren que el receptor AT2 es 

fundamental para las funciones cognitivas y para el flujo sanguíneo cerebral (Guimond y Gallo-

Payet 2012b). 

 

Ciclooxigenasas 1 y 2: Prostanoides 

 

El ácido araqudónico (AA) es producto de la actividad de la fosfolipasa C y A2 en los 

fosfolípidos de las membranas celulares. El AA es metabolizado por diferentes enzimas como 

ciclooxigenasas, lipooxigenasas y familias de citocromo P-450 (Minghetti 2004) que sintetizan 

prostanoides, como las prostaglandinas (PGs), prostaciclinas y tromboxanos (TXs). Estas 

moléculas en el SNC participan en el metabolismo celular y se relacionan con funciones de 

diferenciación, protección y reparación de células del SNC (Bazan 2005; Tilley et al. 2001). 

La síntesis de prostanoides se da principalmente por la vía de las ciclooxigenasas, la COX-

1 que tiene expresión constitutiva en la mayoría de las células y está localizado en el cromosoma 
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9, y la COX-2 es una enzima inducible por citocinas, factores de crecimiento, endotoxinas, 

hormonas y su gen se encuentra en el cromosoma 1. Sin embargo, en algunas regiones del 

cerebro como la corteza y el hipocampo tiene una expresión constitutiva en neuronas, 

principalmente en las dendritas y región perinuclear, donde incluso puede elevar su expresión 

debido a la actividad sináptica de los receptores NMDA (Bazan 2005; Minghetti 2004; Sang y 

Chen 2006). Ambas enzimas ancladas en la membrana celular presentan una estructura y 

actividad catalítica similar, tienen el mismo peso molecular y comparten el 61% de su secuencia 

de aminoácidos. Existe una tercera isoforma COX-3, aunque es una variante de COX-1 (Bazan 

2005). 

Para la producción de prostanoides, el primer paso de esta vía de síntesis se cataliza la 

unión de oxígeno dentro del AA para formar PGG2, un intermediario endoperóxido inestable, y 

posteriormente por la actividad peroxidasa de las ciclooxigenasas se convierte en PGH2. Éste, 

por diferentes enzimas sintasas es metabolizado para generar los diversos prostanoides: PGE2, 

PDG2, PGF2a, prostaciclina PGI2 y tromboxano (Figura 8) (Palumbo y Bosetti 2013; Ricciotti y 

FitzGerald 2011; Sang y Chen 2006). A pesar de que ambas enzimas son capaces de generar 

todas las prostaglandinas, se ha observado que COX-1 suele estar acoplado a las enzimas 

tromboxano sintasa, prostaglandina F sintasa, prostaglandina citosólica E sintasa, mientras que 

COX-2 lo está con prostaglandina I sintasa y la isoenzima microsomal PGE2 (Ricciotti y 

FitzGerald 2011).  

De los diferentes prostanoides sintetizados a partir de las ciclooxigenasas, en el SNC la 

PGE2 incrementa la excitabilidad de la membrana, inhibe la liberación de glicina a través de los 

receptores EP2 en la membrana postsináptica, modula la neurotransmisión adrenérgica, 

noradrenérgica, glutaminérgica, reorganiza la actina del citoesqueleto y participa en la formación 

de dendritas, entre otros (Chen y Bazan 2005; Minghetti 2004). Además, las PGs están 

involucradas en acoplar la plasticidad sináptica con el flujo sanguíneo cerebral y los estudios 

demuestran que pueden actuar de manera paracrina en la membrana sináptica y en la membrana 

de astrocitos, o autocrina en los receptores postsinápticos (Chen y Bazan 2005; Minghetti 2004). 
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Figura 8. Vía de biosíntesis de prostaglandinas (Valdes et al. 2009). 

 

En roedores, las PGs tienen un papel importante en la unidad neurovascular debido a sus 

efectos vasodilatadores. En la corteza cerebral, PGE2 y PGI2 son las principales prostaglandinas 

encargadas de relajar las células del músculo liso vascular y a los pericitos a través de la 

activación de los receptores EP2, EP4 e IP. Cada tipo celular de la unidad neurovascular tiene su 

propia maquinaria de enzimas para producir PGs, aunque estudios in vivo y ex vivo encontraron 

que COX-2 junto con los receptores EP2 y EP4 son esenciales para la respuesta de la unidad 

neurovascular en la corteza cerebral (Lacroix et al. 2015).  

La neuroinflamación es una respuesta inmune a varios estímulos exógenos o endógenos 

en el SNC y cuando se vuelve crónica puede llevar a disfunción en los circuitos neuronales (Yang 

y Chen 2008). Los estudios indican que las enzimas COXs pueden contribuir al proceso 

inflamatorio, aunque el tipo de estímulo o los niveles de cada isoforma en un tejido en específico 

puede determinar que enzima participa más (Ricciotti y FitzGerald 2011). Además, una clave en 

la inflamación es el rol de los mecanismos de la ciclooxigenasas en estos procesos y es 

importante entender los mecanismos fisiológicos y patológicos de esta enzima en las funciones 

del cerebro (Yang y Chen 2008). 
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En procesos neuroinflamatarios, se libera aún más AA debido a citocinas o señalización 

glutaminérgica que aumentan la expresión de COX-2, lo que provoca sobreexpresión de síntesis 

de prostanoides. Además, diversos estímulos como daño a la membrana, estrés celular, 

desencadenan la expresión del gen de COX-2 (Rapoport 2008). Sin embargo, una liberación 

excesiva de glutamato provoca daño a las neuronas, esto quiere decir que en un proceso de 

inflamación crónica puede generar neurodegeneración debido a la toxicidad por glutamato (Yang 

y Chen 2008). 

Experimentos realizados con inhibidores de COX-2 demostraron que hay afectación en la 

adquisición, consolidación y en la retención espacial de la memoria, sugiriendo que esta enzima 

tiene un papel importante en la plasticidad sináptica y cognición, esto es debido a que encuentra 

colocalizada con la proteína PSD-95, marcador postsináptico y de menor forma, con sinaptofisina, 

un marcador presináptico (Chen y Bazan 2005). 

En un estado hiperglicémico y en procesos inflamatorios, los niveles de Ang II aumentan 

y tiene la capacidad para estimular la fosfolipasa A2 a través del receptor AT1, aumentando la 

síntesis de prostaglandinas, además en células del músculo liso se observó que incrementa los 

niveles del ARN mensajero de COX-2 (Green et al. 2012; Hu et al. 2002). Existen estudios que 

demuestran que existe una asociación entre el RAS y la expresión de COX-2, por ejemplo, la 

sobrexpresión del receptor pro-renina aumenta la expresión de COX-2 (Green et al. 2012). Las 

ERO’s generadas en un estado hiperglicémico crónico incrementan la expresión de COX-2 en 

células endoteliales, afectando el proceso de dilatación y mejorando la contracción (Green et al. 

2012; Hu et al. 2002; Retailleau et al. 2010). Los derivados prostanoides junto con los niveles 

altos de Ang II, contribuyen a lesiones en la vasculatura. Además, inhibiendo COX-2 con 

celecoxib se disminuyeron los marcadores de estrés oxidativo generados por la estimulación de 

Ang II (Pialoux et al. 2017). Estos datos indican que existe una relación entre COX-2 y Ang II 

debido a que incrementa la síntesis de prostanoides, generando procesos inflamatorios y 

aumento de ERO’s, afectando a la circulación por daño a las células endoteliales, provocando 

deterioro en la unidad neurovascular.  
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MECANISMOS FISIOLÓGICOS PARA EL CONTROL GLICÉMICO 

 

La homeostasis energética hace referencia a los diferentes procesos fisiológicos que 

gestionan la ingesta, almacenamiento y uso de energía para mantener niveles estables dentro 

del organismo. La molécula más utilizada es la glucosa, y existen diferentes elementos 

hormonales como neuronales que regulan su producción, así como su uso adecuado con el fin 

de mantener un balance en el SNC (Grayson et al. 2013). 

 

Hipotálamo y Centros Nerviosos Que Modulan La Alimentación 

 

El SNC es el encargado de mantener la homeostasis de la energía del cuerpo, y aunque 

todas las células del cuerpo requieren glucosa para su metabolismo, el cerebro es el órgano 

responsable en la regulación adecuada del mismo. En la regulación de la ingesta de alimentos, 

están involucradas tres áreas: el tronco encefálico, hipotálamo, y partes de la corteza cerebral  

(lóbulo frontal, el sistema límbico, entre otros). De estas áreas, el hipotálamo es el principal 

regulador de la alimentación y el metabolismo, debido a que recibe las señales provenientes del 

intestino como del tronco encefálico para modular la alimentación y gasto de energía. El 

hipotálamo se divide en cinco áreas que incluyen los núcleos arcuato (ARC), paraventricular 

(PVN), ventromedial (VMN), dorsomedial (DMN) y el área hipotalámica lateral (LHA), todos 

interconectados entre sí (Lenard y Berthoud 2008; Meek et al. 2016; Simpson et al. 2009; Timper 

y Bruning 2017).  

El ARC es crítico en la regulación del metabolismo, debido a que se encuentra en una 

zona pobre en BHE, lo que le permite integrar las señales hormonales y metabólicas provenientes 

de la circulación periférica, y generar una respuesta de retroalimentación a través de las neuronas 

centrales y periféricas (Timper y Bruning 2017). Hay dos poblaciones de neuronas implicadas en 

la regulación de la alimentación, una de ellas incrementa la ingesta de alimentos y co-expresan 

el neuropéptido Y, además de la proteína AgRP. El segundo tipo de neuronas co-expresan el 

transcrito relacionado con la cocaína y anfetaminas (CART) y proopiomelanocortina (POMC), y 

su función es inhibir la ingesta de alimentos (Montiel-Herrera M et al., 2018). Los dos grupos de 

neuronas están en comunicación con las otras áreas hipotalámicas PVN, DMN, LHA relacionadas 

con la regulación del apetito (Simpson et al. 2009). La actividad de estas células reside en el 

cambio de energía constante que tiene el cuerpo y, por lo tanto, deben coordinar la liberación de 

hormonas, tasa de metabolismo, ingesta de alimentos, actividad locomotora, para que el cerebro 

mantenga concentraciones adecuadas de glucosa (Burdakov et al. 2005). 
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Estudios electrofisiológicos realizados en las áreas LHA y VMH demostraron que las 

neuronas presentan una alta sensibilidad a los cambios en la concentración de glucosa. Se 

encontró que presentaban alteraciones en la tasa de activación neuronal y en las concentraciones 

de Na1+, K1+ y Ca2+ debido a variaciones de concentración (0.2 mM) de glucosa (Silver y Erecinska 

1998). Aunque no todas las células presentan el mismo grado de sensibilidad, tienen la capacidad 

de responder a los cambios de glucosa en el cuerpo y por lo tanto, ser parte integral de la 

homeostasis del metabolismo (Silver y Erecinska 1998). 

Todas las áreas del hipotálamo permanecen en estrecha comunicación para regular 

adecuadamente la ingesta de alimentos. Las neuronas del ARC se comunican con las del PVN 

que contienen la hormona liberadora de tirotropina, implicada en el control del balance energético, 

contribuyendo en la ingesta de alimentos, así como en el gasto de energía. El PVN contiene 

neuronas sensibles a glucosa y recibe proyecciones del ARC. Las neuronas POMP del ARC 

activan a las del PVN a través del factor neutrófico derivado del cerebro para disminuir la ingesta 

de alimentos (Simpson et al. 2009).  

Las neuronas dentro del LHA que reciben señales del ARC contienen varios 

neuropéptidos reguladores de alimentos que incluyen orexina, hormona de concentración de 

melanina, CART, neurotensina, histamina, además expresan receptores de leptina, y recibe 

información de las áreas cerebrales asociadas con la recompensa, la motivación, el aprendizaje, 

la memoria, y de las áreas del tronco cerebral (Simpson et al. 2009).  

Las neuronas del ARC (POMC/CART) también se proyectan a una variedad de áreas 

adicionales. Por ejemplo, las neuronas POMC sensibles a la leptina se comunican con áreas del 

tronco encefálico asociadas con la respuesta a señales de saciedad (Lenard y Berthoud 2008; 

Simpson et al. 2009). Además, modelos animales knockout de los receptores de insulina y leptina 

en las neuronas POMC, deterioran la homeostasis de la glucosa y genera resistencia a la insulina 

(Timper y Bruning 2017).  

Las señales homeostáticas del hipotálamo se integran con las provenientes de 

alimentación de circuitos mesolímbicas y señales de centros de toma de decisiones superiores 

como la amígdala, el hipocampo y la corteza prefrontal, así como del núcleo accumbens para 

regular la homeostasis energética (Lenard y Berthoud 2008; Simpson et al. 2009). Esto es 

importante debido a que el SNC tiene daño irreversible cuando es privado de glucosa, así que 

tiene sentido que el cerebro regule el metabolismo, comportamiento y garantice una 

concentración de glucosa adecuada para las neuronas (Burdakov et al. 2005). 
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Control Glicémico a Nivel Periférico 

 

El páncreas participa en la regulación de la homeostasis del metabolismo por la liberación 

de diversas enzimas y hormonas. Además, conserva una concentración de glucosa de 4-6 mM 

en sangre principalmente a través de la secreción de insulina y glucagon (Figura 9)(Fox 2014; 

Grayson et al. 2013; Roder et al. 2016). La secreción de estas dos hormonas es regulada por el 

SN autónomo (Fox 2014; Roder et al. 2016). 

Cuando hay una ingesta de alimentos, el intestino libera dos estimuladores de insulina 

antes de que se incremente la glucosa en sangre (hiperglicemia), el primero es el polipéptido tipo 

glucagon I (GLP-1) y el polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) (Fox 2014). 

Estas dos moléculas se unen a los receptores en las células β del páncreas para incrementar la 

secreción de insulina, por lo tanto, se inhibe la secreción de glucagon (Roder et al. 2016).  

La insulina aumenta la síntesis de glucógeno, y cuando los depósitos se saturan, 

comienza la síntesis de grasa. Sin embargo, la insulina también puede actuar sobre el ARC del 

hipotálamo para inhibir la estimulación del nervio vago, y por lo tanto, la liberación de glucosa en 

el hígado. Además, GLP-1 suprime la glucogenólisis, secreción de glucagon y el apetito (Roder 

et al. 2016). 

Por otro lado, durante el ayuno se reduce la secreción de insulina y aumenta la de 

glucagon. Este cambio en la secreción de hormonas tiene como resultado un incremento en la 

liberación de glucosa desde el hígado, debido a la glucogenólisis. Bajo esta condición fisiológica, 

se incrementa la estimulación de lipólisis y cetogénesis, lo que genera sustratos de energía 

diferentes para los distintos órganos, teniendo como consecuencia el uso de glucosa sólo por 

parte del cerebro (Fox 2014; Grayson et al. 2013; Roder et al. 2016). 
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Figura 9. Regulación del metabolismo de glicemia (modificada de Roder et al. 2016). 

 

Diabetes Mellitus Tipo I y II 

 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónico-degenerativa no transmisible que afecta 

anualmente a 382 millones de personas en el mundo y es una de las principales causas de muerte 

en México. En particular, en México se registran 11.9 millones de personas diagnosticadas con 

diabetes (9.4% de la población total) y en Sonora el 7.7% de la población tiene diabetes 

(ENSANUT, 2016). 

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) es una enfermedad autoinmune que surge a través de 

una interacción compleja de factores genéticos e inmunológicos. La producción de insulina está 

comprometida como resultado de una destrucción por el sistema inmune de las células β 

pancreáticas (Morran et al. 2015; van Belle et al. 2011). El comienzo de la enfermedad clínica 

representa la destrucción de casi todas las células (Morran et al. 2015; van Belle et al. 2011). 

Hay tres tipos de anticuerpos conocidos que provocan la destrucción de las células β 

pancreáticas. Los primeros se llaman anticuerpos citoplasmáticos de células de islote que están 

presente en el 90% de los casos, anticuerpos superficiales de células de islotes dirigidos contra 
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antígenos de superficie y otro específico contra el ácido glutámico descarboxilasa, ambos 

descritos en los 80% de los casos (Ozougwu et al. 2013).  

Los análisis genéticos de DMT1 han asociado al complejo HLA, principalmente los alelos 

de clase II, a la susceptibilidad de esta enfermedad (Morran et al. 2015; Ozougwu et al. 2013; van 

Belle et al. 2011). Se ha reportado que el gen AIRE (regulador autoinmune) proporciona 

protección contra trastornos autoinmunes, incluyendo DMT1, a través de su influencia en los 

mecanismos implicados en la tolerancia central de células T (Morran et al. 2015). La activación 

de las células T CD4+ parece ser un requisito previo absoluto para el desarrollo de la diabetes en 

todos los modelos animales de DMT1. Los clones de células T específicos de islotes CD4+ 

derivados de ratones diabéticos, cuando se inyectan en ratones pre diabéticos o no diabéticos, 

inducen destrucción de las células β, lo que conduce a la enfermedad. Las células T CD4+ son 

suficientes para inducir la destrucción de las células β, mientras que las células T CD8+ 

contribuyen a la gravedad del daño (Ozougwu et al. 2013). 

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un síndrome caracterizado por hiperglicemia crónica 

resultado de la secreción insuficiente de insulina por las células β de los islotes pancreáticos, o 

por la incapacidad de la insulina secretada para estimular la captación glucosa (resistencia a la 

insulina), o ambas. La DMT2 puede ocasionar complicaciones como cetoacidosis, falla del riñón, 

enfermedades cardiovasculares, ceguera (van Belle et al. 2011). Además, es resultado de la 

interacción de la composición genética del sujeto y factores ambientales como obesidad, exceso 

de alimentación, falta de ejercicio, estrés y envejecimiento, entre otros (Leahy 2005). Estos 

factores afectan la función de las células β y la sensibilidad del músculo, hígado, páncreas y tejido 

adiposo a la insulina (Kohei 2010; Leahy 2005).  

Existen varias causas de la resistencia a la insulina, por ejemplo, obesidad/sobrepeso, 

exceso de glucocorticoides, exceso de hormona del crecimiento, embarazo (diabetes 

gestacional), lipodistrofia, auto-anticuerpos para el receptor de insulina, mutaciones del receptor 

de insulina, entre otros (Fox 2014; Morran et al. 2015; Ozougwu et al. 2013). Además, se han 

encontrado anomalías genéticas que están implicadas en la patogénesis, incluidos genes 

mitocondriales, genes para el receptor de insulina y del metabolismo de la glucosa (Kohei 2010). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La comunicación neurovascular es responsable de regular el suministro de oxígeno y 

nutrientes a todas sus células cerebrales a través de procesos de dilatación y contracción 

vascular, y existen pocos estudios de cómo un estadio de hiperglicemia crónica afecta a estas 

funciones. Adicionalmente, se ha observado que el sistema renina angiotensina incrementa su 

actividad en condiciones patológicas, además la literatura indica que este sistema participa en la 

fisiopatología de enfermedades como diabetes, y considerando que en México el 11% de la 

población padece esta enfermedad, es importante conocer la función de los receptores AT1 y AT2 

en condiciones de hiperglicémicas y como afecta a la unidad neurovascular. Aunque en diversas 

áreas del sistema nervioso se han localizado los receptores AT1 y AT2 para Ang II, hay pocos 

estudios, acerca de la expresión de ambos receptores en el lóbulo frontal. El estudio de la 

expresión de receptores a Ang II en células cerebrales, en un estado diabético, generará nuevo 

conocimiento que podría ayudar a comprender mejor los efectos fisiopatológicos que genera la 

diabetes mellitus en el sistema nervioso central. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas oficiales nacionales para 

el buen uso y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) de acuerdo al dictamen 

favorable DMCS/CBIDMC/D-92 otorgado por el Comité de Bioética en Investigación del 

Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud. Los experimentos se realizaron en los 

laboratorios de investigación del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud, localizados 

en la planta baja del edificio 7D de la Universidad de Sonora. Se utilizaron ratas de la cepa Wistar 

de 0 a 14 días de edad del Bioterio del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud ubicado 

en la planta alta del edificio 7D de la Universidad de Sonora. Los animales estuvieron sujetos a 

ciclos de luz-oscuridad de 12 h y alimentados ad libitum.  

 

Inducción de Hiperglicemia con Estreptozotocina 

 

Para inducir la hiperglicemia (HG>300 mg de glucosa/dL de sangre) en nuestro modelo 

animal, se siguió el protocolo descrito por Nagayach et al. 2014. Brevemente, un grupo de 10 

ratas (P4-P5) se dejó en ayuno por 12 h. De acuerdo a su peso registrado, de manera 

intraperitoneal y en oscuridad, individualmente se les administraron 60 mg de estreptozotocina 

(STZ) por kg de peso disuelta en 0.9% NaCl. Finalmente, se dejó que la STZ se metabolizara 1 

h y los animales se regresaron al Bioterio con su madre biológica. Cuatro días después de la 

inyección de STZ, utilizando un glucómetro (Accu-Chek) se registró la concentración de glucosa 

en sangre a través de la colecta de una muestra de sangre de la cola de la rata. Las ratas que 

registraban >300 mg de glucosa/dL de sangre se consideraron hiperglicémicas (Graham et al. 

2011). Adicionalmente, las ratas que indicaban una concentración <300 mg de glucosa/dL, se les 

suministró otra dosis igual a la anterior de STZ. Tres días después de la segunda inyección de 

STZ, se volvió a registrar la concentración de glucosa en sangre y aquellos animales 

considerados hiperglicémicos se utilizaron para realizar cultivos celulares primarios de lóbulo 

frontal. Todo aquel animal que registró valores <300 mg de glucosa/dL de sangre quedó 

descartado para futuros experimentos.  

 

Cultivos Celulares Primarios del Lóbulo Frontal de la Rata 

 

Para realizar los cultivos celulares primarios se utilizaron ratas de la cepa Wistar posnatal 

0-3 días (P0-P3) y P10-14 para cultivos normoglicémicos e hiperglicémicos, respectivamente. Los 
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animales se eutanizaron, inyectándoles pentobarbital sódico intraperitoneal (120 mg/kg) para 

después decapitarlos. Inmediatamente, a cada animal se le extrajo el cerebro (<1 min) con 

material de disección, se colectó el lóbulo frontal para colocarlo en una caja Petri de vidrio con 

solución Ringer fría (4-8°C). A continuación, dentro de una campana de flujo laminar 

(LABCONCO) previamente esterilizada y utilizando jeringas de insulina, en un tubo de 1.6 mL se 

cortaron trozos pequeños de tejido para facilitar su disociación mecánica inmersos en 1 mL de 

medio Neurobasal (NB). Utilizando una pipeta Pasteur de vidrio (previamente tratada con 

sigmacote) suavemente se succionaron y se arrojaron los trozos de tejido al menos 20 veces para 

maximizar su disociación. La solución se dejó sedimentar durante 10 min y en seguida, se 

depositaron cinco gotas de ésta en la superficie de un cubreobjetos de vidrio (tratado con poli-L-

ornitina) colocado dentro de una caja Petri de 35 mm estéril. Finalmente, después de 5 min de 

sedimentación, se agregaron 2 mL de medio de cultivo NB-SFB de la siguiente composición: 8.9 

mL de NB, 1 mL de suero fetal bovino (SFB), 100 μL de antibióticos (penicilina-estreptomicina). 

El cultivo celular se colocó en una incubadora (New Brunswick, Eppendorf Company, Galaxy 48S) 

a 37ºC y 5% CO2 en atmosfera húmeda. El medio de cultivo se cambió cada primer y tercer día, 

hasta su utilización para los experimentos. 

Con el fin de conocer si la estimulación directa con Ang II incrementaba la expresión de 

los receptores AT1 y AT2, se agregó Ang II 10 μM (disuelta en solución Ringer temperada) durante 

30 minutos a cultivos celulares primarios del lóbulo frontal. Posteriormente, se le extrajo el RNA 

total (ver más adelante). 

Con la fin de conocer que receptores para Ang II expresaban los astrocitos del lóbulo 

frontal, se procedió a estimular con el factor de crecimiento G5 a cultivos primarios del lóbulo 

frontal normoglicémico. 

 

Biología Molecular: Retrotranscripión-Reacción de Polimerasa en Cadena (RT-

PCR) 

 

El ARN total se extrajo de los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de la rata de 

acuerdo al procedimiento descrito por el proveedor (Direct-zol RNA MiniPrep R5020) (Anexo 5). 

Para la síntesis del DNA complementario se utilizaron oligonucleótidos aleatorios con la 

retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (RT-M-MLV) (Anexo 6). Posteriormente, haciendo 

uso de la reacción en cadena de la polimerasa se amplificó el cDNA por 35 ciclos en un 

termociclador C1000 (Bio-Rad) usando secuencias de oligonucleótidos de interés (Tabla 1) y 

usando SYBR DNA Gel Stain se detectaron los productos de PCR en electroforesis de agarosa 
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2% con una tensión de 90 V durante 40 min. Finalmente, el gel se colocó dentro del equipo 

WiseDoc WGD-30 (Wisd) acoplada a una cámara digital y utilizando el software Wise Capture II 

se fotodocumentaron los resultados que representan al menos 2 repeticiones experimentales. 

Para semicuantificar la concentración del amplicón obtenido, utilizando el programa de libre 

acceso Fiji-ImageJ (https://fiji.sc), se registró como referencia la intensidad de la banda de 500 

pares de bases de concentración conocida, se comparó con la intensidad del amplicón de interés, 

y se reporta como porcentaje (%) de acuerdo a la siguiente relación matemática: dónde Iamplicón = 

intensidad del amplicón de interés I500 pb, intensidad de la banda de 500 pares de base (Anexo 7). 

Tabla 1. Características de los oligonucleótidos experimentales 

Nombre Secuencia ID Secuencias (S, sentido; AS, antisentido) en 
dirección 5’-3’ 

Pares de 

bases 

COX-2 NM_017232.3 
S: CCCTGCTGGTGGAAAAGCCTCGTCC 
 
AS: TACTGTAGGGTTAATGTCATCTAG 

263 

AT1 NM_031009.2 S: ATGCCAGTGTGTTTCTGCTC 

AS: AACTCAACACTCCCCATTGG 

244 

AT2 NM_012494.3 S: CAGTGGTCTGCTGGGATTGC 

AS: CCATCCAGGTCAGAGCATCC 

238 
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RESULTADOS  

 

Cultivos Celulares Primarios del Lóbulo Frontal de la Rata Normo e Hiperglicémica 

 

Los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal normoglicémico se realizaron con ratas 

posnatales de 0-3 días de edad (P0-P3). Después del primer día de cultivo, las células mostraron 

al menos una proyección del soma celular. Las células en cultivo presentaron 9.5 ± 0.25 μm de 

diámetro (n = 58), diferentes morfologías ovoides y un incremento en las proyecciones del soma 

celular hacia las células adyacentes (Figura 10A). Sin embargo, los cultivos celulares primarios 

del lóbulo frontal hiperglicémico presentaron un soma celular más pequeño (4.9 ± 0.18 μm; n = 

58) y un menor número de proyecciones celulares (Figura 10B). 

 

 

Figura 10. Células en cultivo del lóbulo frontal normoglicémico (A) e hiperglicémico (B). Las 
flechas señalan los somas celulares. Barra de calibración 15 y 8 μm, respectivamente.  

 

Expresión de los Transcritos COX-2 y de Receptores AT1 y AT2 en Cultivos 

Celulares Primarios del Lóbulo Frontal de la Rata Normo e Hiperglicémica 

 

Las células cultivadas del lóbulo frontal expresaron transcritos para COX-2 en condiciones 

normoglicémicas y asimismo, los cultivos celulares primarios estimulados por 30 min con 10 μM 

de Ang II. Sin embargo, las células estimuladas con Ang II expresaron 23% más transcrito de 
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COX-2. Los cultivos celulares primarios normoglicémicos y estimulados con Ang II no expresaron 

transcritos de los receptores AT1 y AT2 (Figura 11). 

 

 

 

 

 

Expresión de los Transcritos COX-2 y de Receptores AT1 y AT2 en Cultivos 

Celulares Primarios del Lóbulo Frontal de la Rata Normoglicémica Estimulados con 

Factor de Crecimiento G5 

 

Inicialmente, los cultivos celulares primarios de tejido normoglicémico se dejaron 

desarrollar por 3-5 días de cultivo. Posteriormente se cambió el medio de cultivo por medio 

suplementado con el factor de crecimiento G5, para la proliferación específica de astrocitos 

(Michler-Stuke et al. 1984; Montiel-Herrera et al. 2006). Los cultivos celulares primarios de 

astrocitos del lóbulo frontal expresaron transcritos únicamente para el receptor AT2 (Figura 12). 

 

Figura 12. Expresión de los amplicones de AT1, AT2 y COX-2 de astrocitos del lóbulo 
frontal (n = 2). PM = Peso molecular. 

 

Figura 11. Expresión de los amplicones de AT1, AT2 y COX-2 de cultivos celulares primarios 
(A) normoglicémicos (n = 4) y (B) estimulados con 10 µM Ang II/ 30 min (n = 6) . PM = Peso 
molecular. 
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En cambio, los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal hiperglicémico expresaron 

transcritos para COX-2 y para el receptor AT2 (Figura 13), sugiriendo que los niveles de glucosa 

en sangre afectan en la expresión del receptor AT2. Comparando los resultados anteriores 

normo/hiperglicémicos, se observó una disminución de la expresión de COX-2 de 15% en las 

células cultivadas del tejido hiperglicémico.   

 

 

Figura 13. Expresión de los amplicones de AT1, AT2 y COX-2 de cultivos celulares primarios 
hiperglicémicos (n = 4). PM = Peso molecular. 
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DISCUSIÓN 

 

Los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal normoglicémicos presentaron, inicialmente, una 

o dos proyecciones del soma celular desde los primeros días, principalmente desde el día uno o 

dos de cultivo. La morfología macroscópica de cultivos primarios de neuronas corticales y de 

hipocampo, también presentan características morfológicas similares desde los primeros días de 

cultivo (Kriegstein y Dichter 1983). Además, se encontró que después de los 10 días de cultivo, 

las células presentaron proyecciones celulares con morfologías diversas y patrones de 

orientación hacia células vecinas, sugiriendo una comunicación celular activa como se ha 

evidenciado en estudios de ondas de calcio registradas en cultivos celulares (Dotti et al. 1988; 

Kettenmann y Ransom 2013; Ray et al. 2009).  

Las células cultivadas del lóbulo frontal hiperglicémico mostraron una disminución en el 

soma celular y en la cantidad de proyecciones, en comparación con las células normoglicémicas. 

Estos datos concuerdan con experimentos realizados con neuronas corticales, las cuales 

presentan un menor tamaño físico (medido a través la relación ADN/peso húmedo del cerebro y 

cantidad de proteína/DNA) (Malone et al. 2008; Malone et al. 2006b). Cabe señalar, que existen 

estudios que indican que las células con el soma disminuido presentan una cantidad de proteína, 

ácidos nucleicos y colesterol bajos (Malone et al. 2006a). Adicionalmente, otros estudios 

realizados en cultivos celulares del hipocampo, en donde las células se expusieron a distintas 

concentraciones de glucosa, se resgitró una disminución en la viabilidad celular, en el número de 

dendritas y sinapsis (Liu et al. 2014), lo cual sugirie un déficit en la comunicación celular. En 

particular se conoce que estos tipos de alteraciones generan cambios en la plasticidad sináptica 

que conduce a la pérdida de diversas funciones celulares (Malone et al. 2008). Por ejemplo, 

estudios inmunoquímicos realizados en tejido de hipocampo de ratas hiperglicémicas (inyectadas 

con estreptozotocina (Nagayach et al. 2014) se incrementó la muerte neuronal en las regiones 

CA1, CA2, CA3 y DG mediado por la activación de caspasa-3.  

La hiperglicemia crónica desencadena diferentes vías bioquímicas que inducen disfunción 

celular como la pérdida de dendritas que afecta a la plasticidad sináptica, reducción del soma y 

eventualmente la muerte celular. Adicionalmente, la deficiencia de insulina en el modelo animal 

con estreptozotocina genera daños en el cerebro, como resultado de la falta de insulina 

provocando cambios en la composición del citoesqueleto y pérdida de neuronas mediado por vías 

de señalización de MAPK y fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) (Gaspar et al. 2016). Además, en 

animales inyectados con estreptozotocina se ha descrito que se reduce la densidad y la longitud 
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de dendritas en el hipocampo generado por estrés oxidativo, principalmente por ERO's y especies 

reactivas de nitrógeno (Gaspar et al. 2016). 

Los resultados obtenidos en este trabajo podrían ser derivados de mecanismos celulares 

apoptóticos desencadenados por el alto nivel de glucosa en sangre como se ha reportado en 

cultivos celulares primarios de lóbulo frontal (Nagayach et al. 2014).  

La expresión basal de COX-2 se ha encontrado en la corteza cerebral, hipocampo y 

cerebelo, sugiriendo que tiene expresión constitutiva en esas regiones cerebrales, pero no en glía 

o células endoteliales, donde su expresión es inducible (Strauss 2008). Considerando este dato, 

la expresión de COX-2 en cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de la rata pudiera ser 

debida, principalmente, a la presencia de neuronas. 

La Ang II estimula la activación de la fosfolipasa A2 a través del receptor AT1, aumentando 

la síntesis de prostaglandinas, además en células del músculo liso incrementa los niveles del 

ARN mensajero de COX-2 (Green et al. 2012; Hu et al. 2002). Además hay estudios que 

demuestran que hay una asociación entre RAS y la expresión de COX-2 (Green et al. 2012). Sin 

embargo, es posible que los niveles de expresión del receptor AT1 hayan sido indetectables por 

esta técnica, y por otro lado, la catálisis de Ang II a otras angiotensinas que interactúan con COX-

2 podrían explicar el ligero incremento. Por ejemplo, se ha encontrado que el cerebro contiene 

todos los componentes de la vía ECA2/Angiotensina-(1-7)/Receptor Mas (Bennion et al. 2015; 

Xia y Lazartigues 2008). La angiotensina-(1-7) promueve la liberación de prostanoides cuando se 

une a su receptor Mas en neuronas, células endoteliales y células del músculo liso (Albrecht 2007; 

Muthalif et al. 1998; Santos et al. 2000; Santos et al. 2013). La unión al receptor Mas provoca la 

liberación de ácido araquidónico por la activación de la CaM cinasa II que a través de la vía MAPK 

mejora la actividad de la fosfolipasa A2 (Albrecht 2007; Muthalif et al. 1998; Singh y Karnik 2016), 

que posteriormente es metabolizado por COX-2. Además, la angiotensina-(1-7) incrementa los 

niveles de COX-2 cuando hay actividad neuronal (Albrecht 2007). Estos datos sugieren que la 

síntesis de angiotensina-(1-7) puede inducir aumentos en la expresión de COX-2 y podría ser un 

mecanismo celular que explique los hallazgos encontrados en este estudio. 

La expresión de RAS no está limitado a las áreas que controlan las funciones 

cardiovasculares. Los receptores para Ang II se han detectado en diversas areas como la corteza 

cerebral, hipocampo, nervio óptico, cerebelo, núcleo olfatorio y cuerpo calloso (Fogarty y Matute 

2001). La mayoría de los efectos fisiológicos de Ang II en el cerebro han sido estudiados en 

neuronas. Sin embargo, hay estudios que han demostrado la presencia de los receptores de Ang 

II en astrocitos (Fogarty y Matute 2001; Montiel-Hererra et al. 2006).  
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Los astrocitos son la principal fuente de angiotensinogeno en el cerebro, además expresan 

ambos receptores para Ang II. Esto sugiere que tiene implicación en las funciones de RAS 

(Fogarty y Matute 2001; Kandalam et al. 2012). En distintas áreas del cerebro se ha encontrado 

diversidad en cuanto a la expresión de los receptores para Ang II, por ejemplo, en el tronco 

encefálico y cerebelo hay mayor expresión del recetor AT1 (Clark y Gonzalez 2007; Kandalam et 

al. 2012); en la materia blanca de ratas adultas se encontraron ambos receptores (Fogarty y 

Matute 2001); en el cuerpo estriado de ratas y monos existe mayor expresión del receptor AT1 

que de AT2 (Garrido-Gil et al. 2017). Los cultivos primarios de astrocitos del lóbulo frontal 

presentaron los transcritos para el receptor AT2 (Figura 13), dato que concuerda con cultivos 

celulares de astrocitos humanos (Jaiswal et al. 1991) y de ratones P1-P3 de la corteza cerebral, 

aunque en ambos casos, se encontró la expresión de AT1 y AT2 (Park et al. 2013). 

La expresión del receptor AT2 puede sugerir diversas funciones en los cultivos celulares. 

Los astrocitos liberan diferentes neurotrofinas, quimiocinas, citocinas bajo diferentes condiciones 

fisiológicas que promueven proliferación, diferenciación y migración de neuronas (Luo et al. 

2017). En neuronas y células gliales del cerebelo, la activación del receptor AT2 induce el 

crecimiento de neuritas y la migración celular (Cote et al. 1999; Guimond y Gallo-Payet 2012a). 

En microexplantes de retina se encontró que la activación del receptor promueve la regeneración 

y migración celular (Guimond y Gallo-Payet 2012a; Lucius et al. 1998). Debido a que el receptor 

AT2 puede regular el crecimiento de diferentes tipos celulares, incluidos astrocitos, y 

considerando que estas últimas células poseen los componentes de RAS, es posible que Ang II 

sirva de manera autocrina o paracrina, promoviendo el adecuado desarrollo de las células del 

cerebro (Fogarty y Matute 2001). 

Existen pocos estudios a nivel cerebral que demuestran que la hiperglicemia crónica 

aumenta la expresión de receptores para Ang II. En ratas diabéticas se encontró un aumento en 

la síntesis de Ang II en el cerebro y cerebelo (Tota et al. 2012; Vargas et al. 2012), mientras que 

en retinas de sujetos diabéticos hay aumentos en la expresión de los receptores AT1 y AT2 junto 

con niveles aumentados de Ang II (Senanayake et al. 2007). En ratas tratadas con 

estreptozotocina se encontró un incremento en la actividad y ARNm de ECA y renina, sugiriendo 

que la concentración elevada de Ang II es debido a este fenómeno (Giacchetti et al. 2005; Tota 

et al. 2012). 

En este sentido, este trabajo amplió el conocimiento acerca de como la hiperglicemia 

crónica aumenta la expresión de los receptores a Ang II en una región del cerebro que no había 

sido estudiada previamente. Sin embargo, se necesitan realizar estudios a nivel fisiológico para 
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comprender como esta patología influye en la expresión de los receptores AT1 y AT2 para Ang II 

tanto en astrocitos como en neuronas. 
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CONCLUSIONES 

 

 Se generó un modelo murino hiperglicémico por inyección de estreptozotocina. 

 

 Los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal ratas hiperglicémicas fueron 

viables. 

 

 La  hiperglicemia crónica generó en los cultivos celulares primarios del lóbulo 

frontal la expresión del receptor AT2. 

 

 Los cultivos primarios de astrocitos del lóbulo frontal expresaron transcritos para 

el receptor AT2. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1: 

Los reactivos utilizados para realizar los experimentos fueron: NaCl (Fermont), NaHCO3 

(Productos Químicos Monterrey), KCl (Fermont), NaH2PO4·H2O (Fisher Scientific), Glucosa 

(Sigma), MgCl2 (Productos Químicos Monterrey), CaCl2 (Baker), ácido bórico (Fermont), trizma 

base (Sigma), EDTA (sigma), medio Neurobasal (Gibco), sumplemento G5 (Gibco), suero fetal 

bovino (Sigma), penicilina/estreptomicina (Sigma), sigmacote (Sigma), poli-L-ornitina (Sigma), 

estreptozotocina, los reactivos del kit comercial Direct-zol RNA MiniPrep 2050 (Zymo Research), 

TRIzol (Invitrogen), etanol al 70% y TBE 1X. 

 

Anexo 2: 

Las reacciones de retrotranscripción y reacción en cadena de la polimerasa se realizaron 

con los reactivos (Progema): oligonucleótidos aleatorios, agua libre de RNasas, Buffer-5x para 

virus de la leucemia murina, ditiotreitol, mezcla de desoxinucleótidos trifosfatados, RNasina 

recombinada (AAA63448.1) retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (AAA66622.1), 

solución amortiguadora para la enzima Taq polimerasa, MgCl2, oligonucleótidos específicos 

(sentido y antisentido; Tabla 1) para la ciclooxigenasa-2 (COX-2), los receptores para 

angiotensina II del tipo 1 y tipo 2, Taq polimerasa (AAA27507.1), escalera molecular DNA de 100 

pares de bases, colorante Azul/Naranja 6X y SYBR Green (Invitrogen), y finalmente agarosa de 

grado molecular (Promega). 

 

Anexo 3: 

Para la disección de los cerebros se preparó 1 L de solución Ringer fría disolviendo (en 

mM): 125 NaCl, 25 NaHCO3, 3 KCl, 1.25 NaH2PO4·H2O, 25 Glucosa, 1 MgCl2, 2 CaCl2 y se ajustó 

a pH 7.2. 

 

Anexo 4: 

Para la preparación de geles al 2% de agarosa se elaboró un concentrado de solución 

amortiguadora de la siguiente forma: 500 mL de solución tris-borato-EDTA compuesta por 27 g 

de tris base, 13.75 g de ácido bórico y 10 mL de EDTA 0.5 M ajustada a pH 8.0. 
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Anexo 5: 

El ARN total se extrajo de los cultivos celulares primarios del lóbulo frontal de la rata de 

acuerdo al procedimiento descrito por el proveedor (Direct-zol RNA MiniPrep R5020). Primero, 

se retiró el medio de cultivo NB-SFB de la caja Petri y se adicionaron 300 µL del reactivo TRIzol 

(TRIzol Reagent, Invitrogen) directamente a las células sembradas en un cubreobjetos. Segundo, 

las células se lisaron mecánicamente con la succión repetida del reactivo TRIzol. A continuación, 

la suspensión (300 μL) obtenida dentro de la caja Petri se colocó en un microtubo de 1.6 mL. 

Luego, se centrifugó la muestra para remover los detritos celulares en una microcentrifuga 

(Micromax fr) a 12,000 rpm durante 1 min. Al tubo contenedor de la muestra, se le agregaron 300 

μL de etanol (grado reactivo, 95-100%), y se agitó vigorosamente en un vortex (Vortex Gene 2). 

La solución se transfirió a una columna Zymo-Spin II C colocada en un tubo colector y se 

centrifugó de nuevo a 12,000 rpm por 1 min. El sobrenadante obtenido en el tubo colector se 

descartó. Después se agregaron 400 µL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se centrifugó 

nuevamente. Este procedimiento se realizó dos veces. Después, se agregaron 700 µL de RNA 

Wash Buffer a la columna de separación para centrifugarla a 12,000 rpm durante 2 min. La 

columna se transfirió a un tubo libre de RNasas y el ARN se eluyó de ésta con 25 µL de agua 

libre de DNasa/RNasas, centrifugándola bajo las mismas condiciones que en el paso anterior. 

Finalmente, el RNA total se almacenó a -70ºC en un ultracongelador (Thermo Scientific) hasta su 

uso. El RNA total, extraído de las diferentes muestras, se cuantificaro obteniendo en promedio 

30 ng/μL. Los RNA totales extraídos se cuantificaron en un sistema Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific) y se registraron las concentraciones.  

 

Anexo 6: 

La reacción de retrotranscripción reversa se realizó de acuerdo a lo descrito por (Pang et 

al. 2012). En condiciones estériles, se prepararon los siguientes reactivos en dos tubos de 200 

µL. Inicialmente se preparó un concentrado (tubo 1) con 5.5 μL de agua libre de DNasa/RNasas, 

1 μL de oligonucleótidos aleatorios y 5 μL de RNA total (muestra de interés experimental). Esta 

solución se agitó sutilmente por 30 s en un vortex (Vortex Gene 2). En otro tubo estéril (tubo 2), 

se preparó la solución reguladora de pH de la mezcla de reacción de la siguiente manera: 4 μL 

de solución reguladora-5X retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (RT-M-MLV), 2 μL de 

0.1 ditiotreitol (DTT), 1 μL de mezcla de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP’s mix) y 0.5 μL 

RNasina (RNasin recombinada). Una vez preparadas las soluciones anteriores en los tubos 1 y 

2, el tubo 1 se calentó a 65ºC por 3 min en un termociclador C1000 (Bio-Rad). Transcurrido el 

tiempo, a 25ºC se agregó la solución contenida en el tubo 2. Consecuentemente, la mezcla se 
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calentó a 42ºC por 1 min para agregar 1 μL de la enzima retrotranscriptasa del virus de la leucemia 

murina. La reacción se dejó a 42ºC por 2 h, para después calentarla a 65ºC por 25 min. 

Finalmente, el producto de la reacción se enfrió a 4ºC y se almacenó a -20ºC hasta su uso.  

 

Anexo 7: 

La reacción en cadena de la polimerasa se realizó de acuerdo a lo descrito por (Pang et 

al. 2012). En condiciones estériles, en tubos Eppendorf de 600 μL se preparó un stock de mezcla 

de reacción de la siguiente composición: 14.1 μL de agua libre de DNasas/RNasas (Promega), 2 

μL de buffer para Taq polimerasa, 1.2 μL de MgCl2, 0.2 μL de mezcla de dNTP y 0.1 μL de Taq 

polimerasa. Después de agitarse vigorosamente, la solución resultante (70.4 μL) se separó en 

cuatro partes iguales (17.6 μL) en tubos identificados de 200 μL. Posteriormente, a cada tubo se 

le agregaron 0.2 μL del oligonucleótido de interés (sentido y antisentido; ver secuencias en Tabla 

1) y 4 μL ADN complementario (producto de la reacción de la retrotranscripción). Las mezclas de 

reacción se colocaron en un termociclador C1000 (Bio-rad) y se sometieron a 35 ciclos de 

acuerdo a las siguientes condiciones: 94°C por 2 min, 94°C durante 40 s, 60°C por 1 min y 72°C 

por 40 s. Finalmente, las reacciones se calentaron a 72°C durante 15 s para inactivar la enzima 

y se dejaron enfriar a 4°C hasta su uso. Para identificar los productos de la reacción de la PCR 

se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2% de la siguiente manera: se diluyó 1 g de 

agarosa en 50 mL de solución TBE1X (ver soluciones), se calentó en agitación constante hasta 

que se disolvió. Rápidamente se agregaron 15 μL de SYBR-Green (Invitrogen) y se homogenizó 

para que gelificara en un molde para electroforesis. Después, ya colocado el gel en la cámara 

para electroforesis (BIO-RAD), se colocaron en cada pozo 8 μL del producto de la PCR. Se utilizó 

de referencia una escalera de peso molecular 100 pares de bases de acuerdo a lo descrito por el 

proveedor (Promega). Se utilizó una tensión de 90 V durante 40 min. Finalmente, el gel se colocó 

dentro del equipo WiseDoc WGD-30 (Wisd) acoplada a una cámara digital y utilizando el software 

Wise Capture II se fotodocumentaron los resultados que representan al menos 2 repeticiones 

experimentales. La semicuantificación de los geles se realizó utlizando el programa Fiji. 

 


