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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia, porque ocupa
entre el 60% y el 70% de los casos. Las lesiones caracteristicas mas importantes de
la EA son la deposicion de fibrillas amiloide (placas seniles) y por acumulos de
proteina tau hiperfosforilada (neurofibrillas), presentes en algunas regiones del
cerebro y ambos se consideran esenciales para el diagnostico neuropatoldgico.
Aunque todos los sistemas de transmision de sefales pueden ser alterados de
diferentes maneras a lo largo de la evolucion de la enfermedad, sobre todo en las
Ultimas etapas, tanto la dopamina como la serotonina han sido fuertemente
correlacionadas con las disfunciones cognitivas. Los receptores 5-HT,c se
encuentran expresados en neuronas GABAérgicas, glumatérgicas y dopaminérgicas.
Se ha propuesto que la busqueda de su relacion en diversas condiciones patologicas
puede ofrecer un beneficio terapéutico al modular tanto la expresién de los
receptores 5-HT,c como a los receptores 5-HTsa dando como resultado un potencial
cognitivo mejorado. Estudios previos han reportado que la proteina B-amiloide dafia
la actividad redox mitocondrial e induce estrés oxidativo. La batanina es in pigmento
natural que presenta propiedades antioxidantes, por lo que juega un papel importante
en la captura de radicales libres. Sin embargo, la informacion sobre el efecto de las
betanina hacia los cambios neuropatoldgicos es poco conocida, debido a que las
pueden mejorar el estrés oxidativo, es importante determinar la eficacia en el
mecanismo, para detener el proceso de avance neuropatoldgico, por lo que podria

ser considerada una alternativa para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of dementia, it accounts for 60
to 70% of the cases. The most prominent neuropathological characteristic injuries of
AD are the deposition of amyloid fibers (senil plaques) and accumulation of
hyperphosphorylated tau protein (neurofibrillary tangles), present in some regions of
the brain, and both are considered essential for neuropathological diagnosis.
Although every signal-conveying system can be altered differently along the disease
evolution, especially in later stages of it, both dopamine and serotonin have been
strongly correlated with cognitive dysfunctions. The 5-HT,c receptors are expressed
by GABAergic, glutamatergic, and dopaminergic neurons. It has been proposed that
research of its role in several pathological conditions might bring about therapeutic
benefit by modulating the expression of both 5-HT,c and 5-HTsa receptors, resulting
in improved cognitive potential. Previous studies have reported that the protein -
amyloid impairs mitochondrial redox activity and induces oxidative stress. Betanin is
natural pigments which have antioxidant properties therefore playing an important
role in capturing free radicals. However, information on the effect of betanin unto
neuropathological changes is null. Since betanin can ameliorate oxidative stress, it is
important to determine their efficacy on the mechanism to detain the advance of the
neuropathological process, so they may be considered an alternative for Alzheimer's

disease treatment.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un tipo de demencia que causa problemas en
la memoria, cada afo se registran 7.7 millones de nuevos casos, la EA ocupa entre

un 60% y un 70% de los casos siendo la principal causa de demencia (OMS, 2017).

En 1906, el psiquiatra Aleman Alois Alzheimer, estudié un cerebro de un paciente
que presentaba demencia presenil. Encontr6 numerosos nucleos miliares en las
capas superiores, placas seniles y cambios especificos en las neurofibrillas. Después
de 100 afios se establecié que las dos patologias importantes en la EA, observadas
por Alzheimer, son la deposicion de B-amiloide y de la proteina tau hiperfosforilada
(Sery et al., 2013). Al paso de los afios, su frecuencia ha incrementado y ha pasado
de ser una enfermedad rara a ser una de las enfermedades mas prevalentes y que

mas discapacidad produce en la actualidad (Garcia, 2011).

La demencia no es una enfermedad especifica, sino que es un término general que
se utiliza para describir un conjunto de sintomas que afectan al funcionamiento
normal del cerebro, asociados con la disminucion de la memoria y otras habilidades
de pensamiento que van provocando una disminucion en el desarrollo de las
actividades diarias de la persona (Alz, 2015). La demencia es progresiva e
irreversible, el sindrome clinico tiene varias etiologias con superposiciones
patoldgicas y caracteristicas clinicas (Cunningham y Passmore, 2013). Los sintomas
generales incluyen problemas en la memoria, disminucion en la capacidad de
aprender, cambios de humor, progresiva pérdida de la conciencia del individuo y

problemas de comunicacion (Young et al., 2010).

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo asociado con una alteracion
global de las funciones mentales, la pérdida de la memoria es su principal sintoma.
Al progresar la enfermedad se van afectando otras funciones cognitivas, como las
habilidades verbales, habilidades visual-espacial y la capacidad para utilizar objetos
comunes (Lorenzo et al., 2008). Este trastorno comprende dos tipos: la enfermedad
de Alzheimer de inicio temprano (EOAD, early-onset) y la esporadica o de inicio
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tardio (LOAD, early-onset). Los pacientes que presentan la EOAD son en cantidad
menor en comparacion con los de LOAD (95% de los pacientes con EA). Ambos
tipos de EA se caracterizan por una excesiva acumulacion de formas téxicas de [3-
amiloide (Tarasoff-Conway et al., 2015). Hasta el momento los farmacos utilizados
para esta enfermedad ayudan a mejorar pero no hay cura por lo que es importante

implementar moléculas que apoyen a la prevencion del EA como la betanina.



2. ANTECEDENTES

2.1.Cambios neuropatoldgicos en la Enfermedad de Alzheimer

Las lesiones neuropatolégicas caracteristicas mas importantes de la EA son la
deposicion de fibrillas amiloide (placas seniles) y acumulos de proteina tau
hiperfosforilada (neurofibrillas), presentes en algunas regiones del cerebro y ambos
se consideran esenciales para el diagnoéstico neuropatologico (Bertram, 2007;
Acosta-Cabronero y Peter, 2014). Los efectos en dominios genéticos de las
mutaciones en la proteina precursora amiloide (APP), en la presenilina-1 (PS1) o en
la presenilina-2 (PS2) son los responsables del comienzo temprano o forma familiar
de la EA. Se ha visto que en estas mutaciones alteran de manera significativa el
metabolismo de la APP, favoreciendo la agregacién de B-amiloide dando como
resultado la “hipdtesis de cascada amiloide” de la patogénesis en la EA (Krstic y
Knuesel, 2013).

2.2.Placa B-amiloide

Los péptidos B-amiloide son péptidos producidos de manera incorrecta en el
procesamiento de la integracion de la proteina de membrana llamada proteina
precursora amiloide (APP), y poseen una longitud de 40 a 42 aminoacidos. La
funcion fisiolégica de los péptidos B-amiloide en el cerebro normal no esta
completamente establecida, aunque se conoce que participan de manera importante
en la neurogénesis y en la modulacion de la plasticidad sindptica (Goeder y
Spillantino, 2006; Rajasekhar et al., 2015). En la figura 1 se muestran los tipos de

placas B-amiloide que se encuentran relacionadas con la EA en el cerebro humano.
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Figura 1. Diferentes tipos de acumulos de (-amiloide encontradas en el cerebro
humano presentes en la patologia de la EA. a) placas tubulares y difusas. b) amiloide
presubicular. ¢) amiloide subpial d) placas dispersas. e) placas neuriticas y no
neuriticas. f) arteria con deposicion $-amiloide en la pared vascular. g) deposicion de
B-amiloide en un capilar sanguineo. Tl isocorteza temporal, OCC isocortexa occipital,
ER corteza entorrinal, CA1 Asta de Ammon (modificado de Thal y et a.l, 2015).

En la figura 2 se representa un esquema de como la acumulacién de B-amiloide
comienza antes de la aparicion de los sintomas clinicos de la EA. Basado en el grado
de la agregacion de B-amiloide se puede clasificar como placas difusas y placas
tubulares o compactas. Las placas difusas son la forma inmadura de B-amiloide que
comprende la forma con menor agregacién de B-amiloide. Las placas tubulares o

compactas se forman a partir de las placas difusas, se agrupan y dan lugar a un



ndcleo. Ambas placas estan presentes en la corteza cerebral de pacientes con la EA

(Asih et al., 2014).
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Figura 2. Diagrama que muestra como se cree que los altos niveles de B-amiloide
pueden causar dafio sinaptico, estrés oxidativo, muerte celular y demencia
(modificado de Asih et al., 2014).

v

Tres década

En la via amiloidogénica del metabolismo de APP, la B-amiloide se forma por la
accién secuencial de - y y-secretasa, mientras que en la via no amiloidogénica la
enzima oa-secretasa no conduce la formacién de B-amiloide (Belyaev et al., 2010). El
extremo N-terminal de B-amiloide se encuentra localizado en el dominio extracelular
del APP y el extremo C-terminal en region transmembranal. Las enzimas que cortan

en estas regiones son la B-secretasa y la y-secretasa, respectivamente. La enzima o-



secretasa corta entre los residuos 16 y 17, la cual evita la formacién de B-amiloide
(figura 3) (Goeder y Spillantino, 2006).
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Figura 3. El corte por la B-secretasa genera el extremo N-terminal y el corte

intramembranal por la y-secretasa da lugar al extremo C-terminal de B-amiloide. El
corte por a-secretasa no produce B-amiloide (Goeder y Spillantino, 2006).

Se han caracterizado tres isoformas de la APP (APPggs, APP751, APP770; Goedert,
2015), las cuales son producidas por el mecanismo de splicing alternativo de los
exones 7 y 8 que codifican a un inhibidor tipo Kunitz de proteinasas (KPI) de una
longitud de 56 aminoé&cidos y otro de longitud de 19 aminoacidos que muestra una
similitud en la secuencia del antigeno OX-2 presente en las células linfoides
derivadas del timo, respectivamente. La isoforma mas larga, APP77, posee los
dominios KPIl y OX-2, mientras que APPv5; posee solo el dominio KPI. La isoforma
mas corta, APPggs carece del dominio KPI como del dominio OX-2. En cerebro, se
expresa en niveles altos la isoforma APPggs y a niveles bajos las isoformas APP 751770,
sin embargo, se ha sugerido que las isoformas con KPI y sin KPI en determinadas
regiones pueden ser un factor importante en la deposicion de B-amiloide (Belyae et
al., 2010).



2.3.Acuimulos neurofibrilares

Los NFT’s (neurofibrillary tangles, acumulos neurofibrilares) son fibras
intraneuronales primarias anormales de tau (figura 4), pueden ser visualizados por
tinciones histoquimicas o con inmunohistoquimica directa contra los epitopes de tau
(fosforilada y no fosforilada) (Hyman et al., 2012), y se extienden desde el citoplasma
neuronal a las neuritas. Estas estructuras patologicas no se encuentran en el cerebro
normal (Uchihara, 2014) y dependiendo del nivel de la enfermedad se presentan
comunmente en el sistema limbico (entorrinal), en el sistema paralimbico (fusiforme
inferotemporal, en el parietal posterior prefrontal (corteza homotipica) y en las areas

primarias sensoriales y motoras (corteza idiotipica) (Pefia-Cananova et al., 2012).
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Figura 4. Depésitos anormales fibras neurofibrilares formadas por tau (café) (Goeder
y Spillantino, 2006).

La proteina tau estabiliza microtibulos neuronales, que son los componentes del
citoesqueleto por unién a la tubulina, al ser hiperforforilada, tau reduce la capacidad
de unirse a microtubulos. En condiciones normales, la proteina tau es soluble y al ser

hiperfosforilada se vuelve insoluble (Gentier y Leeuwen, 2015). La desintegracion de



los microtubulos que conducen a la disrupcién del transporte axonal, disminuye las

neuritas distales y eventualmente provoca muerte neuronal (Lau y Brodney, 2008).

En el cerebro humano, se han encontrado seis isoformas de tau que se producen a
partir de un mismo gen mediante el splicing alternativo del mRNA. Estas isoformas
se dividen dentro de dos grupos de acuerdo al nimero de repeticiones de unién a los
microtubulos, siendo de 3 repeticiones y de 4 repeticiones. En pacientes con la EA

tienen expresadas las seis isoformas de tau (Goeder y Spillantino, 2006).

La hipotesis tau sugiere que la fosforilacion de tau es el primer factor causante del
desarrollo de la EA (Gentier y Leeuwen, 2015). La evolucion secuencial de la
patologia tau y su correlacion con la neurodegeneracién y manifestacion clinica juega
un papel importante en la muerte neuronal. La deficiencia cognitiva de la APP en
animales transgénicos y efectos toxicos de 3-amiloide, pueden ser reducidos por la

eliminacién de la expresion de tau (Lau y Brodney, 2008).

Se pueden diferenciar tres tipos de agregados de tau en la EA: pre-acumulos, hilos
de neuropil (NT’s; neuropil threads) en las dendritas y axones distréficos asociados
con placas amiloides en los axones y los NFT’s en el cuerpo celular de las neuronas

(Gentier y Leeuwen, 2015).

2.4.Localizacién, biosintesis y metabolismo de la 5-hidroxitriptamina

Aunque todos los sistemas de transmision de sefales pueden ser alterados de
diferentes maneras a lo largo de la evolucion de la EA, sobre todo en las dltimas
etapas, tanto la dopamina como la serotonina han sido fuertemente correlacionadas

con las disfunciones cognitivas (Conceicao et al., 2012).

La 5-Hidroxitriptamina (5-HT) llamada también serotonina es una amina compuesta
por un anillo indélico y una cadena lateral etilamino. Este neurotransmisor se localiza

y es sintetizada en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal y en las



neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso central (SNC), mientras que en las
plaguetas s6lo se almacena por un mecanismo de transporte activo (Florez, 2008).
Se ha estimado que existen aproximadamente 235,000 neuronas serotoninérgicas en
humano, localizadas en los nucleos de rafé los cuales son una parte estructural del
mesencéfalo y en ratas estas neuronas serotoninérgicas se encuentran en las
células multipolares (aprox. 10,000 neuronas). Las neuronas serotoninérgicas se
encuentran ampliamente distribuidos en el SNC en mamiferos en los nucleos de rafé
(Mecawi et al., 2014).

La sintesis de la serotonina inicia a partir del aminoacido L-triptéfano que proviene de
la dieta y es captado por la célula (figura 5); sufre un primer proceso de oxidacién en
el C5 del anillo indélico por accién de la enzima triptéfano hidroxilasa que lo convierte
en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Posteriormente, el 5-HTP es descarboxilado en la
cadena lateral por la enzima L-aminoacido descarboxilasa y convertido en 5-
hidroxitriptamina. La serotonina es almacenada en vesiculas para proteger su
degradacion a causa de enzimas intracelulares como la monoaminooxidasa (MAO)
(Flérez, 2008).
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Figura 5. Sintesis y metabolismo de la 5-hidroxitriptamina. AD, aldehido
deshidrogenasa; LAAD, L-aminoacido aromético descarboxilasa; MAO
monoaminoxidasa, TH, triptéfano hidroxilasa (Florez, 2008).



Numerosos estudios farmacolégicos in vitro e in vivo han demostrado los efectos de
la 5-HT, en la regulacion en el desarrollo de muchos procesos incluyendo
proliferacion celular, migraciébn neuronal, crecimiento del cono de motilidad,
crecimiento de la neurita, formacién de la sinapsis y diferenciacion de los fenotipos
neuronales (Patel y Zhou, 2005), procesamiento sensorial, control cognitivo,
regulacion emocional, control autonémico (Olivier, 2015), ademas se ha visto que
juega un papel importante en los desordenes patoldgicos en mamiferos (Mecawi,
2014).

2.5.Receptores a serotonina

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G-protein-coupled receptors) han
sido estudiados ampliamente en las Gltimas décadas, participan en varias sefiales de
traduccion en la célula ademas de que estan implicados en varias enfermedades. La
mayoria de los neurotransmisores llevan a cabo sus funciones a través de estos
receptores (Raote et al., 2007). Su clasificacion comenz6 en 1957, cuando se
demostré que las respuestas funcionales del ileon de cobayo podrian estar
parcialmente bloqueadas por la morfina, mientras que la Dibenzilina presentaba una
respuesta inhibida. Lewis (1960) y Day y Vane (1963) analizaron nuevamente los
efectos, y no fue hasta en 1976 cuando recibieron el nombre de receptores 5-HT, con
la aplicacion de técnicas de union de radioligando utilizando membranas corticales
de rata (Hoyer et al., 2002).

El sistema serotoninérgico consta de 7 tipos de receptores, 5-HT,.7 (figura 6), con un
total de 14 subtipos de los cuales son GPCRs y un canal cationico activado por
ligando (receptor 5-HT3) (Olivier, 2015). En el SNC en humano se encuentran
expresados todos los subtipos de receptores a excepcidn del receptor 5-HTsg y estan
involucrados en la modulacion del ciclo suefio-vigilia, apetito, estado de animo,
memoria, respiracion, la cognicion entre otras funciones. La serotonina activa a
través de GPCRs las vias de sefializacion de Goi, Gas y Gog, permitiendo que se
modulen varias vias de sefializacidbn bioquimicas y que conduce a distintas
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respuestas fisioldgicas (McCorvy y Roth, 2015) o incluso patologias, incluyendo
depresion, trastornos de ansiedad, esquizofrenia, trastornos alimenticios, dolor

cronico y otros (Olivier, 2015).

\ CANALES IONICOS
5-HT3,

S-HTSC

\ RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

5-HT,, 5-HT,
SHT c 5-HT,
5-HTp ' AMPc s> 5-HTg
5-HT,; 5-HT,
5-HT,; 5-HT,
G 5-HT

PCL ——— 5T,

5-HT,¢

Figura 6. Esquema representativo de la clasificacion de los receptores 5-HT
(modificado de Hoyer et al., 2002).

Los receptores 5-HT acoplados a proteina Ga; abarcan a la familia del tipo 5-HT; (5-
HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e y 5-HT1(,) Yy conducen a la inhibicion de la enzima
adenilato ciclasa provocando una disminucion intracelular del adenosin monofosfato
ciclico (AMPc). No existe el receptor 5-HT;. debido a que este subtipo fue re-
designado como 5-HT,c por el descubrimiento de su actividad con la subunidad G
Se ha sugerido que el receptor 5-HTs puede ser una diana terapéutica en los
trastornos psiquiatricos, pero hasta la fecha, no existen agonistas selectivos de este
subtipo para aclarar su funcién. En presencia de AMPc, la proteina cinasa A (PKA)
es activada y de esta manera regula el flujo de calcio, la excitabilidad de la
membrana y a los factores de transcripcion sensibles a AMPc, tales como CREB
(elemento vinculante a respuesta AMPc). En la figura 7 se muestra un esquema

general sobre la participacion de los receptores 5-HT en la EA (Xu et al., 2012).
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Figura 7. Sefializacion del potencial de serotonina mediada por receptores
(Modificado de Xu et al., 2012).

Los receptores 5-HT acoplados a proteina Gog estan formados por la familia 5-HT>
(5-HT2a, 5-HT2s Yy 5-HT2c), su caracteristica es la activacion de la fosfolipasa C (PLC)
desencadenando la produccion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
(McCorvy y Roth, 2015).

Los receptores 5HT,c se encuentra ampliamente distribuido en el SNC. Se expresa
en una gran variedad de neuronas pero no se ha encontrado en los astrocitos. En
numerosas regiones del cerebro es coexpresado junto con la enzima acido glutamico
descarboxilasa localizada en las interneuronas GABAergicas en la corteza cerebral,
en el cuerpo estriado y en la amigdala (Di Giovanni y De Deurwaerdéere, 2016), para
el tratamiento en varias condiciones incluyendo la obesidad, la ansiedad, la
depresion, el desorden obsesivo compulsivo, la esquizofrenia, la migrafia y la

disfuncion eréctil (Lui et al., 2010).

La localizacion de los receptores 5-HTsa se encuentra en la corteza cerebral, en el
hipocampo, en el nucleo accumbens, en la amigdala y en el hipotalamo. Por su

amplia distribucidn en estas regiones se ha estudiado su participacién en los cambios
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del estado de animo, en desordenes afectivo y en funciones cognitivas (Yamazaki et
al., 2015).

2.6.Relacion de los receptores a serotonina en la enfermedad del Alzheimer

Varios estudios realizados en animales indican que el papel de la 5-HT y sus
receptores estan involucrados en la disfuncion cognitiva que engloba el déficit

cognitivo, el aprendizaje y disminucion de la memoria (Xu et al., 2012).

El procesamiento amiloidogénico es favorable para el procesamiento de la APP en
neuronas, en gran parte debido a una gran cantidad de p-secretasa, y la via no-
amiloidogénica es predominante en otro tipo de células. La presencia de APP puede
modular diferencialmente la activacion de ciertos receptores como los receptores a
serotonina, por ejemplo el receptor 5-HT,4, receptores metabotropicos de glutamato,
receptores muscarinicos y el receptor del factor de crecimiento derivado de plaqueta.
La sefalizacion rio debajo de estos receptores regulan la secrecion de APP, o y B-
amiloide por activacion de moléculas intermediarias incluyendo PKC, PKA,
fosfatidilinositol-3-cinasa, proteina cinasa activada por mitogéno, cinasa reguladora
de sefial extracelular, Src tirosin cinasa, Rac pequefio GTPasa, inositol-1,4,5-

trifosfato, AMPc y calcio (Thinakaran y Koo, 2007).

En un estudio inmuhistoquimico de los receptores 5-HT;a en el hipocampo de
pacientes con la EA realizado por (Mizukami et al., 2011) encontraron que este
receptor puede contribuir en la disminucién cognitiva debido a que se ven afectados
por los NFT’s. Sus resultados indicaron que la expresion de los receptores 5-HTa
s6lo se ven alterados en la etapa final de la EA, su disminucion reflejé la pérdida

neuronal regional.

En estudios realizados por Noristani et al.,, (2011) se demostr6 que hay un
incremento en la densidad de las terminales serotoninérgicas en hipocampo

observado en un modelo triple transgénico de ratén para la EA. Como resultado
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encontraron un aumento en la densidad del transportador de serotonina (SERT), por
lo que pudiera estar actuando como un mecanismo de compensacion, para mantener

la eficacia sinaptica en respuesta al deterioro cognitivo de la EA.

2.7. Apolipoproteinas relacionadas con la enfermedad de Alzheimer

A principios de 1990 se comenz0 a vincular la apolipoproteina E (ApoE) con la EA,
La evidencia actual apoya a las isoformas codificadas de la ApoE como moduladores
de la agregacion y aclaramiento de p-amiloide (Wolf et al., 2013). En otro estudio se
reportd que las placas seniles eran bastante frecuentes en el cerebro de pacientes
no dementes que habian muerto de cardiopatia coronaria con altos niveles de

colesterol (Soares y Sparks, 2008).

La ApoE es una glicoproteina acida de 299 aminoacidos y de 34kDa con dos
dominios funcionales principales: dominio N-terminal con un haz de cuatro a-hélice
gue contiene la region principal del receptor de unién a lipidos, y el dominio C-
terminal. Cuando no se encuentra unida a lipidos, los dominios N-terminal y C-
terminal, estan unidos por una regiéon bisagra flexible (Wolf et al., 2013). Las caras
hidrofébicas y las caras hidrofilicas opuestas de estas hélices le permiten a la ApoE
intercambiarse dependiendo de los estados de lipidos libres o lipidos asociados y
explicar su actividad capaz de solubilizar moléculas lipofilicas (figura 8) (Hauser et
al., 2011).

Genéticamente, el alelo ApoEe4 se asocia con mayor riesgo a la EA (Wolf, 2013). La
importancia de la ApoE en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol celular
es importante (Hauser et al., 2011). La funcion primaria de ApoE en el cerebro es el
trafico de colesterol y otros lipidos. El cerebro es uno de los 6rganos ricos en
colesterol y contiene el 25% del colesterol total del cuerpo. Mientras que el cuerpo
maneja el metabolismo del colesterol principalmente en el higado, el compartimiento
del colesterol cerebral es esencialmente aislado en cuerpos de colesterol por la

barrera hematoencefalica (Soares y Sparks, 2008). Entre otras apolipropoteinas que
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también estan presentes en el SNC son la ApoJ, ApoD, ApoA-1y ApoA-1V (Hauser et
al., 2011).

Hélice-1’ (/Z

136 = * Hélice-3

Region de
unién al
receptor

LDL

Hélice-2

152

Hélice-1
Hélice-4

4

(3

Figura 8. Estructura de la apolipoproteina (modificado de Hauser et al., 2011).

En condiciones normales los astrocitos en el adulto son fuente importante de ApoE
(3%), mientras que la microglia y las neuronas producen cantidades mucho mas
pequefias de apoE. Una vez sintetizado, es secretada por astrocitos y atrapa al
colesterol y otros lipidos a través del transportador dependiente de la union de ATP
(ABCAl), para formar particulas de lipoproteinas antes de ser endocitados por las
neuronas, principalmente a través de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y del
receptor relacionado a LDL-1 (LRP1). La ApoE es producida en cantidades bajas
pero aumenta significativamente como respuesta a la lesion o el estrés (Wolf et al.,
2013).

Dentro de la célula neuronal, el colesterol se distribuye de manera desigual entre las
bicapas citofacial (superficie externa) y exofacial (superficie interna) de la membrana
plasmatica, localizando el 70% del colesterol en la superficie citofacial. Durante el
desarrollo los niveles de colesterol van aumentando dentro de la superficie exofacial,
presentando niveles altos en el envejecimiento (Soares y Sparks, 2008). Se ha visto
gue la ApoE4 es un factor de riesgo significativo para el desarrollo de la EA, tanto de

inicio temprano y tardio. Se ha observado en un modelo de raton con EA que la
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ausencia de ApoE reduce drasticamente la carga amiloide sin afectar la produccion
de B-amiloide. Se ha propuesto que la ApoE puede contribuir a la conversion de B-

amiloide a sus formas oligoméricas o fibrilares mas toxicos (Hauser et al., 2011).

El uso transportadores de colesterol utilizados en periferia también se han
identificado en el cerebro como el transportador dependiente de la union de ATP
(ABCA/ABCG) y proteinas Neimann-Pick C. Los miembros de la familia de los
receptores-LDL median principalmente la via endocitica del colesterol. La
recaptacion y flujo de salida del colesterol se muestra en la figura 9, donde se
resume un modelo hipotético del cerebro y la via de transporte de colesterol. Cuando
es necesario, los astrocitos proporcionan una porcion significativa de colesterol a las
neuronas por exportacion con ayuda de los transportadores ABCA. La ApoE se une a
particulas de LDL-colesterol y entra a las neuronas por medio de los receptores de la
familia de las LDL, cada célula puede expresar diferentes miembros de la familia
LDL. La unién a LRP1B se cree que induce la asociacion de la APP con la a-
secretasa que favorece la generacion de fragmentos no amiloidogénicos, sin
embargo, la uniébn con FE65 provoca el tradfico de APP en los endosomas.
Finalmente, la union del receptor ApoE2 se asocia con X1lo/f que estimula la
formacion de los productos de B-secretasa y y-secretasa, por lo que esta variante de
la proteina ApoE4 se encuentra mas relacionada con el aumento de la produccion de

B-amiloide y por consecuencia, a un mayor riesgo de EA (Soares y Sparks, 2008).

El colesterol se recicla a la membrana, mientras que B-amiloide se segrega a las vias
degradativas. El exceso de sintesis de B-amiloide puede provocar mutaciones en el
receptor sortilin/SorLA o disminucion en su expresion, y el exceso de colesterol
puede estimular la sintesis de péptidos B-amiloide y aumento de tao fosforilada (por
inhibicion de la via Reelin (ApoE2-GSK3). El colesterol neuronal que ya no se dirige
al reciclaje en los endosomas se metaboliza por el citocromo P46A1 (CYP46Al) a
24S-hidroxicolesterol. Este metabolito estimula la expresion del receptor X del higado

(LXR, liver X receptor), induce procesos inflamatorios, liberacion de proteinas de fase
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aguda y aumenta de la sintesis de ApoE, ABCG, ABCA que estan implicados en el

transporte de B-amiloide (Soares y Sparks, 2008).

2.8.Efecto neuroprotector hacia la enfermedad de Alzheimer

Estudios previos han reportado que la proteina B-amiloide dafia la activad redox
mitocondrial e induce estrés oxidativo por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) como es el anién superdxido (0%), peréxido de hidrégeno (H,0,) y
especies reactivas de nitrégeno, tal como el 6xido nitrico (NO) y peroxinitrilo. Las
células mantienen una homeostasis controlada al estrés por la participaciéon de
enzimas antioxidantes, incluyendo la enzima superéxido dismutasa (SOD), catalasa,
entre otras. El aumento del estrés oxidativo y activaciéon de la via de apoptosis
juegan un papel importante en la modulacion de muerte neuronal, por induccion de -

amiloide (Thummayot et al., 2014).

Badshah et al., (2015) estudiaron el efecto neuroprotector de las antocianinas
extraidas de la soya negra en un modelo neurodegenerativo de rata inyectado con -
amiloide (1-42). Los resultados publicados de este estudio observaron que las
antocianinas invierte el efecto de la proteina B-amiloide en la expresion de las
proteinas relacionadas con la via apoptética mitocondrial (Bax, citocromo C,
caspasa-9, caspasa-3) y en los marcadores de la EA (B-amiloide, APP, proteina tau,
BACE-1), por lo que concluyeron que los compuestos antioxidantes son candidatos

potenciales para el tratamiento de enfermedad neurodegenerativas.

El trabajo realizado por Subash et al., (2015) investigaron que la suplementacion
dietética de 2% y 4% de frutos de la palma datilera reduce los déficits cognitivos y de
comportamiento utilizando un modelo de raton transgénico para APP (Tg2576). Los
ratones transgénicos estandar, mostraron una disminucién significativa de la
memoria, aumentando el comportamiento relacionado con la ansiedad y deterioro

grave en la capacidad de aprendizaje espacial, discriminado y la coordinacion
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motora. Los modelos transgénicos con la dieta rica de datiles redujeron
significativamente los niveles de B-amiloide, siendo mayor la dieta con 4% de datiles
en comparacion con la del 2%. Estos resultados sugieren que compuestos fenolicos
de las frutas pueden tener efectos en la reduccion del riesgo, retrasar la aparicion o

detener la progresion de la EA.

El grupo de investigacion de Mao et al.,, (2015) caracterizaron el efecto del
antioxidante schisandrin C, aislado de las frutas de Schisandra chinensisen, en el
deterioro de la memoria debido a los cambios patoldgicos en ratones inducido con la
EA por inyeccion de B-amiloide (1-42). Sus resultados mostraron que la lesion
neuronal se revirti6 notablemente después del tratamiento con schisandrin C.
Ademas, se vieron aumentados los niveles de SOD y glutatién peroxidasa (GSH-Px)
en el hipocampo y corteza cerebral.

2.9.Betanina

Las betalainas son pigmentos naturales y su estructura basica estd conformada con
el acido betalamico y un cromoforo. De acuerdo a los residuos de acido betalamico
se pueden dividir en dos grupos: las betacianinas (rojo-violeta, A= 540nm) y las
betaxantinas (amarillo, A=480 nm). La betanina (betanidin-5-O-B-glucésido) es la mas
abundante de las betacianinas (figura 9). Entre las plantas donde se encuentra de
manera abundante son remolacha amarilla (B. vulgaris L.), el higo (Opuntia ficus-
indica), la pitahaya o pitaya (Hylocereus sp.), las acelgas (B. vulgaris L. ssp. cicla [L.]
Alef. Cv. brightlights), el olluco (Ullucus tuberosus) y el amaranto (Esatbeyoglu et al.,
2014).

La betanina presenta propiedades antioxidantes y es el Unico aprobado para ser
utilizado como colorante de alimentos. Estos compuestos son importantes
marcadores quimiotaxondmicos y no han sido encontrados conjuntamente con las

antocianinas en la misma planta (Stintzing, 2004). Ademas las betalainas han sido
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estudiadas por su efecto antioxidante, quimiopreventivo y anti-inflamatorio (Suh et al.,
2014).
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Figura 9. Estructura quimica de la betanina (Esatbeyoglu et al., 2014).

La EA ha sido asociada con efecto oxidante por lo que es importante el estudio
realizado por Taira et al., (2015), donde evaluaron la capacidad antioxidante de los
derivados de betacianinas, las cuales fueron la betanina, la filocactina y la betanidina
utilizando el indice de capacidad de eliminacion de radicales libres generados en
presencia de 2,20-Azobis(2-metilpropano-amidina)dihidrocloruro (AAPH) y 4-etil-2-
hidroxiamino-5-nitro-3-hexenamida (NOR3) como donador de NO. Sus resultados
indicaron que estos compuestos naturales, presentan una fuerte capacidad
antioxidante, por lo que se propone que son compuestos Utiles para proporcionar una

defensa contra el estrés oxidativo.

El cerebro es altamente susceptible a sufrir dafios provocados por el estrés oxidativo.
En la EA, los radicales libres alteran la permeabilidad de la membrana, generan
radicales libres por interaccion con los acidos grasos y cambian funciones de las
proteinas, todo esto provoca cambios que conducen a dafios irreversibles (Ortiz et
al., 2017). Por lo tanto, al buscar disminuir la formacion de radicales libres,
provenientes del alto metabolismo o provocados por p-amiloide, con compuestos

antioxidantes podria disminuir el avance del dafio cognitivo en pacientes con la EA.
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3. JUSTIFICACION

La disfuncion cognitiva es una de las caracteristicas mas tipicas de diversas
enfermedades neurodegenerativas como en la enfermedad de Alzheimer. Se ha
demostrado que la apoptosis neuronal y las respuestas inflamatorias se encuentran
involucradas en la patogénesis de la disfuncién cognitiva, presentando un impacto
significativo en la modulacién de receptores. La modificacion de estos receptores 5-
HT relacionados con la memoria pueden estar asociados con la formacion de la
placa amiloide y de la hiperfosforilacion de Tau provocando estrés oxidativo, lo que
resulta en el deterioro cognitivo (Xu et al., 2012). En la actualidad, las opciones de
tratamiento disponibles para retrasar la aparicion o detener la progresion de la EA no

son eficaces (Subash, 2015).

Se ha propuesto que los receptores 5-HT en diversas condiciones patolégicas
pueden ofrecer un beneficio terapéutico, al mejorar la cognicion y la memoria, por la
modulacion de la expresion de los receptores 5-HT,c como a los receptores 5-HTsa

dando como resultado un potencial cognitivo mejorado (Jensen et al., 2010).

La actividad antioxidante de productos naturales es de alta importancia, ya que son
ricos en compuestos que participan en la captura de radicales libres (Kim et al.,
2011). Sin embargo, la informacion sobre el efecto de las betaninas hacia los
cambios neuropatolégicos no se ha estudiado. Debido a que las betaninas pueden
mejorar el estrés oxidativo, es importante determinar la eficacia en el mecanismo
para detener el proceso de avance neuropatologico, por lo que podria ser

considerada una alternativa para el tratamiento de la enfermedades de Alzheimer.
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4. HIPOTESIS

La betanina ejerce un cambio en la expresién y distribucion de los receptores a

serotonina 5-HT,c y 5-HTsa en un modelo de ratas para Alzheimer inducido por dieta.
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5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Determinar el efecto de la betanina en la expresion y distribucion de los receptores a
serotonina 5-HT,c y 5-HTsa €n un modelo de rata para Alzheimer inducido por dieta

alta en colesterol.

5.2. ESPECIFICOS

e Determinar los niveles de colesterol en el modelo en rata para Alzheimer
inducido por dieta en ratas control, compararlas con el modelo de Alzheimer y
con los tratamientos de 4 y 25 mg de betanina.

e Determinar los niveles de triglicéridos en el modelo en rata para Alzheimer
inducido por dieta en ratas control, compararlas con el modelo de Alzheimer y
con los tratamientos de 4 y 25 mg de betanina.

e Evaluar el aumento de peso corporal en el modelo en rata para Alzheimer
inducido por dieta en ratas control, compararlas con el modelo de Alzheimer y
con los tratamientos de 4 y 25 mg de betanina.

e Evaluar el deterioro cognitivo en memoria a corto plazo utilizando la prueba de
reconocimiento de objeto nuevo en ratas control, compararlas con el modelo
de Alzheimer y con los tratamientos de 4 y 25 mg de betanina..

e Evaluar el deterioro cognitivo en memoria a largo plazo utilizando el laberinto
elevado de ocho brazos en ratas control y compararlas con el modelo de
Alzheimer.

e Determinar la distribucion del receptor a serotonina 5-HT,¢ en corteza cerebral
en ratas control y compararlas con el modelo de Alzheimer utilizando la

técnica de inmunofluorescencia en el modelo de rata para Alzheimer.
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6. METODOLOGIA

6.1. Materiales y reactivos

e Betanina, Sigma-Aldrich (CDS000584).

e Anticuerpo primario contra el receptor 5-HT,c de conejo (SantaCruz
Technologies).

e Anticuerpo primario contra el receptor 5-HTsa de conejo (SantaCruz
Technologies).

¢ Anticuerpo secundario anticonejo, FITC (SantaCruz Technologies).

6.2.Animales y disefio experimental

Las Ratas hembra Wistar (6 meses, n=32) fueron adquiridas en el bioterio de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Los animales se dividieron en cuatro
grupos manteniendo una temperatura de 24°C y un ciclo luz oscuridad (12 h/12h).
Los grupos consistieron en control, dieta enriquecida con manteca (DEM), DEM+ 4

mg/Kg de betanina y DEM+ 25 mg/Kg de betanina.

Una vez que las ratas fueron separadas en grupos se les dejo 7 dias como periodo
de adaptacion en las que fueron alimentadas con RodentLab Chow 5001 por una
semana. Una vez trascurrido este tiempo las ratas se dividieron de manera aleatoria
en cuatro diferentes grupos y cada grupo fue distribuido en dos cajas de
policarbonato. El alimento y el agua en todos los grupos fueron ad libitum en todo el
experimento. Las ratas de los grupos tratados fueron alimentadas con DEM durante

un periodo de 6 meses.

La dieta para el grupo control consistio Unicamente en ser alimentadas con Rodent
LabChow 5001 (Purina) ad libitum. En cuanto a la dieta enriquecida con manteca se
adicion¢ al alimento Rodent LabChow el 33.3% de manteca de cerdo (Anderson et
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al., 2013; Ullrich et al., 2010). Los animales se alimentaron con esa dieta durante seis
meses y se pesaron cada mes durante el experimento. La administracion del
tratamiento con 4 y 25 mg/Kg de betanina corresponde al estudio previo realizado
por Han et al., (2014), fue a través de los bebederos. Una vez transcurrido el tiempo
de tratamiento las ratas fueron anestesiadas, decapitadas y perfundidas con PBS 1X
y luego fijadas con paraformaldehido al 4%.

El manejo adecuado de los animales de experimentacion se llevo de acuerdo a lo
establecido en la norma NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

6.3.Determinacion de colesterol total y triglicéridos

Para realizar la medicion, primero se limpi6 la cola, con ayuda de una ajuga estéril se
realizd un piquete en la vena lateral. Se desechd la primera gota de sangre y a partir
de la segunda se recolect6 en la tira reactiva Accutrend® GCT de colesterol y otra
gota para la tira de triglicéridos hasta que se cubrié perfectamente la almohadilla e
inmediatamente se colocO en el equipo para realizar la lectura. Al inicio y final del
tratamiento se realiz6 la medicion de colesterol total y triglicéridos con el uso de tiras

reactivas.

6.4.Desarrollo cognitivo y funcional

El desarrollo cognitivo y funcional fue monitoreado al inicio del tratamiento y después
de cada 3 meses hasta el término del tratamiento. Las pruebas cognitivas que se
utilizaron en este trabajo fue la prueba del reconocimiento de objeto nuevo y la

prueba de laberinto radial de 8 brazos.

La prueba del laberinto de 8 brazos se llevo a cabo en un equipo que consta de una
plataforma radial con ocho brazos de 30 cm x 7 cm cada rodeados por paredes de

50cm y elevado a 50 cm del suelo. Para cada ensayo, las ratas se mantuvieron con
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restriccion de agua. En uno de los brazos se colocé un bebedero (recompensa) y, en
las puertas de entrada a cada brazo, un objeto caracteristico. En la fase de pre-
habituacién, habituacion y prueba se siguié el mismo procedimiento, se coloco la rata
en el brazo de inicio y se midio el tiempo en el que tardé en llegar al brazo con la
recompensa, en un tiempo determinado de 5 min. El tiempo en el que se realizaron
las fases fue de 3 meses y se midieron por triplicado. Para cada experimento se

limpié perfectamente el laberinto utilizando un limpiador desodorizante.

La prueba de reconocimiento de objeto nuevo (modificado de Antunes y Biala, 2012)
consiste en colocar a la rata en el uso de un campo abierto de 1m X 1m X 30 cm.
Consta de tres fases: pre-habituacion, habituacion y prueba. En la fase de pre-
habituacidon se dejo a la rata que explorara libremente en el campo durante 5 min. En
la fase de familiarizacion, se dej6 nuevamente a la rata durante 5 min en el campo
con la diferencia de que en este momento se colocaron dos objetos iguales
acomodados en dos esquinas opuestas. Se registr6 el tiempo de interaccion
(segundos) con los dos objetos, el tiempo fue valido en el momento que acercé la
nariz a menos de 1 cm de distancia del objeto y sin subirse o morder el objeto. El
tiempo de descanso entre la fase de habituacion y la fase de prueba fue de 2h. En la
fase de prueba, se cambid un objeto y se colocé otro diferente. Se registrd el tiempo
de interaccién entre ambos objetos durante 5 min. La eleccion de explorar el nuevo
objeto refleja el uso de procesos de memoria de reconocimiento a corto plazo. Entre
el cambio de rata se limpi6 perfectamente el laberinto utilizando un limpiador

desodorizante.

El indice de reconocimiento (RI) es el tiempo relativo en el cual la rata estuvo
explorando el objeto nuevo y se calculdé con la siguiente ecuacion: RI=Tn/(Tn+TEg),
donde Ty corresponde al tiempo del objeto nuevo y Tr corresponde al tiempo del

objeto familiar.

25



6.5.Inmunoistoquimica

El siguiente desarrollo experimental fue llevado a cabo de acuerdo al estudio
reportado por Lopez-Esparza (2014). Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas
con 40 mg/Kg de pentobarbital sédico via intraperitoneal y por perfusion cardiaca se
inyectdé 60mL de p-formaldehido al 4%. Los encéfalos se pusieron en una solucién de
p-formaldehido al 4% durante 8h a 4°C. Posteriormente se enjuagaron los encéfalos
en PBS 1X y se colocaron en una solucién de sacarosa al 30% a 4°C por dos dias.
Terminado este tiempo, los encéfalos se cortaron de manera coronal y se colocaron
en una caja de aluminio, la cual se pusieron un medio de congelacion, una vez

congelados se sacaron y se almacenaron en el ultracongelador hasta su uso.

Los cortes se realizaron con un espesor de 12 um de grosor de los tejidos utilizando
el criostato Leica CM 1850®, por cada laminilla se pusieron 4 cortes y se guardaron a

-20°C hasta su uso.

La inmunohistoquimica se llevé a cabo en una cadmara humeda. El primer paso
consistio en realizar 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Posteriormente,
se adicionaron 300 uL de la solucion bloqueadora (BSA al 1%) y se incub6 por 30
min a temperatura ambiente, cuidando de cerrar perfectamente la camara. Se
volvieron a realizar 3 lavados con PBT al 0.5% de 10 minutos cada uno. Se agrego a
cada laminilla 300 uL de una dilucion de anticuerpo primario para 5-HT,c y 5-HTsa
realizados en conejo. La laminilla “blanco” sélo se le adicioné 300 uL de PBT al 0.5%.
En cuanto a la laminilla control se siguié el mismo procedimiento, sélo que no se le
adiciond el anticuerpo primario ni secundario. El anticuerpo primario se dej6 incubar

a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBT al 0.5% de 10 minutos cada uno. A
todas las laminillas (muestras y blanco) se les adicioné 300 uL de una dilucion del
anticuerpo secundario fluorescente, se dejo incubar por 2 horas. Se realizaron 3

lavados de 10 minutos cada uno con PBT al 0.5%. Cada laminilla se les colocd una
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gota de glicerol y un cubreobjetos. Se observaron a través del microscopio, los
resultados fueron documentados con microfotografia utilizando una camara Axiocam
MRc Zeiss.

6.5.1. Analisis estadistico
Los datos fueron expresados como media =+ error estandar. La diferencia significativa

fue analizada mediante la prueba de ANOVA de dos vias con una prueba post hoc

de Bonferroni utilizando el programa estadistico GraphPrism 6.0.
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7. RESULTADOS

7.1.Efecto de la dieta enriquecida con manteca en el colesterol total y

triglicéridos.

El registro del peso corporal se realizd cada mes durante los 6 meses del
tratamiento. La media del peso corporal del grupo DEM (424 g), DEM+4 mg/Kg
betanina (422 g) y DEM+25mg/Kg betanina (436 @) incrementé de manera
significativa (p<0.05) a partir del primer mes en comparacion con la media del peso
corporal del grupo control (328 g). Los grupos con tratamiento de betanina de 4
mg/kg y de 25 mg/Kg no mostraron diferencia significativa en el peso comparado

con el grupo DEM (figura 10).
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Figura 10. Registro del corporal del peso. El peso fue medido cada mes durante
los 6 meses del tratamiento para ir registrando el aumento debido a la ingesta de la
DEM. Los valores corresponden a la media + error estandar, diferencia significativa
*P<0.05. ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Bonferroni.

La determinacion de colesterol total y de triglicéridos se midi6 al inicio y al final del
experimento. Las medias de los niveles de colesterol total en los grupos DEM (157.9
mg/dL), DEM + 4 mg/Kg de betanina (157.5 mg/dL) y DEM + 25 mg/kg de betanina
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(156.5 mg/dL) no mostraron diferencia significativa (p<0.005) comparando con el

control (160.6 mg/dL) al finalizar el experimento a los 6 meses (figura 11).

La media de los niveles de triglicéridos (figura 12) se encontré un aumento
significativo (p<0.005) en los grupos DEM (381 mg/dL), DEM + 4 mg/Kg de batanina
(392 mg/dL) y DEM + 25 mg/kg de betanina (398 mg/dL) comparado con el control
(270 mg/dL). Sin embargo, el tratamiento con betanina no afectdé los niveles de

triglicéridos en los grupos administrados con 4 y 25 mg/Kg en comparacién con el
grupo DEM.
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Figura 11. Registro de colesterol al inicio y al final del tratamiento. La primera
barra de cada grupo corresponde a los valores iniciales (l) y la segunda barra al valor
al finalizar el tratamiento (F). Los valores corresponden a la media + error estandar,
diferencia significativa (*P<0.05). ANOVA de dos vias, prueba post hoc de
Bonferroni.
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Figura 12. Registro de triglicéridos al inicio y al final del tratamiento. La primera
barra de cada grupo corresponde a los valores iniciales (l) y la segunda barra al valor
al finalizar el tratamiento (F). Se encontré diferencia significativa en los grupos
alimentados con una DEM en comparacion con el control. Los valores corresponden
a la media + error estandar, diferencia significativa (*P<0.05). ANOVA de dos vias,
prueba post hoc de Bonferroni.

7.2.Efecto de la betanina en la memoria a largo plazo evaluado por el

laberinto radial de 8 brazos en el modelo de ratas para Alzheimer

La media en el tiempo de reconocimiento de la recompensa en la fase de prueba
entre los grupos administrados con DEM (169.3 mg/dL), DEM + 4 mg/Kg de betanina
(169.9 mg/dL) y DEM + 25 mg/Kg de betanina (165.0 mg/dL) no se encontré
diferencia significativa comparada con el control (149.7 mg/dL) en las tres fases (pre-
habituacién, habituacién y prueba). En la figura 13 se muestra el tiempo de
reconocimiento por los diferentes grupos. Los resultados que obtenidos fueron

realizados por triplicado en cada fase (pre-habituacién, habituacion y prueba).
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Figura 13. Tiempo de reconocimiento de la recompensa en la prueba del
laberinto elevado de 8 brazos. No se encontré diferencia significativa entre los
grupos DEM comparacion con el control. Los valores corresponden a la media + error
estandar, diferencia significativa (*P<0.05). ANOVA de dos vias, prueba post hoc de
Bonferroni.

7.3.Efecto de la betanina en la memoria a corto plazo evaluada por la prueba
de reconocimiento de objeto nuevo en el modelo de ratas para

Alzheimer

La prueba reconocimiento de objeto nuevo nos permite evaluar el deterioro de
memoria a corto plazo, en el modelo de inducido para Alzheimer con una dieta
enriguecida en manteca. En la figura 14 se muestra el tiempo empleado en la
interaccion con el objeto A y B, teniendo presente que en esta fase de familiarizacion
los objetos son idénticos, encontrando que no hay diferencia significativa, entre el
tiempo promedio utilizado por las ratas en la exploracion de cada objeto. La media
del tiempo en el objeto A fue de 3.48 + 0.17s y del objeto B fue de 3.38 + 0.24 s.

En la figura 15, la media del indice de reconocimiento presentd diferencia
significativa entre los grupos DEM y DEM + 4 mg/Kg de betanina en comparacién
con el control, sin embargo, el grupo DEM + 25 mg/Kg de batanina no presento

diferencia significativa en comparacion con el control.
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Figura 15 6. indice de reconocimiento de la prueba de reconocimiento de objeto

nuevo. Se

presenta diferencia significativa de los grupos en comparaciéon con el

control. Los valores corresponden a la media + error estandar, diferencia significativa
(*P<0.05). ANOVA de dos vias, prueba post hoc de Bonferroni.
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7.4.Distribucion del receptor a serotonina 5-HTsa y 5-HT,c en corteza

cerebral por inmunofluorescencia

Con la finalidad de comprobar si el tiempo de bloqueo, asi como la concentracion de
albumina de suero bovino (BSA) y de poli-L-lisina (PLL), fue el adecuado para evitar
falsos positivos en las muestras, se sometio una muestra a las mismas condiciones
sin afiadir ningan anticuerpo primario. En la figura 16 se observa que el tiempo de
bloqueo a 2 h 15 min, 3% BSA y 0.1 PLL no presenta uniones inespecificas del

anticuerpo secundario FITC.

Figura 16. Determinacion de union inespecifica del anticuerpo FITC.
Comparacion de la laminilla blanco con la muestra control donde se observa que no
hay presencia marca inespecifica a una concentracion de 3% de Albumina de suero
bovino y 0.1 de poli-L-lisina.

La marca inmunofluorescente de la distribucion de los receptores 5-HT,c en corteza
cerebral observa que disminuye en el grupo DEM en comparacion con el grupo
control (figura 17). La marca inmunofluorescentre del grupo DEM + 4 mg/Kg de
betanina muestra una similitud con el grupo DEM, por lo que también presenta una
disminucion en los receptores 5-HT,c en comparacion con el grupo control (figura
18). Sin embargo, el grupo DEM + 25 mg/kg de betanina no se observa un cambio en

la marca inmunofluorescente en comparacién con el control (figura 19).
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Figura 17. Distribucion de los receptores 5-HT,c en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM (derecha).

Figura 18. Distribucion de los receptores 5-HT,c en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM + 4 mg/Kg de betanina (derecha).
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Figura 19. Distribucion de los receptores 5-HT,c en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM + 25 mg/Kg de betanina (derecha).

En corteza cerebral, la marca inmunofluorescente de la distribucion del receptor 5-
HTsa Sse muestra una disminucion del grupo DEM en comparacion con el control
(figura 20). De manera similar, la distribucion del receptor 5-HTsa en el grupo DEM +
4 mg/Kg y 25 mg/Kg de batanina disminuye en comparacion con el control (figura 21

y 22).

Figura 20. Distribucion de los receptores 5-HTsa en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM (derecha).
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Figura 21. Distribucion de los receptores 5-HTsa en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM + 4 mg/Kg de betanina (derecha).

Figura 22. Distribucion de los receptores 5-HTspn en corteza cerebral.
Comparacion de la marca inmunofluorescente de la muestra control (izquierda) y de
la muestra DEM + 25 mg/Kg de betanina (derecha).
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8. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El aumento de peso inducido por una dieta alta en alimentos energéticos ricos en
grasas saturadas y azUcares son un detonante hacia las enfermedades cronicas,
entre las que sobresalen las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y la
obesidad (OMS, 2003). Se ha visto que la relacion entre obesidad y el desarrollo de
la demencia es de un 60% comparado con individuos que no presenten obesidad,
ademas que en mujeres el riesgo es mayor (Chatterjee et al., 2016). Un factor
desencadenante hacia el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (EA), y que esta
relacionado con una alimentacion rica en alimentos energéticos, se encuentra la
hipercolesterolemia (Boss et al., 2017). Los niveles altos de triglicéridos también
estdn asociados con el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Rasmussen,
2016).

El colesterol proveniente de la dieta es incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, sin embargo su metabolito secundario 27-hidroxicolesterol (27-
OHC) es capaz de llegar al SNC causando efectos importantes en la modulacion
distintos genes y en la alteracion de la memoria (Heverin et al., 2015). En el estudio
realizado por Brooks et al (2017) evaluaron en un modelo inducido de colesterol por
dieta en conejos los efectos del metabolito 27-OCH en los receptores a estrégenos
de tipo alfa (ERa) y de tipo beta (ERB) demostrando que el aumento de 27-OHC en
hipocampo provoca una disminucion de la expresion de ERa, del marcador sinaptico
PSD-95 y del aumento de ERP el cual se cree que esta relacionado con la
disminucién de la funcién mitocondrial en neuronas por lo que concluyeron que el 27-

OHC es capaz de modular a los ER.

La funcién de la lipoproteina E (ApoE) en el sistema nervioso central (SNC) es la de
transportar componentes lipidicos, los cuales contribuyen a la construccion de la
vaina de mielina. Un aumento del contenido de colesterol llega a afectar las enzimas
intramembranales, relacionadas con la formacion de B-amiloide, AB (De Oliveira et

al. 2017). A nivel periférico, la apoliproproteina E (apoE) es la encargada del
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transporte de triglicéridos. La presencia del alelo APOE &4 se encuentra relacionado
en los dos tipos que se presenta la EA, de inicio temprano y de inicio tardio (Liu et
al., 2013), debido a que tiene una mayor afinidad con AB en comparacion con ApoE2
o0 ApoE3. Ademas de que induce la agregacion de los péptidos de AP, relacionados

con un riesgo mayor de la EA (Dong et al., 2012).

En las ratas hembras Wistar se presentdé un aumento significativo del peso a partir
del primer mes de ingesta con la dieta enriguecida en manteca (DEM) en
comparacion con el control, siendo el incremento del 29.4%, 28.6% y 33% de los
grupos DEM, DEM + 4 mg/Kg de betanina y DEM + 25 mg/Kg de betanina,
respectivamente. Los niveles de colesterol total en sangre no se vieron modificados,
sin embargo, los niveles de triglicéridos se encontraron aumentados en los grupos
DEM, DEM + 4 mg/Kg de betanina y DEM + 25 mg/Kg de betanina en comparacion
con el control. Los resultados del aumento de peso y el contenido elevado de
triglicéridos para un modelo de rata para Alzheimer fueron consistentes con los
resultados de Spagnuolo et al. (2015), donde reportan que con una dieta enriquecida
con manteca presentaron un aumento de peso (16%) y de triglicéridos a las 24
semanas después de haber iniciado su tratamiento en un modelo de obesidad, para
inducir dafio a memoria a largo plazo, sin embargo, difieren en nuestros resultados
con los niveles de colesterol debido a que no encontramos diferencia significativa a
las 24 semanas, posiblemente se deba a que las ratas hembras presenten un

metabolismo del colesterol mas regulado que en comparacién con los machos.

En el estudio realizado por Lee et al. (2008) demostraron que las hormonas sexuales
estan implicadas en el crecimiento corporal y en los niveles de colesterol plasmético
en ratas Sprague-Dawley hembras y machos alimentadas con una dieta alta en
colesterol, encontrando que los niveles de colesterol son dos veces mas altos en las
ratas hembras comparadas con los machos, por lo que proponen que los estrégenos
juegan un papel importante en la secrecion de hormonas que incrementan el
metabolismo producido por el estrés. En nuestros resultados al no observar

diferencia significativa en los niveles plasmaticos de colesterol total entre el grupo
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control y los grupos alimentados con la dieta alta en colesterol posiblemente se deba
a que estos grupos al presentar un mayor estrés oxidativo provocado por la dieta se
esté aumentando el metabolismo del colesterol que esté llevando al aumento de los

niveles hormonales.

La determinacion de las capacidades de aprendizaje espacial en las ratas se midio a
través del laberinto radial de 8 brazos y la prueba de reconocimiento de objeto nuevo
lo que nos permitié validar el comportamiento en el modelo inducido. En la prueba
del laberinto radial de 8 brazos no se observé ninguna alteracion en el tiempo de
reconocimiento del brazo correcto con la recompensa, por lo que se descarta un
posible dafio en memoria a largo plazo en el desarrollo del modelo inducido. Los
modelos preclinicos en animales son de gran importancia en pruebas para evaluar
los mecanismos hipotéticos de farmacos en la EA, debido a que desarrollan
trastornos cognitivos muy similares a los pacientes que padecen la EA (Webster et
al., 2014).

La prueba de reconocimiento de objeto nuevo (NOR) permite evaluar los tiempos de
exploracion entre dos objetos, uno familiar y otro no conocido denominado objeto
nuevo, por lo que la aplicacibn de esta prueba establece la evaluacion de la
memoria, el aprendizaje, la preferencia por la novedad y el procesamiento del
reconocimiento entre las distintas areas del cerebro relacionadas (Antunes y Biala,
2014). Nuestro estudio demostré que la betanina, a una concentracion de 25 mg/Kg,
protege del dafio causado por una DEM en memoria a corto plazo, observado en
NOR. Los resultados obtenidos son consistentes con Dan-Pan et al. (2017) en cuyo
trabajo evaluaron el efecto cognitivo de los polifenoles del extracto de arandanos en
un modelo 3x-transgénico de Alzheimer encontrando en NOR un aumento en el
indice de reconocimiento a los 15 meses de edad, indicando que el extracto puede

prevenir el deterioro de la memoria asociado con la EA.

Las hormonas sexuales femeninas han presentado un efecto importante, no solo a

nivel reproductivo, sino que también a nivel neuroprotector. En el cerebro, las
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neuronas y los astrocitos pueden sintetizar estrégenos. Durante la etapa post-
menopausica los niveles de estrégenos disminuyen, este cambio se ha relacionado
con la susceptibilidad a desarrollar la EA en comparacién con hombres dentro de la
misma edad. Las funciones neuronales en las que se ha relacionado el 173-estradiol
es el incremento de la neurogénesis en hipocampo por lo que mejoran las regiones
de aprendizaje y memoria, reducciéon de p-amiloide a través de la via no-
amiloidogénica por la activacion de MARK/ERK, disminucién de los niveles de
BACE1, la estimulacion de la degradacion de los acumulos de 3-amiloide, modulador
mitocontrial, entre otras. En la corteza prefrontal, la disminucion la sintesis de las
hormonas sexuales también se encuentra relacionado con el avance de la EA (Li et
al., 2014).

Se ha observado que existen diferencias en las habilidades cognitivas y en el riesgo
de padecer ciertas enfermedades neurol6gicas como la EA, entre hombres y
mujeres. A través de imagenes mediante Resonancia Magnética se determino ciertas
estructuras cerebrales, entre hombres y mujeres, presentan diferencia en su
volumen. En hombres es mayor el volumen de la amigdala y la corteza cerebral en
comparacién con mujeres, sin embargo, el volumen del hipocampo es mayor en
mujeres que en hombres (Ruigrok et al., 2014; Koolschijn y Crone, 2013). Se han
propuesto que estas diferencias se deban a receptores especificos, en la amigdala
se encuentra un numero alto de receptores de andrégenos y en el hipocampo se

encuentra un numero elevado de receptores de estrogenos (Li y Singh, 2014).

El posible efecto protector que esta ejerciendo la betanina, observado en la prueba
de reconocimiento de objeto nuevo, puede deberse al rol antioxidante que pudiera
estar presentando en cerebro. Se ha propuesto que el estrés oxidativo es un factor
importante en el desarrollo de la EA, debido a la generacion de radicales libres que
altera el sistema antioxidante enddgeno y juega un papel importante en el dafio
neuronal. Un efecto protector mediado hacia una respuesta inflamatoria y de estrés
oxidativo, puede ser considerado un potencial componente para las enfermedades

neurodegenerativas. El efecto antioxidante de la Betanina fue evaluado previamente
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en el trabajo realizado por Han et al., (2014) encontrando que la administracion de
betanina a una concentracion de 25 mg/Kg dio como resultado una aumento
significativamente en los principales sistemas antioxidantes enddégenos, como es el
glutation (GSH), catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD), ademas de una
disminucién de malondialdehido (MDA) un compuesto formado por la peroxidacion

de los &cidos grasos.

En el estudio realizado por Song et al., (2016) evaluaron el efecto protector de la
silibinina, un compuesto con capacidad antioxidante, en un modelo inducido para
dafio cognitivo y demostraron que protegia de manera significativa los déficits de
memoria, encontrando que en hipocampo reducia el estrés oxidativo al disminuir la
concentracion de MDA y aumentar GSH, ademas de que regula la autofagia, el cual
es un proceso implicado en la alteracion de la memoria inducida por AB llevando a
una disminucion de su eficacia resultando en muerte celular y neurodegeneracion.
Por lo que este estudio permite intuir que la betanina ejerce un efecto directo en los
niveles de GSH y MDA en la corteza cerebral. El efecto que se ha observado en la
regulacion de la autofagia podria tener efecto con los receptores a serotonina, debido
a la alteracion de este proceso provocado por los péptidos de A y dando como
resultado el cambio observado en la memoria a corto plazo, debido a que la
estructura de la betanina también posee grupos hidroxilo que son capaces de
interaccionar con radicales libres, como en el caso de la silibinina, se lograria
prevenir de esta manera que se sigan llevando a cabo reacciones de oxidacién en la

célula.

El almacenamiento de la informacion en el sistema nervioso depende del equilibrio
de las redes neuronales. La induccién y el mantenimiento de los procesos que
conducen a cambios es llevada a cabo a través de neurotranmisores. Dentro de la
EA, la progresion del dafio gradual en el aprendizaje y memoria se debe al deterioro
en las areas del cerebro relacionadas con estos procesos cognitivos. Las altas
concentraciones de Ca®* conducen a deterioros funcionales mitocondriales

caracterizados por la activacion de los poros de transicion de permeabilidad en la
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membrana mitocondrial interna, liberacién del citocromo c y la formacién simultanea
de especies reactivas de oxigeno (Zhang et al., 2016). Todos estos procesos de
dafio neuronal provocan alteraciones en distintos sistemas neuronales. Se ha
estudiado que el aprendizaje y la potenciaciéon de la memoria estan relacionados
tanto con el aumento de la actividad excitatoria en el sistema glutamatérgico como
con la disminucion de la actividad inhibitoria en el sistema GABAérgico (Benhamu et
al.,, 2014). Por lo que el papel que juegan los receptores a serotonina en la
modulacién de estos sistemas de neurotransmisores puede dirigir a una mejora

cognitiva.

A través de técnicas como autorradiografia e inmunohistoquimica han determinado la
expresion del receptor 5-HT,c en distintas areas del cerebro como en la corteza
prefrontal, hipocampo, amigdala, ganglios basales, nucleo accumbens e hipotalamo
(Werry et al.,, 2008). La activacion del receptor receptor 5-HT,c desencadena la
activacion de la sefializacién de fosfolipasa C provocando el aumento de Ca®*. Se ha
estudiado que los receptores 5-HT,a postsinapticos pueden modular la consolidacion
de la memoria al participar en la plasticidad sinaptica mediada por los receptores
NMDA en corteza cerebral. Ademas, puede interactuar directamente con PSD-95
para regular el trafico de receptores, entre otros efectos neuronales como es el
aumento transitorio de espinogénesis dendriticas, fosforilacion de PAK (factor
neuronal de intercambio de nucledtidos Rac guanina), la expresion de BDNF (Factor
neurotréfico derivado del cerebro) y en la actividad de la proteina cinasa acticada por

mitégeno de Erk (Zhang y Stackman, 2015).

Debido a la homologia que presenta el receptor 5-HT,a con el receptor 5-HT,c y por
el mecanismo de sefializacion, podemos esperar el mismo efecto de modulacion en
los procesos cognitivos, ofreciendo una nueva perspectiva para detener el deterioro
en el aprendizaje y en la memoria asociada con trastornos neurodegenerativos como

se ha estudiado con el receptor 5-HTa.
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En el estudio realizado por Marney et al., (2011) demostraron una reduccion del 20-
30% en la union de los receptores 5-HT,a en pacientes con deterioro cognitivo leve
en comparacion con personas sanas en areas corticales. Por lo que este estudio es
consistente con los resultados que obtuvimos con la marca inmunoreactiva del
receptor 5-HT,c en comparacion con los grupos DEM y DEM + 4 mg/Kg de betanina,
sugiriendo que el efecto de 25 mg/Kg de betanina presenta un efecto en la
distribucion de los receptores a serotonina. Sin embargo, es necesario realizar mas

estudios para comprobar como es que la betanina lleva a cabo este proceso.

Los cambios en los receptores a serotonina 5-HTsa pueden estar asociados a que la
funcién del sistema serotoninérgicas en el SNC, representa una modulacion
importante en varios procesos, entre los que se encuentra el estado de animo, la
ansiedad y la cognicion. Para poder proponer un efecto de un compuesto que mejore
la cognicion y memoria en la EA, es necesario conocer los cambios que estan

ocurriendo con los receptores involucrados (Olivier, 2015).

El receptor 5HTsa es un receptor transmembranal acoplado a proteina Gj, su
distribuciéon en el SNC esta en la corteza cerebral, hipocampo, nlcleo accumbens,
amigdala e hipotalamo. Los resultados de este trabajo en los que se observa menor
distribucion de dichos receptores, puede asociarse a que se ha establecido que su
expresion en la corteza cerebral y en hipocampo estan relacionados con las
funciones de cognicion y memoria (Yamazaki et al., 2015). Las vias de sefalizacion
moduladas por los receptores a serotonina, representan un punto importante para la
modulacién de la memoria, sin embargo, todavia se desconoce la implicacién de
cada subtipo en este proceso. Dentro de los subtipos G; que se han estudiado, se
encuentra el 5-HT14, €l cual puede participar en la mejora las funciones de memoria
(a corto y largo plazo) y la disminucion de su actividad esta relacionada con un
deterioro en la memoria (Haider et al., 2012).

En el estudio de Garcia-Alloza et al (2004), se evalué la expresion de los receptores

5-HTueip) Y 5-HTs en la corteza frontal y temporal, mediante un analisis post mortem
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en pacientes con EA, encontrando una disminucion significativa en la densidad del
receptor 5-HT@ugipy €n comparacion con individuos sanos. Las alteraciones del
sistema serotoninérgico presentes en la EA corresponden, de acuerdo con los
receptores homoélogos al receptor 5-HTsa, a una reduccidn en la distribucion en
distintas areas del cerebro como es en la corteza cerebral e hipocampo, por lo que
este trabajo es consistente con los resultados que obtuvimos en la disminucion del

receptor 5-HTsa en los grupos administrados con DEM.
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. CONCLUSIONES

El incremento de peso corporal de las ratas Wistar hembra fue significativo a
partir del primer mes de la ingesta con la dieta enriquecida con manteca.

La dieta enriquecida con manteca de cerdo y administrada a ratas Wistar hembra
no incremento los niveles de colesterol.

La dieta enriquecida con manteca de cerdo y administrada a ratas Wistar
incrementd significativamente los niveles de triglicéridos y no se observo dicha
significancia en los grupos tratados con betanina.

En el modelo implementado para Alzheimer en ratas Wistar hembras no se
observaron cambios en memoria a largo plazo en el laberinto elevado de 8
brazos.

La betanina, a una concentracién de 25 mg/Kg, mejord el deterioro cognitivo a
corto plazo inducido por la dieta enriquecida con manteca en el modelo de rata
observado en la prueba de reconocimiento de objeto nuevo.

Se encontré una disminucién en la distribucion de los receptores 5-HT,c en el
grupo DEM y en el grupo DEM + 4 mg/Kg de betanina en comparacion con el
grupo control.

Las ratas tratadas con DEM + 25 mg/Kg de betanina no presentaron cambios en
la distribucién del receptor 5-HT,c comparado con el control.

Se encontré una disminucién en la distribucion de los receptores 5-HTsa en el
grupo DEM y en los tratamientos de 4 mg/Kg y 25 mg/Kg de betanina en

comparacioén con el grupo control.
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