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RESUMEN

La comunicacion neurovascular en el I6bulo frontal es responsable de regular el suministro
de oxigeno y nutrientes a través de procesos de dilatacién y contraccion vascular. La angiotensina
[l (Ang II) regula la presion arterial a través de receptores AT1 y AT», y se ha observado que en
patologias como la diabetes existe una sobreactivacion de estos receptores. La ciclooxigenasa 2
(COX-2) aumenta la sintesis de prostanoides en estados de hiperglicemia crénica incrementando
los procesos de inflamacion. Los cerebros hiperglicémicos muestran sefiales de inflamacion
cronica y aumento del estrés oxidativo que dafian a las células, lo que sugiere una desregulacién
neurovascular. Por lo tanto, es importante investigar la participacion de la enzima COX-2 y
receptores a Ang Il en estos procesos.

En este sentido, se realizaron cultivos celulares primarios de células de I6bulo frontal de
la rata posnatal normoglicémica e hiperglicémica (inducida por inyeccion intraperitoneal de 60 mg
de estreptozotocina /kg de peso; nivel de glucosa >300 mg/dL de sangre) para estudiar la
expresion de receptores para Ang Il y COX-2. En promedio, se encontré un tamafio mayor en el
soma de los cultivos celulares primarios del I6bulo frontal normoglicémico en comparacion con
los hiperglicémicos (9.5 £ 0.25 uym vs 4.9 + 0.18 de diametro respectivamente, n = 58).
Adicionalmente, utilizando la técnica de RT-PCR, se encontr6 que las células cultivadas del 16bulo
frontal hiperglicémico expresan el transcrito para el receptor AT,. Mientras que en cultivos
celulares primarios del I6bulo frontal normoglicémico estimulados con Ang Il durante 30 minutos
aumento ~23% en la expresion de COX-2 en comparacién con el control. Finalmente, en cultivos
primarios de astrocitos del I6bulo frontal se obtuvo la expresion del receptor AT,

En conjunto, los resultados indican que la hiperglicemia crénica aumento la expresion del
receptor AT, en las células cerebrales, mientras que la estimulacion con Ang Il aumenté la
expresion de COX-2 y que los astrocitos normoglicémicos expresaron el transcrito para el

receptor ATo.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso central estd 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 oxigeno y nutrientes a las células a través de procesos de dilatacion y contraccién vascular
(Ruhrberg y Bautch 2013).

La Angiotensina Il (Ang Il) es un octapéptido formado a partir del sistema renina
angiotensina (RAS) que se encarga de regular la presion arterial y la homeostasis de electrolitros
através de sus receptores AT1 y AT, (Singh y Karnik 2016). En los Ultimos afios se ha encontrado
que RAS estd ampliamente distribuido en el cerebro y participa en la regulacién del flujo
sanguineo cerebral y funciones de proteccién cerebral. Cabe mencionar que la concentracién de
Ang Il incrementa en condiciones patolégicas como diabetes (Lenkei et al. 1997; Saavedra 2005;
Wright y Harding 2013).

En un estado de hiperglicemia crénica, hay incremento de procesos inflamatorios
mediados por la ciclooxigenasa 2 y la Ang Il genera un aumento de las especies reactivas de
oxigeno, 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 podrian desarrollar
patologias vasculares que provoquen desregulacion neurovascular. Por ello, es importante
conocer cémo dicha desregulacion podria afectar a las diferentes estructuras cerebrales. Por lo
tanto, en este trabajo se decidi6 investigar la expresion de ciclooxigenasa 2 y de receptores para
Ang |l en cultivos celulares primarios del I6bulo frontal de ratas normo e hiperglicémicas utilizando
la técnica de RT-PCR.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion de la ciclooxigenasa 2 y de los receptores de angiotensina
Il del tipo AT: y AT: en cultivos celulares primarios del I6bulo frontal de la rata

hiperglicémica.

Objetivos especificos

Estandarizar un modelo murino hiperglicémico inducido porestreptozotocina.
Realizar cultivos celulares primarios del I6bulo frontal de ratas posnatales normo-
e hiperglicémicas.

Generar cultivos primarios de astrocitos del 16bulo frontal utilizando el factor de
crecimiento G5.

Evalular la expresion de los transcritos COX-2, AT,y AT».
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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 percepcion sensomotora con el medio
externo, desencadenando procesos neuronales asociados con la inteligencia, la memoria, la
coordinacion motora, los pensamientos y el lenguaje, entre otras funciones (Haines 2013). EI SN
esta compuesto principalmente por dos tipos de células: neuronas que son las encargadas de
generar impulsos electroquimicos al responder a estimulos fisicos o quimicos externos; y las
neuroglias, que estan encargadas de diferentes funciones fisiolégicas como la mielinizacién de
los axones y la modulacién de las sinapsis (Fox 2014).

El SN est4 compuesto por el sistema central y el sistema periférico. El sistema nervioso
central (SNC) esta formado por el encéfalo y la médula espinal, mientras que el segundo esta
formado por los tejidos nerviosos que estan fuera del SNC, y su funcién principal es conectarlo

con los 6rganos 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 raquideo, protuberancia, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo y los
hemisferios cerebrales (Kandel et al. 2014). El |6bulo frontal (neocorteza) es una estructura
reciente en la evolucién del ser humano y es considerado como la parte del cerebro que esta
involucrado en los procesos cognoscitivos superiores, como el control del comportamiento, toma
de decisiones, motivacion, memoria y atencion, entre otros (Bahlmann et al. 2015; Rakic 2009;
Talk et al. 2016). Teorias acerca de la funcién del Iébulo frontal consideran que la corteza
prefrontal esta involucrada en la organizacion del comportamiento en tiempo y contexto, como
por el ejemplo el comportamiento social en los mamiferos (Kolb et al. 2012). La porcidon mas
anterior del I6bulo frontal estd4 ocupada por la corteza prefrontal en su superficie medial, lateral y
orbital. El l6bulo frontal esta vinculado con partes distantes a través de sus interconexiones con
la amigdala, hipotdlamo, 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 craneo, meninges, liquido
cefalorraquideo (LCR) y la barrera hematoencefalica (BHE) (Fox 2014). Las meninges cubren al
SNC y protegen al cerebro de dafios fisicos, sirven como entrada para arterias y venas, ademas
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 méas externa a la mas 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 sanguineos del SNC (Russi y Brown 2015).

La duramadre es la mas resistente de las tres meninges, esta adherida a la superficie del
craneo, formada de células fibroelasticas, y grandes cantidades de colageno extracelular que
tienen como funcién entrelazar las capas y proporciona resistencia. Esta capa contiene los vasos
sanguineos y terminales nerviosas (Adeeb et al. 2012; Russi y Brown 2015). Después continla
la aracnoides, compuesta de tejido fibroso avascular y esta en contacto directo con la duramadre,
solamente separadas por el espacio subdural. Las uniones ocluyentes que presentan las células
de esta capa meningea, eliminan cualquier espacio extracelular y de esta manera, crean una
barrera contra el paso de sustancias, y ademas cubre los vasos sanguineos y nervios, que pasan
a través del espacio subaracnoideo al entrar al craneo (Adeeb et al. 2013a; Haines 2013).
Posteriormente continla la piamadre que es la capa mas interna del SNC, esta altamente
vascularizada y adherida al SNC, permitiendo que se introduzca en todas las fisuras y surcos
cerebrales. Ademas, la piamadre se constituye por capas de fibroblastos aplanados, capilares y
microfibrillas de colageno, y esta 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, acompafia 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 sanguineos préximos, y de esta manera incrementan el flujo sanguineo
cerebral en las areas activadas.

La vascularizacion cerebral comienza desde el arco adrtico donde se originan tres arterias;
la arteria carétida comun izquierda, arteria subclavia izquierda y la arteria del tronco
braquiocefalico, donde nace la car6tida coman derecha y la arteria subclavia derecha (Figura 1).
El cerebro estd compuesto por dos sistemas encargados del suministro de sangre, el primero de

ellos conformado por las arterias carétidas internas, que irrigan el 70% del flujo sanguineo
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cerebral (FSC). El segundo sistema esta conformado por las arterias vertebrales que suministran
el 30% del FSC. Asimismo, estos dos sistemas convergen en el poligono de Willis, un anillo
vascular por donde se ramifican las arterias principales cerebrales; las arterias anteriores que
estan unidas a través de la arteria comunicante anterior y las arterias comunicantes posteriores
unidas a las arterias cerebrales posteriores, originadas a partir de la carotida (Figura 2). Su
funcion principal es realizar suplencias vasculares entre ambos sistemas de arterias para

asegurar la irrigacion del cerebro (Sahagun y de la Escalera 2004; Yang et al. 2017b).
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Figura 1. Vista lateral del sistema vascular cerebral (Purves et al. 2001).

Una caracteristica importante de los vasos cerebrales es su participacion en la regulacion
del flujo sanguineo cerebral que es realizado por las células del musculo liso vascular en la pared
de las arterias, éstas células tienen receptores que inician cascadas de sefializacion en respuesta
a estimulos mecanicos, quimicos y celulares, y liberan moléculas de sefializacion como el éxido
nitrico, endotelinas y prostanoides (ladecola 2010). Existen tres mecanismos principales que
regulan el flujo sanguineo cerebral. El primero de ellos es la autorregulacion cerebral que se
encarga de mantener la presion arterial con un flujo constante, el tono vascular esta controlado
por el SNC y SNP, y ademas la regulaciébn metabdlica mantiene un balance de la demanda
energética comandada por la unidad neurovascular (Smolinski y Czlonkowska 2016; Yang et al.
2017b).

17



Anterior
Lobulo frontal ) '

Bulbo olfatorio
Quidasma dptico

i Poligono de Willis

Arteria comunicante
anterior

Arteria media
cerebral Arteria cerebral

anterior

Arteria comunicante

Arteria cardtida
3 posterior

interna 3
Glandula — —— 1.' )
pituitaria » ‘ i
Lébulot | - i §c Arteria cerebral
obulo temporal ——= ? ~ posterior
Puente de varolio X » \% S

. ’ " ‘ Arteria basilar
Ldbulo occipital
Cerebelo

Arteria vertebral

Posterior

Figura 2. Constitucion del poligono de Willis (modificada de Purves et al. 2001).

La composicion del liquido extracelular en el SNC es importante para un funcionamiento
adecuado de las células, y para no comprometer su funcionalidad por la exposicién de
compuestos toxicos, se protege a través de la barrera hematoencéfalica (BHE, formada por las
células de endotelio). Una caracteristica esencial de la BHE es la expresion 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 sefializacion y iones entre la sangre y el
cerebro, y asimismo impide la entrada a distintos solutos que puedan dafar al tejido cerebral
(Redzic 2011). Los transportadores especificos regulan el paso de moléculas pequefias, por
ejemplo el transportador para glucosa (GLUT), EAAT2, CAT1 para aminoacidos y para diferentes
moléculas como nucledsidos, aniones y cationes organicos (Figura 3) mientras que moléculas de
alto peso molecular como proteinas y péptidos son transportados por endocitosis (Wong et al.
2013).
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Figura 3. Transporte de moléculas a través de la barrera hematoencefalica (modificada
de Saunders et al. 2016).

El sistema vascular es crucial para la funcion normal del cerebro debido a que se encarga
de suministrar los nutrientes necesarios para las células. Se ha visto que dafios en este sistema
estan asociados a enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, enfermedades
cerebrovasculares, epilepsia, infecciones en el cerebro (como VIH) o en las meninges, estrés
mental, hipertension e hiperglicemia (Wong et al. 2013). Ademés, 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 disminucién y dafio en la
membrana de los vasos sanguineos, provocan un inadecuado flujo sanguineo (Santos et al.
2017), oxigenacion y ademas, provocan cambios en la expresiéon en las proteinas de las zonas
ocluyentes, principalmente en las ocludinas de la BHE (Srivastava et al. 2013) permitiendo la
acumulacién de productos toxicos, desbalance i6nico que causa alteracion 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 vascularizacion cerebral. Este deterioro puede ser
generado por diferentes vias metabolicas. Por ejemplo, bajo esta condicion glicémica se ha
observado una disminucién del glutation y aumento en las especies reactivas del carbonilo
principalmente del metilglioxal, un metabolito precursor de productos finales de glicacion
avanzada, que afectan a la ocludina provocando deterioro de la BHE (Li et al. 2015). No s6lo por
esa via se ocasiona dafio vascular, ya que la hiperglicemia cronica también provoca un
incremento en las especies reactivas de oxigeno (ERO’s), en los productos finales de glicacion
avanzada, activacion de vias de sefializacion pro-inflamatorias y dafio en el DNA asi como en las

proteinas por la via de la proteina cinasa-C (Prasad et al. 2015).
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La hiperglicemia crénica es la causa principal de dafio y muerte neuronal, conduciendo a
la neurodegeneracion en el SNC; se ha observado que en pacientes con retinopatia diabética
hay una disminucién en la regeneracion de los axones, sugiriendo que la hiperglicemia es un
factor de riesgo asociado a desérdenes del SNC. Ademas, en ratas resistentes a la insulina se
encontré un aumento en el estrés oxidativo cerebral ocasionando disfuncion mitocondrial y una
disminucion en la plasticidad sinaptica como en la densidad dendritica en la region CAl del
hipocampo (Sa-Nguanmoo et al. 2016). En modelos de ratas diabéticas se han encontrado
cambios neurodegenerativos en la corteza prefrontal debido a una disminucién en las enzimas
antioxidantes (catalasa, superéxido dismutasa y glutation) (Akinola et al. 2015). Los astrocitos
tienen efectos perjudicales en condiciones diabéticas debido a que liberan moléculas
proinflamatorias que pueden generar dafio y muerte neuronal (Yang et al. 2017a).

El sistema renina angiotensina (RAS) cerebral regula principalmente, a través de la
Angiotensina Il (Ang II) el flujo sanguineo cerebral, ademas tiene implicaciones en la proteccién
del cerebro, estrés, depresion, consolidacion de la memoria y mantiene relaciébn con la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus, y su sobreactivacion ocasiona dafios a
al lecho vascular cerebral (Wright y Harding 2013). La Ang |l actla a través de los receptores AT:
y AT, (Saavedra 2005), ademas se ha visto que los astrocitos expresan preferentemente AT;
mientras que las neuronas AT, (Sumners et al. 1991). Dentro del SNC hay expresion de dichos
receptores en hipotalamo, cuerpo calloso, cerebelo, corteza, 6rgano subfornical y médula espinal,
entre otros (Lenkei et al. 1997; Montiel-Herrera et al. 2006; Saavedra 2005). En enfermedades
como la diabetes e hipertension se ha observado que hay una sobreactivacién del sistema renina
angiotensina ocasionando estrés oxidativo y dafio al tejido endotelial, provocando una
desregularizacion de la microcirculacion cerebral (Estato et al. 2013).

En este sentido, los cerebros hiperglicémicos son propensos a desarrollar patologias
vasculares y muestran signos de deterioro por procesos inflamatorios y estrés oxidativo que
afectan a la unidad neurovascular. Ademas, de que es importante conocer cémo esta
desregulacion afecta a las diferentes zonas del cerebro. Por ello, es importante investigar la

participacion de los receptores a Ang Il en el I6bulo frontal.
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Sistema Nervioso Periférico

El sistema nervioso periférico (SNP) esta conformado por los nervios espinales, nervios
periféricos y uniones neuromusculares. Ademas, hay 31 pares de nervios espinales y estan
agrupados en ocho cervicales, doce torécicos, cinco lumbares y un sacro-coccigeo (Fox 2014).

El SNP se divide en somético, autbnomo y entérico. El primero comprende las neuronas
sensitivas que estan en piel, musculos y articulaciones. El sistema nervioso autbnomo se encarga
de regular los procesos involuntarios como respiracién y procesos metabdlicos, entre otros.
Asimismo, el sistema nervioso autbnomo se subdivide en el sistema simpatico, capaz de
aumentar la tasa de actividad de los procesos involuntarios; y el sistema parasimpatico que
usualmente antagoniza al simpatico, es decir disminuye la tasa de actividad de los mismos

procesos (Fox 2014).
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CELULAS: NEURONAS Y GLIAS

Dentro del SNC se encuentran dos grandes grupos de células: 1) las neuronas capaces
de generar potenciales de accion debido a estimulos eléctricos o quimicos, los cuales se
propagan a través del axén para comunicarse con otras células; y 2) las células gliales que son
las mas abundantes del SNC, no son excitables (comunmente) y existen diferentes tipos:
microglia, oligodendrocitos, pericitos y los astrocitos, que forman la unidad neurovascular junto

con la neuronay 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 axon. Estas células
son capaces de generar potenciales de accion debido a estimulos eléctricos o quimicos, que se
propagan a través del axén 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 accién a una velocidad adecuada dentro de un rango Optimo. Las
neuronas pueden reducir o aumentar la excitabilidad de la membrana a través de sus canales
i6nicos (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 rectificacién entrante (Kir), los canales de K*
sensibles a Ca?* intracelular y los canales de K* de rectificacion tardia, todos ellos voltaje-
dependientes (Misonou 2010). Aungue, existen multiples canales i6nicos y distintos canales de
potasio que mantienen la homeostasis de la excitabilidad de la membrana a través de diferentes
vias de sefializacién (Misonou 2010).

La comunicacién neuronal es esencial para la propagacion de la informacion en el cerebro
y la transmision sinaptica es el mecanismo mediante el cual las neuronas se comunican entre si
(Huang y Thathiah 2015). La homeostasis del gradiente electroquimico se debe realizar después
de un proceso de neurotransmision o potencial de accién, asi como la captacion 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 energia controlando el flujo sanguineo cerebral en areas

donde la actividad cerebral es elevada, y de esta manera, permite el funcionamiento fisiolégico
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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 circulacion sanguinea. Los
astrocitos poseen GLUT1 para la captacion de glucosa que posteriormente, metabolizan a lactato
y lo liberan al espacio extracelular para la captacion neuronal, mientras que las neuronas poseen
GLUTS3, que tiene una tasa de transporte mas alta que GLUT1, permitiendo que la neurona capte
mas facilmente 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 comunicacion activa con la vascularizacion cerebral, un dafio
permanente afecta a las funciones cerebrales. Ademas, son sensibles a los cambios en la
circulacion sanguinea (Ergul et al. 2015), asi que una falla en la comunicacion celular conllevara
a pérdidas en la produccion de energia que afecta a la neurotransmisién y, por lo tanto, a la
sobrevivencia neuronal (Felipe et al. 2012).

La desregulacion en el funcionamiento neurovascular puede ser debido al incremento de
dafio oxidativo, procesos inflamatorios que se generan en enfermedades como sindrome
metabdlico, 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 dafio celular,
debido a que hay afectacion en la mitocondria, la liberacion de neurotransmisores, y el balance
energético (Gaspar et al. 2016).

La accion de la insulina en el cerebro modula la sobrevivencia neuronal, mejora la funcion
sinptica y forma nuevos circuitos neuronales, ademas regula el neurotransmisor dopamina. En
desérdenes metabdlicos como la resistencia a la insulina causa degeneracion en las neuronas
dopaminérgicas incrementando la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson y en el I6bulo
frontal hay disminucién en la sefializacion dopaminérgica (Song y Kim 2016). Ademas, en ratas
obesas se ha encontrado un decremento del receptor D2 para dopamina. El dafio ocasionado a
las neuronas dopaminérgicas es debido a procesos inflamatorios y estrés oxidativo que causa
dafio intracelular en las neuronas. Estudios recientes han encontrado que cuando el sistema RAS
esta hipereactivado incrementa los procesos neuroinflamatarios y provoca degeneracion en
neuronas dopaminérgicas (Song y Kim 2016).

La hiperglicemia cronica en el cerebro genera especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
que comprometen la funciébn mitocondrial ocasionando dafo sinaptico. Los ERQO’s provocan
peroxidacion de lipidos que dafia a la membrana celular y la funcién celular (Yi et al. 2011). En
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) se ha observado que la proteina mitocondrial Drpl

es nitrosilada y esto provoca disminucion en la produccién de energia, llevando a pérdidas y
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alteraciones sinapticas (Akhtar et al. 2016). En esta condicion, hay aumento de la proteina -
amiloide y se ha observado un sinergismo con altos niveles de glucosa para inducir especies
reactivas de nitrogeno dependientes del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), induciendo
incremento en la concentracion del calcio intracelular, y finalmente, apoptosis de neuronas que
llevan a neurodegeneracion (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
dafio 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, I6bulo frontal y talamo (Kawamura et al. 2012).

En el hipocampo de animales diabéticos la expresion de mediadores pro inflamatorios
como el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina-1, IL-2 e IL5 estan incrementados y
reducida la expresion de BNDF, deteriorando la memaoria por procesos inflamatorios. Diferentes
estudios han reportado que la hiperglicemia cronica causa muerte neuronal en las areas CAl y
CA2 del hipocampo, asi como alteraciones en la neurogénesis en las dendritas neuronales
(Gaspar et al. 2016).

En condiciones de hiperglicemia cronica, las vesiculas sinpticas sufren cambios en el
contenido de proteinas, asi como un incremento en la expresién de la proteina PSD-95,
involucrada en el control de receptores AMPA, en terminales postsinapticas. Esto indica que la
diabetes esta afectando la liberacion de neurotransmisores que conlleva a las deficiencias
cognoscitivas observadas en animales diabéticos; la dopamina se incrementa en diferentes areas
del cerebro, también se observa una disminucién en los niveles basales de serotonina, dopamina,
GABA y glutamato en el hipocampo. Sin embargo, los receptores GABA se ven regulados por la
hiperglicemia crénica, creando un desbalance entre los neurotransmisores excitadores e
inhibidores que desencadenan neurodegeneracién y cambios en los procesos cognoscitivos
(Gaspar et al. 2016).

Neuroglia: Astrocitos y Funciones Homeostaticas

Los astrocitos realizan funciones homeostaticas dentro del SNC, entre ellas esta la
regulacion de neurotransmisores en las sinapsis quimicas; ademas, a través de su amplio
repertorio de canales de potasio mantienen una concentracion 2-3 mM K* extracelular. Los

astrocitos también participan en la regulacion del flujo sanguineo cerebral coordinandolo con la
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actividad neuronal y apoyan a las funciones metabdlicas de las neuronas (Kettenmann y Ransom
2013).

La regulacion de la neurotransmision por los astrocitos esta basada, en gran parte por
calcio intracelular y la activacion receptores metabotréopicos y ionotrépicos. El glutamato liberado
de la neurotransmisioén es co-transportado con Na'* hacia los astrocitos por el transportador GLT-
1, la bomba de Na!*/K!* recupera el gradiente de sodio a través del consumo de ATP. Para
recuperar las pérdidas de este proceso, se incrementa la glucdlisis para la produccion 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 circulacion cerebral a través de los transportadores de
glucosa localizados en sus podocitos que mantienen contacto con los capilares sanguineos. La
glucosa es metabolizada a lactato y lo transportan hacia la neurona por receptores especificos o
almacenada limitadamente en glucégeno. La liberacién de K!* durante la neurotransmision es un
inductor de la exportacion de lactato. ElI suministro de glucosa es modulado a través del flujo
sanguineo por vasodilatacién o vasoconstriccion. Este proceso es importante debido a que en el
SNC la reserva de energia 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 metabdlicos en respuesta a la actividad neuronal. Ademas,
expresan un alto nivel de conexinas, uniones comunicantes que son poco selectivas y permiten
el intercambio citoplasmatico de moléculas pequefias (hasta 1.5 kDa), iones (K*, Ca?*, Nal*),
segundos mensajeros como monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), 1,4,5-trisfosfato de
inositol (IP3), neurotransmisores (glutamato) y metabolitos energéticos (glucosa, lactato)
(Escartin y Rouach 2013).

Los astrocitos mantienen una comunicacion entre la actividad neuronal y las redes
vasculares, estos tres tipos celulares conforman la unidad neurovascular. Por ejemplo, el
glutamato liberado durante la neurotransmisién activa receptores metabotropicos en los
astrocitos, induciendo un aumento de Ca?" intracelular que lleva a la activacion de fosfolipasa A,
y por consecuente, la movilizacion de acido araquidénico. El acido araquidonico puede ser
metabolizado por ciclooxigenasas (COX) y generar prostaglandina E», que provoca vasodilatacion
en el masculo liso vascular o por el citocromo P450 generando &cidos epoxieicosatrienoicos
(EETSs) que tienen efectos vasodilatadores, o bien &cidos hidroxieicosatetraenoicos (HETES) que

causan vasocontrisccion (Figura 5) (Howarth 2014; Koehler et al. 2009).
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Figura 4. Regulacion metabdlica 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 activacion de receptores metabotrépicos por la captacion de glutamato
incrementa Ca?*y esto activa canales de K!* sensibles a Ca?* (Kca) en los podocitos. La liberacion
de K!* activa a los canales Kj; expresados en las células del musculo liso vascular, provocando
vasodilatacion (Koehler et al. 2009).

Los receptores para Ang Il se han reportado tanto en neuronas y en glias. La activacion
de los receptores de Ang Il desencadena movilizacion de calcio intracelular, y aumenta la
liberacion de prostaglandina y prostaciclina en astrocitos (Jaiswal et al. 1991). Ademas, en
astrocitos del tronco encefélico y del cerebro se encontro la presencia del receptor AT: en ratas
normotensivas (Morimoto et al. 2002). Estudios de biologia molecular demostraron que en
astrocitos de ratas adultas la produccion de Ang Il estimula los receptores AT: para elevar la
presion sanguinea (Haspula y Clark 2016). Sin embargo, la Ang |l también participa en la
patogénesis de diversas enfermedades y diferentes estudios han reportado que participa en la
disfuncion de la unidad neurovascular por procesos inflamatorios (Mogi et al. 2012).
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NEUROTRANSMISION Y RECEPTORES DE MEMBRANA

La transmision sinéaptica pueden ser eléctrica o quimica, sin embargo, dentro del cerebro
la mayoria es quimica (Fox 2014; Kandel et al. 2014). En las sinapsis quimicas, cuando el
potencial de accién alcanza la terminacion de la neurona presingptica, se libera un
neurotransmisor mediante exocitosis que se une a receptores especificos a dicho
neurotransmisor (ionotrépicos y metabotrépicos) en la neurona postsinaptica. La sefal
postsinaptica de excitacion o inhibiciébn depende del tipo del receptor con el cual se une el
neurotransmisor (Kandel et al. 2014).

Mecanismos de Sefializacién lonotrépicos y Metabotrdpicos

Los receptores ionotropicos 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 Na'* y CI*" (Dorostkar y Boehm 2008;
Purves et al. 2001). El incremento de iones en el citoplasma tiene como consecuencia la
activacion de genes de transcripcion, cambios en el citoesqueleto, degradacion, transporte y
sintesis de proteinas (Li et al. 2014).

Los receptores metabotropicos estan acoplados a proteinas G y entre los subtipos que
tiene esta familia, se encuentra Go que es la mas abundante en el SNC e inducen diferentes vias
de sefializacion que involucran segundos mensajeros como Ca?*, cAMP, cGMP , IP3,
diacilglicerol (DAG) resultando en la activacion de genes, fosfolipasas, adenilato ciclasa,
fosforilacion de proteinas, activacion de factores de transcripcion, modulacién de la actividad
sinaptica, y cierre o apertura de canales i6nicos (Evans et al. 2001; Jiang y Bajpayee 2009;
Michael-Titus et al. 2010; Tuteja 2009). Estos receptores participan en la modulacién de varias
funciones celulares como la percepcion sensorial, quimiotaxis, neurotransmision, comunicaciéon
celular, y a través de su union a proteinas G pueden interactuar con diferentes moléculas como
Ang I, serotonina, dopamina, GABA, opioides, glutamato, nucleétidos, péptidos, fotones, Ca?*,
entre otros (Singh y Karnik 2016; Tuteja 2009).

En las células piramidales del hipocampo, la proteina Go media la sefializacion de los
receptores de serotonina y GABA en la activacion de los canales de potasio y cloruro (Jiang y
Bajpayee 2009). La sobreexpresion de la proteina Goq en neuronas resulta en la activacion de
Rapl que aumenta la expresion de Src y Stat3 para promover el crecimiento neuronal y a través

de quinasas Rho y Pl4 controlan la reorganizacion de actina. Ademas, participa en el desarrollo
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neuronal debido a que la proteina GAP-43, con alta expresion en el desarrollo y regeneracion
axonal, mejora la unioén del GTP a la proteina Go (Jiang y Bajpayee 2009).

En las células gliales, hay mayor expresion de receptores metabotrépicos que
desencadenan sefiales de Ca?* en el citosol, pero con experimentos in situ se ha demostrado la
expresion de receptores ionotropicos para glutamato, ATP, GABA y glicina que pueden ser
activados por la liberaciéon de neurotransmisores o gliotransmisores (Lalo et al. 2011).

En cultivos celulares del hipocampo y del cerebelo se ha encontrado que la liberacion de
glutamato debido a la actividad sinaptica propaga ondas de Ca?* en astrocitos. En experimentos
similares, pero realizados en rebanadas del hipocampo se encontr6 que acetilcolina también
desencadena sefializacion de Ca?" por receptores metabotrépicos. Sin embargo, dicha
sefalizacién en neuronas y astrocitos se propaga a diferentes tiempos. Por ejemplo, las sinapsis
eléctricas o quimicas son mas eficaces en la amplitud de su sefializacion mientras que las ondas
de Ca?*son lentas (Lalo et al. 2011).

Los astrocitos mantienen contacto directo en los sitios de liberacién de neurotransmisores
en las terminaciones neuronales, y presentan los mismos gradientes de transmisores que la
membrana postsinaptica, esto tiene como resultado que los receptores ionotropicos y/o
metabotrépicos sean activados por la transmision sinaptica. Esto indica que neuronas y glia estan
en constante comunicacion a través de estos receptores, lo que sugiere que un déficit en los

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

Angiotensina Il: Receptores AT1y AT»

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) regula en el ser humano el balance
de agua, la sed y la presion sanguinea, entre otras respuestas conductuales (Wright y Harding
2013). La Ang Il es un octapéptido que activa sistémicamente receptores de membrana celular
denominados AT: y AT.. Estos receptores estdn acoplados a proteinas G vy, por ejemplo, la
activacion del receptor AT; conduce a respuestas de vasoconstriccion y a la homeostasis de
electrolitos (Bloch et al. 2015; McKinley et al. 2003; Wright y Harding 2013).

La Ang Il se forma a partir del angiotensindgeno generado en el higado por via enzimatica
(Figura 6). A nivel periférico, la hormona renina circulante se genera por las células granuales del
aparato yuxtaglomerular renal ante una caida de la presién arterial. La renina hidroliza al
angiotensindgeno circulante para formar el decapéptido angiotensina | que sirve como sustrato
para la enzima convertidora de angiotensina (ECA) la cual hidroliza el carboxilo terminal de

histidina-leucina para formar la Ang Il (Wright y Harding 2013). A partir de aqui se pueden seguir
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diferentes vias enzimaticas para convertir la Ang Il en otros péptidos como angiotensina lll,
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 funcién/actividad aun so
poco estudidas.

Dentro del SNC, las enzimas para la formacion de Ang Il 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 hipotalamo y 6rganos circunventriculares mientras que el ARNm del
angiotensindgeno se ha encontrado en astrocitos y la Ang Il se ha encontrado dentro de vesiculas
sinapticas (Wright y Harding 2013).

En este sentido, el sistema renina angiotensina en el cerebro se ha demostrado en afios
recientes y se ha implicado en la regulacion del flujo sanguineo cerebral y asimismo, a la Ang I
se le han atribuido funciones de proteccién cerebral, participacion en mecanismos cerebrales de
estrés, depresion, consolidacion de la memoria y en enfermedades como el Alzheimer, Parkinson
y diabetes (Wright y Harding 2013).

Angiotensinogeno
Renina

.
Angiotensina | (1-10)

ECA (1-8)

. 4

Angiotensina Il

Receptor AT1 Receptor AT2

Vasadilatacion

Vasoconstriccion — Crecimiento de
Proliferacion neuritas
Hipertrofia Flujo sanguineo
Liberacion de cerebral
aldosterona Antiproliferacion
Estrés oxidativo Excitabilidad

neuronal

Figura 6. Via clasica de formacion de Ang Il (modificada de Guimond y Gallo-Payet 2012).
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- Car-P = carboxipeptidasa P

Figura 7. Vias enziméticas para la conversion de angiotensinogeno en Ang Il y otros péptidos
(modificada de Wright y Harding 2013).

Los receptores para Ang Il que se encuentran en los 6rganos circunventriculares
responden a la Ang Il periférica, mientras que los receptores dentro de la BHE responden a la
gue se sintetiza en el cerebro (Saavedra 2005), debido a que la Ang Il sistémica no puede
atravesar la BHE, aunque adn no es claro si en los 6rganos circumventericlares podria atravesar
Ang Il o sus derivados. Entre las regiones cerebrales que poseen receptores de Ang Il estan el
rombencéfalo, la sustancia negra, el hipocampo, el bulbo olfatorio y el cuerpo calloso, entre otros
(McKinley et al. 2003).

El receptor AT sefializa a través de cascadas intracelulares provocados por la activacion
de proteinas G, elevaciéon de Ca?* y activaciéon de la proteina cinasa C. También se realizan
reacciones de fosforilacion que incrementan la expresion de factores de transcripcion como c-Fos
y ¢-Jun, involucrados en la proliferacion celular. Por otro lado, la sefializacion del receptor AT»
involucra la inhibicién de la via MAPK, fosforilacion y alteracion en los niveles intracelulares de
cGMP y en la regulacion de eventos pro/anti apoptéticos, entre otros (Culman et al. 2002).

Dentro de la circulacién cerebral, la Ang Il estimula la produccion de ERO’s afectando el
tono vascular, generando inflamacién y cambios en la estructura vascular, modificando el flujo

sanguineo cerebral asociado al desarrollo de hipertension (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 circulacion sanguinea, ya que puede dafiar proteinas,
ADN, lipidos, y altera la sefializacion del 6xido nitrico, disminuyendo su biodisponibilidad y
generando especies reactivas de nitrégeno como el peroxinitrito (ONOO") (De Silva y Faraci
2012). Aunque la formacion de este radical ocurre principalmente dentro de las células
endoteliales, se difunde a las células gliales adyacentes de las unidades neurovasculares,
induciendo dafio celular, inhibiendo la sintesis del vasodilatador PGI2 y de la actividad de canales
de potasio (De Silva y Faraci 2012). Ademas, el aumento de radicales libres debido a la
produccion de Ang Il 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 observd un incremento de Ang Il, en el cerebro y cerebelo, junto
con un aumento en los ERO’s y en la expresién 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 macro6fagos (Tota et al. 2012; Vargas et al. 2012). Ademas, la
administracién de LPS en la corteza prefrontal, amigdala y el hipocampo aumentd la expresion
del ARN mensajero del receptor ATy, sugiriendo que participa en la activacién de la respuesta
inflamatoria (Saavedra 2012). Por otro lado, antagonistas del receptor ATi, como candesartan,
redujeron los efectos anti-inflamatorios en la microvasculatura cerebral y neuronas del cerebelo
de ratas hipertensas a través de la disminucion en la expresion de diferentes vias como la
normalizacion del éxido nitrico sintasa, TNF-a, IL-18, IL-6, ICAM-1, COX-2, induccién de c-fos y
NF-kB, disminuyendo la infiltracion de macréfagos al cerebro y la activacion de la microglia
(Chrysant 2007; Saavedra 2012). Estos datos sugieren que la unidad neurovascular se ve
afectada por el aumento de Ang Il en condiciones patolégicas (Saavedra 2012).

Diversos estudios han demostrado que existe una relacién entre la sobreactivacion de
RAS con el desarrollo de diferentes enfermedades como diabetes, sindrome metabdlico,
desdrdenes neurodegenerativos como enfermedad de Alzheimer, Parkinson, enfermedades
cerebrovasculares, hipertension, isquemia cerebral, estrés, ansiedad, entre otros (Saavedra
2012). Por ejemplo, la induccion de diabetes por estreptozotocina estd asociado con un
incremento en la expresion 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 encontré mayores niveles de Ang Il y aumento en la expresion de los receptores
AT:1y AT, (Senanayake et al. 2007; Tota et al. 2012). Esta activacion de RAS contribuye a la

pérdida de neuronas debido a que Ang Il genera apoptosis por via de las caspasas 3y 9y
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disminuye la expresion de las proteinas anti apoptéticas Bcl-2 y C-IAP-1 en el hipocampo (Chen
et al. 2015).

La administracion de antagonistas del receptor AT: o inhibidores de ECA, previene el
aumento de peso en modelos de obesidad en roedores. Ademas, incrementa la absorcion de
glucosa y en pacientes se ha visto que disminuyen el riesgo de desarrollar diabetes (de Kloet et
al. 2010; Saavedra 2012). Ademas, utilizando perindopril (inhibidor de ECA) se redujo el dafio
neuronal en el hipocampo y corteza cerebral, se mejora el flujo sanguineo cerebral, y la funcion
colinérgica (Tota et al. 2012). De igual forma, se han propuesto diferentes mecanismos por los
cuales la Ang Il reduce la sensibilidad a la insulina y estos incluyen disminucion de adiponectina,
adipogénesis, inhibicion de la translocacion del GLUT4, aumento de procesos inflamatorios (de
Kloet et al. 2010). Por lo tanto, hay una relacion entre las vias de sefalizacion de la insulina y
Ang I, sugiriendo que bloguear este sistema podria mejorar la sensibilidad a la insulina (de Kloet
et al. 2010; Saavedra 2012).

Estos datos demuestran que el RAS estd envuelto en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativos y en la etiologia de enfermedades metabdlicas (Tota et al. 2012). En este
sentido, es importante conocer los efectos de este sistema en condiciones patolégicas en

regiones del cerebro donde no se ha estudiado como el I6bulo frontal.

Receptor AT,

Dentro del SNC, los astrocitos poseen una mayor densidad de receptores ATi. En
roedores existen tres isoformas de este receptor ATia, ATie Y ATic. En el cerebro de rata, la
mayoria pertenecen al subtipo ATia, ¥ No se encuentren diferencias en las afinidades que
muestran este receptor y el subtipo ATig por la Ang Il (McKinley et al. 2003; Saavedra 2005).
Ademas, muestran 95% de homologia entre ellos, y la secuencia del ADN del receptor AT:
muestra que esta compuesto por 359 aminoacidos en ratas, ratones y humanos, ademas
presenta 95% de homologia entre ratas y humanos, indicando que es un receptor conservado
entre las especies. Mientras que el receptor AT:c muestra homologia del 90% y 82% con los
subtipos AT1a y ATig, respectivamente (Balakumar y Jagadeesh 2014; Berry et al. 2001).

La sefalizacion del receptor AT: se realiza a través de las proteinas Gq, Gi, Gi113. Las
funciones fisioldgicas sistémicas inducidas por la activacion del receptor AT1 son contraccion
cardiovascular, sintesis de proteinas, reorganizacion del citoesqueleto, migracién celular,
cambios en la morfologia celular, efectos tropicos por activacién de tirosinas y expresion genética,

y también participa en eventos fisiopatolégicos como inflamacién, hipertrofia, fibrosis, disfuncién
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endotelial, estrés oxidativo, depdsito de matriz extracelular, resistencia a la insulina, angiogénesis
y activa factores de transcripcion como ERK1/2, MAPK, PyK2, la familia de cinasas c-Src, NFkB,
JAK/STAT, entre otros (Balakumar y Jagadeesh 2014; Berry et al. 2001; Singh y Karnik 2016).
La regulacién de este receptor puede variar dependiendo del estado fisiolégico del animal como
deshidratacion, hipertension, estrés pueden influenciar la expresion del receptor AT: (McKinley
et al. 2003).

Receptor AT

El receptor AT, tiene mayor expresion en periodos fetales y va disminuyendo con el
tiempo, aunque su expresion se mantiene alta en el bulbo raquideo, talamo, coliculos superiores,
asi como en el ncleo subtalamico y en el cerebelo (Gendron et al. 2003). Ademas, también esta
expresado junto con el receptor AT; en areas involucradas en funciones cardiovasculares y
aprendizaje. Se ha demostrado que también esta expresado en la vasculatura cerebral, donde
actta regulando el flujo sanguineo cerebral (Guimond y Gallo-Payet 2012b).

El receptor AT, se encuentra localizado en neuronas y en astrocitos. Las funciones de
este receptor son contrarias a las realizadas por el receptor AT, esto quiere decir que promueve
la vasodilatacién, incrementa la expresion de citocinas antiinflamatorias, tanto en el cerebro como
en el sistema cardiovascular (Gallo-Payet et al. 2011), ademas el receptor AT, esta asociado a
las isoformas de la proteina Ga, principalmente a Gai; y Gais. Entre las respuestas inducidas por
la activacion de estas proteinas G esta la expresion de la fosfatasa MAP cinasa fosfatasa 1 (MKP-
1), activacion de canales de potasio y produccién de cGMP durante la diferenciacion neuronal
(Gendron et al. 2003).

En estudios en lineas celulares, la activacion del receptor AT, esta relacionada con la
proliferaciéon celular, apoptosis, diferenciacion celular, elongacién de axones, migracion neuronal
y mantiene las conexiones sinapticas. Por ejemplo, en la linea celular NG108-15 se observé que
un tratamiento con Ang Il increment6 el nimero y longitud de dendritas, y axones (Gendron et al.
2003).

En cultivos celulares cerebrales la Ang |l a través del receptor AT, incrementa la expresion
de tubulina-BlIl, proteina tau y MAP, indicando que la activacion del receptor esta asociada con
rearreglos en el citoesqueleto. Ademas, activando el receptor con el agonista CGP42112 en
cultivos celulares provocd que las neuronas migraran hacia las células gliales. Este efecto
también se logré observar en procesos de regeneracion en la retina (Gendron et al. 2003). Las

funciones de sobrevivencia, migracién y elongacion son controladas por diferentes vias de
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sefalizacién activados por factores neurotropicos, hormonas y por Ang |l a través del receptor
AT (Gendron et al. 2003).

La expresion del AT, se incrementa después de dafio celular en infarto al miocardio o en
lesiones del SN. En cultivos celulares de explantes de retina de rata posnatal se utilizo el agonista
CGP42112 produciendo regeneracion axonal e fibras nerviosos en el sitio de lesién (Gendron et
al. 2003; Lucius et al. 1998). Asimismo, la actividad del receptor AT, incrementa la plasticidad
singptica modulando la actividad de canales iénicos, influye en la organizacion de microtubulos,
provoca vasodilatacion debido al incremento en la produccién de 6xido nitrico-cGMP, y disminuye
la produccion de superéxidos por parte de la NAPDH oxidasa, activa fosfatasas e incrementa la
sintesis de ETT'’s disminuyendo TNF-a, NF-kB, IL-6, teniendo como consecuencia la disminucion
de procesos inflamatorios (Gallo-Payet et al. 2011; Saavedra 2005).

En desérdenes neuroldgicos como la enfermedad de Parkinson y Alzheimer la expresion
del receptor AT, se ve disminuida. En este sentido se puede hipotetizar que carencia de la
actividad del receptor AT, aumenta los efectos patolégicos 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
encontré que éstas empeoraban su fisiologia cadiovascular y después de un proceso isquémico
presentaban mayor dafio cerebral (Guimond y Gallo-Payet 2012b). Por otro lado, mutaciones en
este gen generan una disminucién en la inteligencia. Por ejemplo, en estudios clinicos se ha
relacionado con manifestaciones de autismo. Ademas, disminuye el comportamiento exploratorio
y la memoria espacial en animales de laboratorio. Estos datos sugieren que el receptor AT es
fundamental para las funciones cognitivas y para el flujo sanguineo cerebral (Guimond y Gallo-
Payet 2012Db).

Ciclooxigenasas 1y 2: Prostanoides

El acido araqudodnico (AA) es producto de la actividad de la fosfolipasa C y Az en los
fosfolipidos 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
diferenciacion, proteccion y reparacion de células del SNC (Bazan 2005; Tilley et al. 2001).

La sintesis de prostanoides se da principalmente por la via de las ciclooxigenasas, la COX-

1 que tiene expresion constitutiva en la mayoria de las células y esta 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 expresion constitutiva en neuronas,
principalmente en las dendritas y region perinuclear, donde incluso puede elevar su expresion
debido a la actividad sinaptica de los receptores NMDA (Bazan 2005; Minghetti 2004; Sang y
Chen 2006). Ambas enzimas ancladas en la membrana celular presentan una estructura y
actividad catalitica similar, tienen el mismo peso molecular y comparten el 61% de su secuencia
de aminoacidos. Existe una tercera isoforma COX-3, aunque es una variante de COX-1 (Bazan
2005).

Para la produccion de prostanoides, el primer paso de esta via de sintesis se cataliza la
unién de oxigeno dentro del AA para formar PGG2, un intermediario endoperoxido inestable, y
posteriormente por la actividad peroxidasa de las ciclooxigenasas se convierte en PGH2. Este,
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 citosélica E sintasa, mientras que
COX-2 lo esta con prostaglandina | 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 liberacion de glicina a través de los
receptores EP2 en la membrana postsindptica, modula la neurotransmision adrenérgica,
noradrenérgica, glutaminérgica, reorganiza la actina del citoesqueleto y participa en la formacion
de dendritas, entre otros (Chen y Bazan 2005; Minghetti 2004). Ademas, las PGs estan
involucradas en acoplar la plasticidad sinaptica con el flujo sanguineo cerebral y los estudios
demuestran que pueden actuar de manera paracrina en la membrana sinaptica y en la membrana

de astrocitos, o autocrina en los receptores postsinapticos (Chen y Bazan 2005; Minghetti 2004).
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Figura 8. Via de biosintesis 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 musculo liso vascular y a los pericitos a través de la
activacion 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 neuroinflamacion es una respuesta inmune a varios estimulos exdégenos o endégenos
en el SNC y cuando se vuelve cronica puede llevar a disfuncién en los circuitos neuronales (Yang
y Chen 2008). Los estudios indican que las enzimas COXs pueden contribuir al proceso
inflamatorio, aunque el tipo de estimulo o los niveles de cada isoforma en un tejido en especifico
puede determinar que enzima participa mas (Ricciotti y FitzGerald 2011). Ademas, una clave en
la inflamacion es el rol de los mecanismos de la ciclooxigenasas en estos procesos y es
importante entender los mecanismos fisioldgicos y patolégicos de esta enzima en las funciones
del cerebro (Yang y Chen 2008).
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En procesos neuroinflamatarios, se libera ain mas AA debido a citocinas o sefializacion
glutaminérgica que aumentan la expresion de COX-2, lo que provoca sobreexpresion de sintesis
de prostanoides. Ademds, diversos estimulos como dafio a la membrana, estrés celular,
desencadenan la expresion del gen de COX-2 (Rapoport 2008). Sin embargo, una liberacién
excesiva de glutamato provoca dafio a las neuronas, esto quiere decir que en un proceso de
inflamacién cronica puede generar neurodegeneracion debido a la toxicidad por glutamato (Yang
y Chen 2008).

Experimentos realizados con inhibidores de COX-2 demostraron que hay afectacion en la
adquisicion, consolidacion y en la retencion espacial de la memoria, sugiriendo que esta enzima
tiene un papel importante en la plasticidad sinaptica y cognicion, esto es debido a que encuentra
colocalizada con la proteina PSD-95, marcador postsinaptico y de menor forma, con sinaptofisina,
un marcador presinptico (Chen y Bazan 2005).

En un estado hiperglicémico y en procesos inflamatorios, los niveles de Ang Il aumentan
y tiene la capacidad para estimular la fosfolipasa A, a través del receptor AT:, aumentando la
sintesis de prostaglandinas, ademas en células del masculo liso se observd 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 asociacion entre el RAS y la expresion de COX-2, por ejemplo, la
sobrexpresion del receptor pro-renina aumenta la expresiéon de COX-2 (Green et al. 2012). Las
EROQO’s generadas en un estado hiperglicémico crénico incrementan la expresion de COX-2 en
células endoteliales, afectando el proceso de dilatacion y mejorando la contraccion (Green et al.
2012; Hu et al. 2002; Retailleau et al. 2010). Los derivados prostanoides junto con los niveles
altos de Ang Il, contribuyen a lesiones en la vasculatura. Ademas, inhibiendo COX-2 con
celecoxib se disminuyeron los marcadores de estrés oxidativo generados por la estimulacion de
Ang |l (Pialoux et al. 2017). Estos datos indican que existe una relacion entre COX-2 y Ang Il
debido a que incrementa la sintesis de prostanoides, generando procesos inflamatorios y
aumento de ERO’s, afectando a la circulacion por dafio a las células endoteliales, provocando

deterioro en la unidad neurovascular.
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MECANISMOS FISIOLOGICOS PARA EL CONTROL GLICEMICO

La homeostasis energética hace referencia a los diferentes procesos fisioldgicos que
gestionan la ingesta, almacenamiento y uso de energia para mantener niveles estables dentro
del organismo. La molécula mas utilizada es la glucosa, y existen diferentes elementos
hormonales como neuronales que regulan su produccion, asi como su uso adecuado con el fin

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

Hipotalamo y Centros Nerviosos Que Modulan La Alimentacion

El SNC es el encargado de mantener la homeostasis de la energia del cuerpo, y aunque
todas las células del cuerpo requieren glucosa para su metabolismo, el cerebro es el 6rgano
responsable en la regulacion adecuada del mismo. En la regulacién de la ingesta de alimentos,
estan involucradas tres areas: el tronco encefélico, hipotalamo, y partes de la corteza cerebral
(I6bulo frontal, el sistema limbico, entre otros). De estas areas, el hipotdlamo es el principal
regulador de la alimentacion y el metabolismo, debido a que recibe las sefiales provenientes del
intestino como del tronco encefalico para modular la alimentacién y gasto de energia. El
hipotdlamo se divide en cinco areas que incluyen los nucleos arcuato (ARC), paraventricular
(PVN), ventromedial (VMN), dorsomedial (DMN) y el &area hipotalamica lateral (LHA), todos
interconectados entre si (Lenard y Berthoud 2008; Meek et al. 2016; Simpson et al. 2009; Timper
y Bruning 2017).

El ARC es critico en la regulacion del metabolismo, debido a que se encuentra en una
zona pobre en BHE, lo que le permite integrar las sefiales hormonales y metabélicas provenientes
de la circulacién periférica, y generar una respuesta de retroalimentacion a través de las neuronas
centrales y periféricas (Timper y Bruning 2017). Hay dos poblaciones de neuronas implicadas en
la regulacién de la alimentacién, una de ellas incrementa la ingesta de alimentos y co-expresan
el neuropéptido Y, ademas de la proteina AgRP. El segundo tipo de neuronas co-expresan el
transcrito relacionado con la cocaina y anfetaminas (CART) y proopiomelanocortina (POMC), y
su funcion es inhibir la ingesta de alimentos (Montiel-Herrera M et al., 2018). Los dos grupos de
neuronas estan en comunicacion con las otras areas hipotaldmicas PVN, DMN, LHA relacionadas
con la regulacion del apetito (Simpson et al. 2009). La actividad de estas células reside en el
cambio de energia constante que tiene el cuerpo y, por lo tanto, deben coordinar la liberacion 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 electrofisiologicos realizados en las areas LHA y VMH demostraron que las
neuronas presentan una alta sensibilidad a los cambios en la concentracion de glucosa. Se
encontré que presentaban alteraciones en la tasa de activacion neuronal y en las concentraciones
de Na'*, Ky Ca?" debido a variaciones de concentracién (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 areas del hipotdlamo permanecen en estrecha comunicacién 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, asi como en el gasto de energia. EIl 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 neutréfico derivado del cerebro para disminuir la ingesta
de alimentos (Simpson et al. 2009).

Las neuronas dentro del LHA que reciben sefiales del ARC contienen varios
neuropéptidos reguladores de alimentos que incluyen orexina, hormona de concentracion de
melanina, CART, neurotensina, histamina, ademas expresan receptores de leptina, y recibe
informacién de las areas cerebrales asociadas con la recompensa, la motivacion, el aprendizaje,
la memoria, y de las areas del tronco cerebral (Simpson et al. 2009).

Las neuronas del ARC (POMC/CART) también se proyectan a una variedad de areas
adicionales. Por ejemplo, las neuronas POMC sensibles a la leptina se comunican con areas del
tronco encefélico asociadas con la respuesta a sefales de saciedad (Lenard y Berthoud 2008;
Simpson et al. 2009). Ademas, 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 sefiales homeostaticas del hipotdlamo se integran con las provenientes de
alimentacién de circuitos mesolimbicas y sefiales de centros de toma de decisiones superiores
como la amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal, asi como del nicleo accumbens para
regular la homeostasis energética (Lenard y Berthoud 2008; Simpson et al. 2009). Esto es
importante debido a que el SNC tiene dafio irreversible cuando es privado de glucosa, asi que
tiene sentido que el cerebro regule el metabolismo, comportamiento y garantice una

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

El pancreas participa en la regulacion de la homeostasis del metabolismo por la liberacion
de diversas enzimas y hormonas. Ademas, conserva una concentracion de glucosa de 4-6 mM
en sangre principalmente a través de la secrecion de insulina y glucagon (Figura 9)(Fox 2014,
Grayson et al. 2013; Roder et al. 2016). La secrecion de estas dos hormonas es regulada por el
SN auténomo (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 | (GLP-1) y el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) (Fox 2014).
Estas dos moléculas se unen a los receptores en las células  del pancreas para incrementar la
secrecién de insulina, por lo tanto, se inhibe la secrecién de glucagon (Roder et al. 2016).

La insulina aumenta la sintesis de glucégeno, y cuando los depdsitos se saturan,
comienza la sintesis de grasa. Sin embargo, la insulina también puede actuar sobre el ARC del
hipotalamo para inhibir la estimulacion del nervio vago, y por lo tanto, la liberacién de glucosa en
el higado. Ademas, GLP-1 suprime la glucogendlisis, secrecién de glucagon y el apetito (Roder
et al. 2016).

Por otro lado, durante el ayuno se reduce la secreciéon de insulina y aumenta la de
glucagon. Este cambio en la secrecién de hormonas tiene como resultado un incremento en la
liberacion de glucosa desde el higado, debido a la glucogendlisis. Bajo esta condicion fisioldgica,
se incrementa la estimulacion de lipdlisis y cetogénesis, o que genera sustratos de energia
diferentes para los distintos 6rganos, teniendo como consecuencia el uso de glucosa sélo por
parte del cerebro (Fox 2014; Grayson et al. 2013; Roder et al. 2016).
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Figura 9. Regulacién del metabolismo de glicemia (modificada de Roder et al. 2016).

Diabetes Mellitus Tipo 1y Il

La diabetes mellitus es una enfermedad crénico-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 poblacién total) y en Sonora el 7.7% de la poblacion tiene diabetes
(ENSANUT, 2016).

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) es una enfermedad autoinmune que surge a través de
una interaccidon compleja de factores genéticos e inmunoldgicos. La produccion de insulina esta
comprometida como resultado de una destruccidon por el sistema inmune de las células
pancreaticas (Morran et al. 2015; van Belle et al. 2011). EI comienzo de la enfermedad clinica
representa la destruccion de casi todas las células (Morran et al. 2015; van Belle et al. 2011).

Hay tres tipos de anticuerpos conocidos que provocan la destruccion de las células
pancreaticas. Los primeros se llaman anticuerpos citoplasmaticos de células de islote que estan

presente en el 90% de los casos, anticuerpos superficiales de células de islotes dirigidos contra
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antigenos de superficie y otro especifico contra el acido glutamico descarboxilasa, ambos
descritos en los 80% de los casos (Ozougwu et al. 2013).

Los andlisis genéticos de DMT1 han asociado al complejo HLA, principalmente los alelos
de clase Il, 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
proteccion 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 activacion
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 especificos de islotes CD4+
derivados de ratones diabéticos, cuando se inyectan en ratones pre diabéticos o no diabéticos,
inducen destruccion de las células B, lo que conduce a la enfermedad. Las células T CD4+ son
suficientes para inducir la destruccion de las células B, mientras que las células T CD8+
contribuyen a la gravedad del dafio (Ozougwu et al. 2013).

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un sindrome caracterizado por hiperglicemia crénica
resultado de la secrecion insuficiente de insulina por las células B de los islotes pancreaticos, o
por la incapacidad de la insulina secretada para estimular la captacion glucosa (resistencia a la
insulina), o ambas. La DMT2 puede ocasionar complicaciones como cetoacidosis, falla del rifién,
enfermedades cardiovasculares, ceguera (van Belle et al. 2011). Ademas, es resultado de la
interaccion de la composicion genética del sujeto y factores ambientales como obesidad, exceso
de alimentacion, falta de ejercicio, estrés y envejecimiento, entre otros (Leahy 2005). Estos
factores afectan la funcion de las células  y la sensibilidad del musculo, higado, pancreas 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). Ademas, se han
encontrado anomalias genéticas que estan 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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JUSTIFICACION

La comunicacion neurovascular es responsable de regular el suministro de oxigeno y
nutrientes a todas sus células cerebrales a través de procesos de dilatacion y contraccion
vascular, y existen pocos estudios de como un estadio de hiperglicemia crénica afecta a estas
funciones. Adicionalmente, se ha observado que el sistema renina angiotensina incrementa su
actividad en condiciones patoldgicas, ademas la literatura indica que este sistema participa en la
fisiopatologia de enfermedades como diabetes, y considerando que en México el 11% de la
poblacion padece esta enfermedad, es importante conocer la funcién de los receptores AT,y AT»
en condiciones de hiperglicémicas y como afecta a la unidad neurovascular. Aunque en diversas
areas del sistema nervioso se han localizado los receptores AT:1 y AT, para Ang Il, hay pocos
estudios, acerca de la expresion de ambos receptores en el I6bulo frontal. El estudio de la
expresion de receptores a Ang Il en células cerebrales, en un estado diabético, generard nuevo
conocimiento que podria ayudar a comprender mejor los efectos fisiopatoldégicos que genera la

diabetes mellitus en el sistema nervioso central.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas oficiales nacionales para
el buen uso y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) de acuerdo al dictamen
favorable DMCS/CBIDMC/D-92 otorgado por el Comité de Bioética en Investigacion del
Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud. Los experimentos se realizaron en los
laboratorios de investigacion 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 dias 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.

Induccién de Hiperglicemia con Estreptozotocina

Para inducir la hiperglicemia (HG>300 mg de glucosa/dL de sangre) en nuestro modelo
animal, se siguio el protocolo descrito por Nagayach et al. 2014. Brevemente, un grupo de 10
ratas (P4-P5) se dejo 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 dej6 que la STZ se metabolizara 1
h y los animales se regresaron al Bioterio con su madre biol6gica. Cuatro dias después de la
inyeccion de STZ, utilizando un glucometro (Accu-Chek) se registré la concentracion 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 concentracion <300 mg de glucosa/dL, se les
suministré otra dosis igual a la anterior de STZ. Tres dias después de la segunda inyeccién de
STZ, se volvid a registrar la concentracion de glucosa en sangre y aguellos animales
considerados hiperglicémicos se utilizaron para realizar cultivos celulares primarios de l6bulo
frontal. Todo aquel animal que registré valores <300 mg de glucosa/dL de sangre quedd

descartado para futuros experimentos.

Cultivos Celulares Primarios del L6bulo Frontal de la Rata

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

0-3 dias (P0-P3) y P10-14 para cultivos normoglicémicos e hiperglicémicos, respectivamente. Los
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animales se eutanizaron, inyectandoles pentobarbital sédico intraperitoneal (120 mg/kg) para
después decapitarlos. Inmediatamente, a cada animal se le extrajo el cerebro (<1 min) con
material de diseccion, se colecto el I6bulo frontal para colocarlo en una caja Petri de vidrio con
solucion Ringer fria (4-8°C). A continuacién, 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 pequefios de tejido para facilitar su disociacion mecénica 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 disociacién. La solucion se dejé 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
sedimentacion, se agregaron 2 mL de medio de cultivo NB-SFB de la siguiente composicién: 8.9
mL de NB, 1 mL de suero fetal bovino (SFB), 100 uL de antibiéticos (penicilina-estreptomicina).
El cultivo celular se colocé en una incubadora (New Brunswick, Eppendorf Company, Galaxy 48S)
a 37°C y 5% CO; en atmosfera himeda. El medio de cultivo se cambié cada primer y tercer dia,
hasta su utilizacion para los experimentos.

Con el fin de conocer si la estimulacion directa con Ang Il incrementaba la expresion de
los receptores AT1y ATz, se agreg6 Ang Il 10 uM (disuelta en solucién Ringer temperada) durante
30 minutos a cultivos celulares primarios del I6bulo frontal. Posteriormente, se le extrajo el RNA
total (ver mas adelante).

Con la fin de conocer que receptores para Ang |l expresaban los astrocitos del I6bulo
frontal, se procedio a estimular con el factor de crecimiento G5 a cultivos primarios del 16bulo

frontal normoglicémico.

Biologia Molecular: Retrotranscripién-Reaccion de Polimerasa en Cadena (RT-
PCR)

El ARN total se extrajo de los cultivos celulares primarios del I6bulo frontal de la rata de
acuerdo al procedimiento descrito por el proveedor (Direct-zol RNA MiniPrep R5020) (Anexo 5).
Para la sintesis del DNA complementario se utilizaron oligonucleétidos aleatorios con la
retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (RT-M-MLV) (Anexo 6). Posteriormente, haciendo
uso de la reaccion en cadena de la polimerasa se amplific6 el cDNA por 35 ciclos en un
termociclador C1000 (Bio-Rad) usando secuencias de oligonucle6tidos 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 tensién de 90 V durante 40 min. Finalmente, el gel se colocé dentro del equipo
WiseDoc WGD-30 (Wisd) acoplada a una camara digital y utilizando el software Wise Capture Il
se fotodocumentaron los resultados que representan al menos 2 repeticiones experimentales.
Para semicuantificar la concentracion del amplicén obtenido, utilizando el programa de libre
acceso Fiji-lmageJ (https:/fiji.sc), se registré como referencia la intensidad de la banda de 500
pares de bases de concentracion conocida, se compardé con la intensidad del amplicon de interés,
y se reporta como porcentaje (%) de acuerdo a la siguiente relacion matematica: donde lampiicsn =
intensidad del amplicon de interés Isoo pb, intensidad de la banda de 500 pares de base (Anexo 7).

Tabla 1. Caracteristicas de los oligonucleotidos experimentales

Nombre | Secuencia ID | Secuencias (S, sentido; AS, antisentido) en | Pares de

direcciéon 5’-3’
bases

S: CCCTGCTGGTGGAAAAGCCTCGTCC
COX-2 | NM_017232.3 263
AS: TACTGTAGGGTTAATGTCATCTAG

AT: NM_031009.2 | S: ATGCCAGTGTGTTTCTGCTC 244

AS: AACTCAACACTCCCCATTGG

AT» NM_012494.3 | S: CAGTGGTCTGCTGGGATTGC 238

AS: CCATCCAGGTCAGAGCATCC
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RESULTADOS

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

Los cultivos celulares primarios del I6bulo frontal normoglicémico se realizaron con ratas
posnatales de 0-3 dias de edad (P0-P3). Después del primer dia de cultivo, las células mostraron
al menos una proyeccion del soma celular. Las células en cultivo presentaron 9.5 + 0.25 ym de
diametro (n = 58), diferentes morfologias ovoides y un incremento en las proyecciones del soma
celular hacia las células adyacentes (Figura 10A). Sin embargo, los cultivos celulares primarios
del 16bulo frontal hiperglicémico presentaron un soma celular mas pequefio (4.9 £ 0.18 ym; n =

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

Figura 10. Células en cultivo del I6bulo frontal normoglicémico (A) e hiperglicémico (B). Las
flechas sefialan los somas celulares. Barra de calibracion 15y 8 uym, respectivamente.

Expresion de los Transcritos COX-2 y de Receptores AT:1 y AT en Cultivos
Celulares Primarios del Lobulo Frontal de la Rata Normo e Hiperglicémica

Las células cultivadas del I6bulo frontal expresaron transcritos para COX-2 en condiciones
normoglicémicas y asimismo, los cultivos celulares primarios estimulados por 30 min con 10 uM

de Ang Il. Sin embargo, las células estimuladas con Ang Il expresaron ~23% mas transcrito de
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COX-2. Los cultivos celulares primarios normoglicémicos y estimulados con Ang Il ho expresaron
transcritos de los receptores AT1 y AT, (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de los amplicones de AT1, AT, y COX-2 de cultivos celulares primarios
(A) normoglicémicos (n = 4) y (B) estimulados con 10 uM Ang II/ 30 min (n = 6) . PM = Peso

molecular.

Expresion de los Transcritos COX-2 y de Receptores AT: y AT en Cultivos

Celulares Primarios del Lébulo 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 dias de cultivo. Posteriormente se cambié el medio de cultivo por medio

suplementado con el factor de crecimiento G5, para la proliferacién especifica de astrocitos

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

astrocitos del |6bulo frontal expresaron transcritos Unicamente para el receptor AT, (Figura 12).
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Figura 12. Expresién de los amplicones de AT;, AT, y COX-2 de astrocitos del |6bulo
frontal (n = 2). PM = Peso molecular.
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En cambio, los cultivos celulares primarios del I6bulo frontal hiperglicémico expresaron
transcritos para COX-2 y para el receptor AT, (Figura 13), sugiriendo que los niveles de glucosa
en sangre afectan en la expresion del receptor AT, Comparando los resultados anteriores
normo/hiperglicémicos, se observd una disminucion de la expresiéon de COX-2 de ~15% en las
células cultivadas del tejido hiperglicémico.

E“"{;’f de  cox2 AT AT2  Blanco
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Figura 13. Expresion de los amplicones de AT, AT, y COX-2 de cultivos celulares primarios
hiperglicémicos (n = 4). PM = Peso molecular.
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DISCUSION

Los cultivos celulares primarios del I6bulo frontal normoglicémicos presentaron, inicialmente, una
o dos proyecciones del soma celular desde los primeros dias, principalmente desde el dia uno o
dos de cultivo. La morfologia macroscépica de cultivos primarios de neuronas corticales y de
hipocampo, también presentan caracteristicas morfologicas similares desde los primeros dias de
cultivo (Kriegstein y Dichter 1983). Ademas, se encontr6 que después de los 10 dias de cultivo,
las células presentaron proyecciones celulares con morfologias diversas y patrones de
orientacion hacia células vecinas, sugiriendo una comunicacién 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 16bulo frontal hiperglicémico mostraron una disminucion en el
soma celular y en la cantidad de proyecciones, en comparacion con las células normoglicémicas.
Estos datos concuerdan con experimentos realizados con neuronas corticales, las cuales
presentan un menor tamafio fisico (medido a través la relacibn ADN/peso humedo del cerebro y
cantidad de proteina/DNA) (Malone et al. 2008; Malone et al. 2006b). Cabe sefalar, que existen
estudios que indican que las células con el soma disminuido presentan una cantidad de proteina,
acidos 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 resgitré una disminucion en la viabilidad celular, en el nimero de
dendritas y sinapsis (Liu et al. 2014), lo cual sugirie un déficit en la comunicacion celular. En
particular se conoce que estos tipos de alteraciones generan cambios en la plasticidad sinaptica
que conduce a la pérdida de diversas funciones celulares (Malone et al. 2008). Por ejemplo,
estudios inmunoquimicos realizados en tejido de hipocampo de ratas hiperglicémicas (inyectadas
con estreptozotocina (Nagayach et al. 2014) se increment6 la muerte neuronal en las regiones
CA1l, CA2, CA3y DG mediado por la activacién de caspasa-3.

La hiperglicemia crénica desencadena diferentes vias bioquimicas que inducen disfuncion
celular como la pérdida de dendritas que afecta a la plasticidad sinaptica, reduccion del soma y
eventualmente la muerte celular. Adicionalmente, la deficiencia de insulina en el modelo animal
con estreptozotocina genera dafios en el cerebro, como resultado de la falta de insulina
provocando cambios en la composicion del citoesqueleto y pérdida de neuronas mediado por vias
de sefalizacion de MAPK vy fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) (Gaspar et al. 2016). Ademas, 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 nitrogeno (Gaspar et al. 2016).

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian ser derivados de mecanismos celulares
apoptéticos desencadenados por el alto nivel de glucosa en sangre como se ha reportado en
cultivos celulares primarios de I6bulo frontal (Nagayach et al. 2014).

La expresion basal de COX-2 se ha encontrado en la corteza cerebral, hipocampo y
cerebelo, sugiriendo que tiene expresion constitutiva en esas regiones cerebrales, pero no en glia
o células endoteliales, donde su expresion es inducible (Strauss 2008). Considerando este dato,
la expresion de COX-2 en cultivos celulares primarios del l6bulo frontal de la rata pudiera ser
debida, principalmente, a la presencia de neuronas.

La Ang Il estimula la activacién de la fosfolipasa A; a través del receptor AT1, aumentando
la sintesis de prostaglandinas, ademas en células del musculo liso incrementa los niveles del
ARN mensajero de COX-2 (Green et al. 2012; Hu et al. 2002). Ademas hay estudios que
demuestran que hay una asociacion entre RAS y la expresion de COX-2 (Green et al. 2012). Sin
embargo, es posible que los niveles de expresion del receptor AT: hayan sido indetectables por
esta técnica, y por otro lado, la catdlisis de Ang Il a otras angiotensinas que interactiian con COX-
2 podrian explicar el ligero incremento. Por ejemplo, se ha encontrado que el cerebro contiene
todos los componentes de la via ECA2/Angiotensina-(1-7)/Receptor Mas (Bennion et al. 2015;
Xia y Lazartigues 2008). La angiotensina-(1-7) promueve la liberacién de prostanoides cuando se
une a su receptor Mas en neuronas, células endoteliales y células del musculo liso (Albrecht 2007;
Muthalif et al. 1998; Santos et al. 2000; Santos et al. 2013). La union al receptor Mas provoca la
liberacion de acido araquiddnico por la activacion de la CaM cinasa Il que a través de la via 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. Ademas, la angiotensina-(1-7) incrementa los
niveles de COX-2 cuando hay actividad neuronal (Albrecht 2007). Estos datos sugieren que la
sintesis de angiotensina-(1-7) puede inducir aumentos en la expresion de COX-2 y podria ser un
mecanismo celular que explique los hallazgos encontrados en este estudio.

La expresion de RAS no esta limitado a las areas que controlan las funciones
cardiovasculares. Los receptores para Ang Il se han detectado en diversas areas como la corteza
cerebral, hipocampo, nervio 6ptico, cerebelo, nucleo olfatorio y cuerpo calloso (Fogarty y Matute
2001). La mayoria de los efectos fisiologicos de Ang Il en el cerebro han sido estudiados en
neuronas. Sin embargo, hay estudios que han demostrado la presencia de los receptores de Ang

Il 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, ademas expresan
ambos receptores para Ang Il. Esto sugiere que tiene implicacién en las funciones de RAS
(Fogarty y Matute 2001; Kandalam et al. 2012). En distintas areas del cerebro se ha encontrado
diversidad en cuanto a la expresion de los receptores para Ang Il, por ejemplo, en el tronco
encefélico y cerebelo hay mayor expresion del recetor AT, (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 expresion del receptor AT
que de AT, (Garrido-Gil et al. 2017). Los cultivos primarios de astrocitos del Iébulo frontal
presentaron los transcritos para el receptor AT, (Figura 13), dato que concuerda con cultivos
celulares de astrocitos humanos (Jaiswal et al. 1991) y de ratones P1-P3 de la corteza cerebral,
aungue en ambos casos, se encontrd la expresion de AT y AT, (Park et al. 2013).

La expresion del receptor AT, puede sugerir diversas funciones en los cultivos celulares.
Los astrocitos liberan diferentes neurotrofinas, quimiocinas, citocinas bajo diferentes condiciones
fisiol6gicas que promueven proliferacién, diferenciacion y migracién de neuronas (Luo et al.
2017). En neuronas Yy células gliales del cerebelo, la activacion del receptor AT induce el
crecimiento de neuritas y la migracion celular (Cote et al. 1999; Guimond y Gallo-Payet 2012a).
En microexplantes de retina se encontré que la activacion del receptor promueve la regeneracion
y migracién celular (Guimond y Gallo-Payet 2012a; Lucius et al. 1998). Debido a que el receptor
AT, puede regular el crecimiento de diferentes tipos celulares, incluidos astrocitos, vy
considerando que estas uUltimas células poseen los componentes de RAS, es posible que Ang |l
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 crénica
aumenta la expresion de receptores para Ang Il. En ratas diabéticas se encontré un aumento en
la sintesis de Ang Il en el cerebro y cerebelo (Tota et al. 2012; Vargas et al. 2012), mientras que
en retinas de sujetos diabéticos hay aumentos en la expresion de los receptores AT; y AT; junto
con niveles aumentados de Ang Il (Senanayake et al. 2007). En ratas tratadas con
estreptozotocina se encontré un incremento en la actividad y ARNm de ECA y renina, sugiriendo
que la concentracion elevada de Ang Il es debido a este fenomeno (Giacchetti et al. 2005; Tota
et al. 2012).

En este sentido, este trabajo amplié el conocimiento acerca de como la hiperglicemia
cronica aumenta la expresion de los receptores a Ang Il en una region del cerebro que no habia

sido estudiada previamente. Sin embargo, se necesitan realizar estudios a nivel fisiolégico para
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comprender como esta patologia influye en la expresién de los receptores AT:1 y AT, para Ang I

tanto en astrocitos como en neuronas.
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CONCLUSIONES

Se gener6 un modelo murino hiperglicémico por inyeccion de estreptozotocina.

Los cultivos celulares primarios del l6bulo frontal ratas hiperglicémicas fueron

viables.

La hiperglicemia crénica generd en los cultivos celulares primarios del 16bulo

frontal la expresion del receptor ATo.

Los cultivos primarios de astrocitos del I16bulo frontal expresaron transcritos para

el receptor AT,.
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ANEXOS

Anexo 1:

Los reactivos utilizados para realizar los experimentos fueron: NaCl (Fermont), NaHCO3
(Productos Quimicos Monterrey), KCI (Fermont), NaH.PO4-H,O (Fisher Scientific), Glucosa
(Sigma), MgCl. (Productos Quimicos Monterrey), CaCl, (Baker), acido borico (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 retrotranscripcién y reaccion en cadena de la polimerasa se realizaron
con los reactivos (Progema): oligonucleétidos aleatorios, agua libre de RNasas, Buffer-5x para
virus de la leucemia murina, ditiotreitol, mezcla de desoxinucledtidos trifosfatados, RNasina
recombinada (AAA63448.1) retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (AAA66622.1),
soluciéon amortiguadora para la enzima Taq polimerasa, MgCl,, oligonucleétidos especificos
(sentido y antisentido; Tabla 1) para la ciclooxigenasa-2 (COX-2), los receptores para
angiotensina Il del tipo 1y 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 diseccion de los cerebros se prepar6 1 L de solucion Ringer fria disolviendo (en
mM): 125 NaCl, 25 NaHCOs3, 3 KCI, 1.25 NaH;PO4-H,0, 25 Glucosa, 1 MgCl,, 2 CaCl,y se ajustd
apH7.2.

Anexo 4:
Para la preparacion de geles al 2% de agarosa se elaboré un concentrado de solucion
amortiguadora de la siguiente forma: 500 mL de solucidn tris-borato-EDTA compuesta por 27 g
de tris base, 13.75 g de acido boricoy 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 I6bulo frontal de la rata de
acuerdo al procedimiento descrito por el proveedor (Direct-zol RNA MiniPrep R5020). Primero,
se retird el medio de cultivo NB-SFB de la caja Petri y se adicionaron 300 L del reactivo TRIzol
(TRIzol Reagent, Invitrogen) directamente a las células sembradas en un cubreobjetos. Segundo,
las células se lisaron mecanicamente con la succion repetida del reactivo TRIzol. A continuacion,
la suspension (300 uL) obtenida dentro de la caja Petri se colocé en un microtubo de 1.6 mL.
Luego, se centrifugd 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
ML de etanol (grado reactivo, 95-100%), y se agit6é vigorosamente en un vortex (Vortex Gene 2).
La solucién se transfiri6 a una columna Zymo-Spin Il C colocada en un tubo colector y se
centrifugd de nuevo a 12,000 rpm por 1 min. El sobrenadante obtenido en el tubo colector se
descartd. Después se agregaron 400 pL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se centrifugo
nuevamente. Este procedimiento se realizé dos veces. Después, se agregaron 700 UL de RNA
Wash Buffer a la columna de separacién para centrifugarla a 12,000 rpm durante 2 min. La
columna se transfirié6 a un tubo libre de RNasas y el ARN se eluyd de ésta con 25 uL de agua
libre de DNasa/RNasas, centrifugandola bajo las mismas condiciones que en el paso anterior.
Finalmente, el RNA total se almacend a -70°C en un ultracongelador (Thermo Scientific) hasta su
uso. El RNA total, extraido de las diferentes muestras, se cuantificaro obteniendo en promedio
30 ng/uL. Los RNA totales extraidos se cuantificaron en un sistema Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific) y se registraron las concentraciones.

Anexo 6:

La reaccién de retrotranscripcion reversa se realiz6 de acuerdo a lo descrito por (Pang et
al. 2012). En condiciones estériles, se prepararon los siguientes reactivos en dos tubos de 200
ML. Inicialmente se prepard un concentrado (tubo 1) con 5.5 uL de agua libre de DNasa/RNasas,
1 pL de oligonucleétidos aleatorios y 5 L de RNA total (muestra de interés experimental). Esta
solucién se agit6 sutiimente por 30 s en un vortex (Vortex Gene 2). En otro tubo estéril (tubo 2),
se preparo la solucion reguladora de pH de la mezcla de reaccion de la siguiente manera: 4 yL
de solucion reguladora-5X retrotranscriptasa del virus de leucemia murina (RT-M-MLV), 2 uL de
0.1 ditiotreitol (DTT), 1 yL de mezcla de desoxinucledtidos trifosfatados (ANTP’s mix) y 0.5 pL
RNasina (RNasin recombinada). Una vez preparadas las soluciones anteriores en los tubos 1y
2, el tubo 1 se calent6 a 65°C por 3 min en un termociclador C1000 (Bio-Rad). Transcurrido el

tiempo, a 25°C se agrego la solucion contenida en el tubo 2. Consecuentemente, la mezcla se
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calentd a 42°C por 1 min para agregar 1 pL de la enzima retrotranscriptasa del virus de la leucemia
murina. La reaccion se dejé a 42°C por 2 h, para después calentarla a 65°C por 25 min.
Finalmente, el producto de la reaccion se enfrié a 4°C y se almacend a -20°C hasta su uso.

Anexo 7:

La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 de acuerdo a lo descrito por (Pang et
al. 2012). En condiciones estériles, en tubos Eppendorf de 600 pL se prepard un stock de mezcla
de reaccion de la siguiente composicion: 14.1 pyL de agua libre de DNasas/RNasas (Promega), 2
ML de buffer para Taq polimerasa, 1.2 yL de MgCl,, 0.2 yL de mezcla de dNTP y 0.1 uL de Taq
polimerasa. Después de agitarse vigorosamente, la solucién resultante (70.4 uL) se separ6 en
cuatro partes iguales (17.6 uL) en tubos identificados de 200 uL. Posteriormente, a cada tubo se
le agregaron 0.2 pL del oligonucledtido de interés (sentido y antisentido; ver secuencias en Tabla
1) y 4 uL ADN complementario (producto de la reaccién de la retrotranscripcién). Las mezclas de
reaccién 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 miny 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 reaccion de la PCR
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% de la siguiente manera: se diluyé 1 g de
agarosa en 50 mL de solucion TBE1X (ver soluciones), se calentd en agitacion constante hasta
que se disolvio. Rapidamente se agregaron 15 pyL de SYBR-Green (Invitrogen) y se homogenizo
para que gelificara en un molde para electroforesis. Después, ya colocado el gel en la camara
para electroforesis (BIO-RAD), se colocaron en cada pozo 8 L del producto de la PCR. Se utilizé
de referencia una escalera de peso molecular 100 pares de bases de acuerdo a lo descrito por el
proveedor (Promega). Se utilizé una tensién de 90 V durante 40 min. Finalmente, el gel se colocé
dentro del equipo WiseDoc WGD-30 (Wisd) acoplada a una camara digital y utilizando el software
Wise Capture Il se fotodocumentaron los resultados que representan al menos 2 repeticiones

experimentales. La semicuantificacion de los geles se realiz6 utlizando el programa Fiji.
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