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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una de las de las demencias mas comunes
en la actualidad, y en la mayoria de los casos estan involucrados la herencia
genética asi como el estilo de vida. La enfermedad se caracteriza por la
acumulacion extracelular de péptido B-amiloide (AB), la hiperfosforilacion de la
proteina Tau, asi como cambios en la concentracién de neurotransmisores como
la acetilcolina. Varios estudios epidemioldgicos han permitido determinar factores
de riesgo asociados a la enfermedad como lo son la edad, carga genética
(apolipoproteina E), factores metabdlicos y obesidad. La prevencion de la
enfermedad se orienta a modificar el estilo de vida de la persona; o por
tratamientos farmacoldgicos que van dirigidos a tratar los sintomas como los
inhibidores de la acetilcolinesterasa y antagonistas NMDA. De acuerdo a lo
publicado hasta el momento, se sabe que el consumo de metilxantinas como
cafeina y teobromina principalmente, se asocian a la prevencion o ralentizacion
de la neurodegeneracion en la EA, por mecanismos multiples; es por eso que en
el objetivo de este trabajo, fue evaluar el efecto que tiene la teobromina
administrada en dosis de 30 mg/L, sobre la expresiébn de los receptores
dopaminérgicos D1 y D2 de un modelo murino experimental de la EA esporadica,
inducido por una dieta alta en grasas. Se comprobd que la ingesta sostenida de
una dieta alta en grasas, a base de manteca de cerdo, permite observar el fenotipo
de la EA esporéadica al provocar un aumento en la concentracion de triglicéridos
plasmaticos, pero no de colesterol, y una disminucion persistente de las
capacidades cognitivas a lo largo del estudio; efecto inhibido por la administracion
de teobromina [30 mg/L], que ejerce una actividad de neuroproteccion a través de
un mecanismo que implica la activacion de heterocomplejos de receptores de
Adenosina y Dopamina (RA-RDA).



1. ANTECEDENTES
1.1 Demencia

La manera mas sencilla de definir la demencia es como un sindrome clinico de
multiple etiologia, adquirido, que se caracteriza por el deterioro permanente de la
memoria, la diminucion de la capacidad intelectual en comparacion con el nivel previo
de funcién (Pefia-Casanova, 1999; Angeles-Abanto y Escobar-Fernandez, 2015).
Frecuentemente, esta disminucion va acompafiada de cambios psicoldgicos y
alteraciones del comportamiento, sin afectacion de la conciencia y depresion, que
promueve la alteracidn de las capacidades sociales de los afectados. Por lo general
esta enfermedad es de tipo cronico y progresivo (Angeles-Abanto y Escobar-
Fernandez, 2015).

La demencia es considerada un sindrome debido a que no se hace referencia a una
enfermedad en concreto, sino a un conjunto de sintomas. El concepto indica una
creciente pérdida de las capacidades y la afeccion de la capacidad de funcionamiento
laboral y/o social del sujeto (Angeles-Abanto y Escobar-Fernandez, 2015). En
términos técnicos los médicos definen la demencia mediante una serie de

caracteristicas o rasgos especificos, resumidos en el Cuadro 1.

Tras detectar la presencia de estos sintomas se debe buscar la causa de dicho
deterioro, con el fin de abordar un tratamiento y establecer un prondstico especifico
para cada caso. Tal como lo hicieron Bouchard y Rossor en 1996, quienes
clasificaron las causas principales de un deterioro progresivo de las capacidades

mentales, en cuatro grandes grupos:

1. Enfermedades Generales: (Hipertension, diabetes, anemias, etc.).
Enfermedades Psiquiatricas o0 mentales.

3. Enfermedades Neurologicas con demencia secundaria (tumores cerebrales,
trastornos de circulacion, por mencionar solo algunas).

4. Demencias degenerativas cerebrales primarias: Alzheimer, ejemplo mas

comun.



Cuadro 1. Criterios del Diagnostico de Demencia (Tomado de Bouchard y Rossor,
1996).

A. Desarrollo de mdltiples trastornos cognitivos manifestados por:

1. Alteracion de la memoria: incapacidad para fijar nuevos recuerdos y/o para
evocar recuerdos antiguos.
2. Alteracion de uno o mas de los siguientes aspectos:
e Afasia: alteracion del lenguaje (comprender, expresarse).
e Apraxia: alteracion de la gestualidad (manipular objetos).
e Agnosia: fallos de reconocimiento de objetos.

¢ Alteracion de la funcién ejecutiva: Planificar, secuenciar, abstraer.

B. Alteracion significativa del funcionamiento familiar, social o laboral.

C. Inicio gradual y disminucioén cognitiva continuada respecto al nivel previo de

funcionamiento.

Sin embargo, en muchos centros especializados se realiza una clasificacion de las

demencias en relacion con las zonas cerebrales predominantemente afectadas:

e Demencias corticales: la zona afectada es la capa mas externa del cerebro, la
corteza cerebral, son consecuencia de cambios degenerativos y se hacen
notorios por sintomas como amnesia, afasia, apraxias y agnosias (Garcia-Ardura,
2016). En esta clasificacion, la EA es protagonista; y en ésta, se puede observar
claramente la atrofia sobre todo en la regién del hipocampo, areas de asociacion
de la corteza y ventriculos muy expandidos. No afectan las areas visuales de la
corteza, somato-sensorial y auditivas (Wendosell, 2014).

e Demencias subcorticales: las partes afectadas son las mas profundas del
cerebro, particularmente los llamados “nucleos grises de la base”; por ejemplo, la
enfermedad de Parkinson o en los cuerpos de Lewy.

e Demencias mixtas: Afectan ambas zonas, cortical y subcortical.



Uno de los factores de riesgo principales para las formas comunes de demencia es
el envejecimiento; su prevalecia afecta al 8% de las personas de al menos 65 afios
llegando a alcanzar hasta un 20% en mayores de 80 afios. Hasta el 75 % de las
personas de la tercera edad que residen en alguna institucioén sufre alguna forma de
deterioro cognitivo significativamente clinica (Angeles-Abanto y Escobar-Fernandez,
2015). Existen mas de setenta causas y enfermedades diversas que pueden hacer
gue una persona presente demencia (Pefia-Casanova, 1999). Como es de esperarse
so6lo algunas de las causas son atendibles, lamentablemente son también las que se
presentan con menos frecuencia. Otras enfermedades pueden ser tratadas con el fin

de frenar su progreso y atenuar los sintomas.

Actualmente la principal causa de demencia a nivel mundial es la EA ya que
representa el 50-56% de todos los casos (Moreno-Cervantes y col., 2015); al 2013
se reporta una incidencia del 8% presente en personas mayores de 65 afios y 20%

en mayores de 80 afios (Montes y col., 2013).

1. 2 Enfermedad de Alzheimer

La EA es una enfermedad neurodegenerativa del sistema nervioso central que se
caracteriza por la muerte neuronal progresiva e irreversible en ciertas zonas del
cerebro (Martinez-Pinilla y col., 2015); en donde las zonas mas afectadas son la
corteza cerebral y el hipocampo. Las neuronas dejan de funcionar y pierden la
conexion con otras, manifestandose esto en la pérdida de la funcién cerebral que
puede afectar en forma adversa a la memoria, el pensamiento, el lenguaje, la
orientacién al entorno fisico, el entendimiento, el juicio, la toma de decisiones vy el
comportamiento, asi como la capacidad de llevar a cabo las tareas mas simples de
la vida diaria; en algunos casos puede ser incluso causa de muerte (Velez-Valle y
Luna-Cortés, 2015).

1. 2. 1 Epidemiologia

Segun la Organizacion Mundial de la Salud la EA es una de las causas mas comunes

de demencia; representa 60% a 70% de los 47.5 millones de casos de demencia en
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el mundo y también es la demencia mas comun en América Latina (OMS, 2016;
Lépez-Locanto, 2015). Se estima, ademas, que los casos de personas con EA en
todo el mundo en el afio 2050 seran de alrededor de 80 millones y aproximadamente
el 20% de estas personas estaran ubicados en paises del Centro y Sur América
(Villarreal y col., 2014; Allegri, 2016). Por otra parte, en 2016 el Instituto Nacional de
Geriatria informa que de los 800 mil casos de demencia en México, dos tercios eran
por EA, afectando aproximadamente 28 de cada mil adultos mayores de 60 afios
(Gutiérrez-Robledo, 2016). En cuanto a la distribucion por sexos, las mujeres tienden
a presentar mayor incidencia a edades mas avanzadas (Lépez-Locanto, 2015).
Aproximadamente el 25% de los casos con la enfermedad guarda una relacion
genética, de éstos el 95% es de inicio tardio, es decir, se presenta a edades mayores
de 65 afos, y el 5% restante de inicio temprano, en personas menores de 65 afios
(Bird y col., 2015).

1. 2. 2 Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer

Se pueden establecer dos categorias generales de la enfermedad: Alzheimer
esporadico o de aparicion tardia y, Alzheimer familiar o de inicio temprano. El primero
se presenta a edades mayores de 65 afios y el segundo en personas de menor edad.
La EA de tipo esporadica esta asociada a factores genéticos y ambientales, grupo al
gue pertenecen cerca del 85 al 95% de los casos (Mendiola-Précoma y col., 2016);
por otro lado, la EA familiar corresponde para 5 al 15% de los casos y se debe a
mutaciones en los genes: del cromosoma 21 codificante de la proteina precursora de
amiloide; del cromosoma 14 que codifica para presenilina 1, o a mutaciones en el
cromosoma 1, correspondiente a la presenilina 2. El factor de susceptibilidad es el
alelo €4 la del gen de la apolipoproteina E. En los dos casos, la enfermedad esta
relacionada con la acumulacion de la proteina B-amiloide, la cual da lugar a

alteraciones que conducen a la muerte neuronal y a agregados de proteina tau.



1. 2. 3 Factores De Riesgo

Como es de esperarse hay ciertos factores predisponentes que aumentan la
probabilidad de padecer la EA; entre éstos, la edad es uno de los principales factores,

pues la enfermedad se presenta con mayor incidencia en edades mayores a 65 afios.

1. 2. 3. 1 Factores genéticos

La EA es una enfermedad compleja en la que existe una relacion entre factores
genéticos y ambientales, los cuales al interactuar dan lugar al fenotipo final. Hay tres
genes asociados: el gen que codifica para la proteina precursora amiloide (APP) y
los que lo hacen para presenilinas (PSEN1 y PSEN2). La produccion del péptido
amiloide depende del estado del gen de la APP, del gen BACE (productor de la B-
secretasa) y de los genes de las presenilinas. Existe un cuarto gen, el de la
apolipoproteina E (ApoE), producida por astrocitos y microglia de manera normal en
el sistema nervioso central, cuya isoforma €4 aumenta la susceptibilidad, tanto para
la forma esporadica como familiar. La expresion de ApoE puede ser promovida como
respuesta al estrés o dafio neuronal (Mendiola-Precoma y col., 2016). En el Cuadro
2 se recopilan las funciones de genes asociados a la enfermedad, que se ven

afectados por polimorfismos.

1. 2. 2. 2 Otros factores

Actualmente las manifestaciones clinicas de la EA se han asociado a cambios en el
metabolismo. Se sabe que los niveles altos de colesterol en sangre son un factor de
riesgo, porque provoca efectos en el metabolismo de APP, asi como en las
actividades de [3-, y-, y a-secretasas, por consiguiente, también la sintesis de AB.
Ademas, intermediarios del metabolismo de la cantidad excesiva del colesterol en el
cerebro, como lo son el 24-hidroxicolesterol (24-OHC) y 27- hidroxicolesterol (27-

OHCQC), se encuentran en pacientes con EA (Testa y col., 2016).



Cuadro 2. Polimorfismos Genéticos Asociados a la Enfermad Alzheimer y su
implicacién funcional. (Elaborado de Mendiola-Precoma 'y col., 2016).

Gen Funcién

ABCA7 | Transporte de sustratos a través de membranas celulares.

Proteina chaperona activada por estrés involucrada en la apoptosis,
CLU regulacion del complemento, transporte de lipidos, proteccion de la

membrana e interacciones célula-célula.

CD33 | Endocitosis mediada por el receptor independiente de clatrina.

CD2AP | Reorganizacion del citoesqueleto y trafico intracelular.

BIN1 | Regulacidon de endocitosis y trafico, homeostasis del calcio y apoptosis.
PICALM | Montaje de clatrina.

MS4A | Asociado a respuesta inflamatoria.

Asimismo, la deficiencia de vitamina B12 y el acido félico, promueven niveles altos
de homocisteina en sangre, que a concentraciones de 10-100 pmol/L ejercen una
accion directa al estimular excesivamente el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)
cuya activacion se ve alterada en la EA (Maron y Loscalzo., 2009). Se ha demostrado
también en modelos de la EA que la inhibicion farmacoldgica de la actividad de este

receptor disminuye el efecto patoldgico de AB (Danysz y Parsons, 2012).

Se relacionan también la hipertension, la atrofia cerebral y la generacion de ovillos
neurofibrilares, con aumento en la probabilidad de padecer la enfermedad (Mendiola-
Precoma y col, 2016). Por otro lado, la relacion que existe entre la obesidady
otrosfactores metabdlicos, da pauta a que se presenten variadas patologias entre las
gue se pueden encontrar enfermedades cardiovasculares como la hipertension,
sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2 e incluso la propia hipercolesterolemia

antes mencionada.

La obesidad es una enfermedad cronica que se caracteriza por unaumento del tejido
graso y peso corporal, cuya causa principal es el desequilibrio energético, por
consumo de una dieta hipercalorica y un bajo gasto de energia (Moreno, 2012),
incrementan la secrecion de citosinas proinflamatorias (Arteaga, 2012). La obesidad,
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la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y la ingesta excesiva de grasas, particularmente
saturadas, se encuentran estrechamente relacionadas con el dafio cognitivo, y
aumentan el riesgo de EA (Walker y Harrison, 2015; Mendiola-Precomay col., 2017),
la protedlisis del APP por la B-secretasa, el deterioro cognitivo y el dafio mitocondrial.
El aumento de tejido adiposo caracteristico de pacientes con obesidad, incrementa
la acumulacion de lipidos y provoca cambios en la secrecion de adipocinas
proinflamatorias produciendo un aumento de TNF-a, IL-6 y la leptina. Esta Gltima
favorece la fosforilacion de tau y promueve la formacion de ovillos neurofibrilares que
afectan la estructura y funcion neuronal; la leptina puede encontrarse aumentada en
la EA, sin embargo las bajas concentraciones de esta hormona aumentan el riesgo
de padecerla. Por su parte la adiponectina ademas de regular la adiposidad y ser un
sensor de la insulina, modula funciones cerebrales como la memoria ejerciendo un

efecto protector en el hipocampo (Mendiola-Precoma y col., 2016).

1. 3 Signos y sintomas de la Enfermedad

La enfermedad tiene un inicio lento, pero progresivo que, en sus primeras fases,
suele ser dificil de diferenciar del envejecimiento normal o de otras etiologias clinicas.
Normalmente se sospecha de ella cuando se detecta la presencia de trastornos
llamativos, ya sean cognitivos (memoria, lenguaje, orientacién) o funcionales
(independencia). Los sintomas suelen atribuirse a la edad, por lo que se vuelve dificil
distinguir su verdadera causa; no obstante, deben ser tomados como importantes
signos de alarma del deterioro (Pefia-Casanova, 1999). La Alzheimer’s Association
de Estados Unidos ha establecido diez sefiales de advertencia de la EA y otros tipos

demencia (Cuadro 3).

La evolucion de la enfermedad depende de multiples variables, asi como del estado
de salud y los cuidados a los que es sometido el paciente; esta asociada a fenomenos
cerebrales o hechos externos, por lo que no puede generalizarse el curso que ésta

toma.



Cuadro 3. Signos de alarma de la enfermedad de Alzheimer (Modificado de
Alzheimer’s Association, 2018).

Cambios de memoria que afectan la vida cotidiana (citas, nombres, nimeros de
teléfono).

Dificultades para planificar o resolver problemas: cambios en la habilidad para
desarrollar y seguir un plan.

Dificultad para llevar a cabo tareas cotidianas en el hogar o el trabajo: pueden
tener dificultad para llegar a lugares conocidos, o recordar reglas.
Desorientacion en el tiempo y espacio: El paciente se olvida de la fecha, se pierde.
Problemas de pensamiento abstracto: aparecen problemas de evaluacion de
semejanzas, comprension.

Problemas con el uso de palabras al hablar o escribir: Tienen problemas para
seguir una conversacion o repiten mucho lo que dicen, incluso pueden olvidar el
nombre de objetos.

Pérdida de cosas o ubicacién en lugares incorrectos: olvidan dénde colocaron los
objetos, aunque el evento haya sucedido minutos antes.

Pobreza de juicio: experimentan cambios en el juicio o en la toma de decisiones,
prestan menos atencion al aseo personal.

Pérdida de iniciativa: El paciente pierde el interés para ejercer pasatiempos,

socializar o realizar proyectos en el trabajo.

10.Cambios en la personalidad: cambios repentinos de humor, suspicacia, temor.

Los sintomas de la enfermedad se desarrollan lentamente y empeoran de forma

gradual a lo largo del tiempo; la enfermedad va de un estado leve-moderado a

severo. Pueden clasificarse como sintomas psiquiatricos, sintomas conductuales y

sintomas cognitivos.

1. 3. 1 Sintomas Psiquiatricos y Conductuales (neuropsiquiatricos)

Los sintomas psiquiatricos de la enfermedad surgen como consecuencia del impacto

psicoldgico relacionado con el déficit cognitivo y los cambios neuroquimicos, dentro

de estos se encuentran: ideas delirantes que constituyen la causa mas comun de
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consultas médicas, alucinaciones en las cuales los pacientes pueden ser conscientes
de la falsedad del fenébmeno o bien, pueden actuar en funciéon de lo falsamente
percibido; falso reconocimiento como resultado de delirio y pueden dar lugar a
interpretaciones andmalas; la depresion que se presenta entre el 40% y el 50% de
los casos, puede explicarse como una reaccion a la pérdida de las capacidades. Se

han sugerido varias hipoétesis para explicar dicho problema:

a) Una alteracion provocada por la presencia de cambios neurobiologicos en el
cerebro de estos sujetos, especificamente asociada a alteraciones en los sistemas
de neurotransmision al igual que con ciertas estructuras cerebrales, como problemas
de metabolismo lento en las regiones frontales superiores bilaterales y en la corteza

izquierda.

b) Los factores psicologicos, sociales y ambientales que pudieran incidir

negativamente en el estado de animo de las personas (Arango y Fernandez., 2003).

Por otra parte, entre de los sintomas conductuales se encuentran la ansiedad,
acompafiada de excitabilidad del sistema nervioso auténomo, que afecta
aproximadamente al 40% de los pacientes; agitacion o agresion, estado bajo el cual
los pacientes pueden dafar el entorno, a las personas o autolesionarse; alteraciones
de personalidad, presentes en un aproximado del 70% de los pacientes (Pefa-
Casanova,1999) las personas se vuelven irritables, desinhibidas, apéticas o
suspicaces; existen alteraciones del suefio, insomnio y alteraciones del ritmo diurno,
cambios de apetito y conducta alimentaria, al apetito puede aumentar o disminuir.
También hay cambios en la actividad sexual, que pueden manifestarse de distintas
formas, lo mas comun es una disminucion en el deseo e interés sexual. Alteraciones
de la actividad psicomotora, incluye deambulacion errante, seguimiento persistente
del cuidador, actos y manipulacion repetidos. Se estima que el 64.7% de los
pacientes con esta enfermedad experimentan sintomas psicolégicos y conductuales

(Garzon-Patterson y Pascual-Cota., 2015).



1. 3. 2 Sintomas de Ambito Funcional

Antes de describir estos sintomas, es importarte saber que se presentan como una
desviacion en las actividades de la vida cotidiana del paciente, entendiéndose como
tal, el conjunto de conductas que una persona ejecuta con frecuencia casi cotidiana,
para vivir de forma autbnoma e integrada en su medio ambiente, y para cumplir su
papel social (Baztan y col., 1993). Este conjunto de actividades se ven afectadas por
la enfermedad de Alzheimer de tal forma que el comer, vestirse, bafarse, controlar
esfinteres y demas actividades que podrian considerarse sencillas, se vuelven un
reto para el paciente, llegando a resultar imposibles en los casos mas graves, por lo

gue la asistencia de familiares o personas cercanas es indispensable.

1. 2. 3 Sintomas Cognitivos

En el &mbito cognitivo los sintomas se manifiestan en distintas areas y diferente
gravedad. La alteracion de la memoria es el elemento medular de la enfermedad, se
presentan trastornos de memoria episddica a largo plazo (de acontecimientos o
eventos) es decir, comienzan a observarse olvidos progresivos que afectan
acontecimientos vividos recientemente, como haber ido a visitar a una persona y no
recordarlo; luego se van olvidando recuerdos cada vez mas antiguos (amnesia
retrograda), como pueden ser el nombre de familiares, o su domicilio, por ejemplo.
Estos trastornos llevan al paciente a un estado de desorientacion del tiempo y

espacio.

Se afecta también la memoria de trabajo, responsable de mantener temporalmente
la informacion en la mente y manipularla mientras se realizan tareas mentales,
entonces el paciente tiende a fallar en tareas que requieren planificacién, control,
razonamiento y resolucion de problemas o seguimiento de una conversacion grupal.
Al alterarse la memoria semantica se pierden los conocimientos adquiridos a lo largo
de la vida, los gestos y palabras; la memoria procesal (de aprendizajes no
conscientes), sorprendentemente es posible que la persona pueda aprender tareas

nuevas, aunque de forma no consciente (Garzén-Patterson, 2015).
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Conforme avanza la enfermedad se van perdiendo la orientacion espacial y del
tiempo, asi como la informacion referente a su propia identidad, de familiares y
personas de su circulo social; dejan de reconocerse objetos e imagenes, la escritura
debido al dafio en la corteza asociativa visual, situada en los I6bulos occipitales y las

zonas cercanas de los l6bulos parietales (Pefia-Casanova, 1999).

En las primeras fases de evolucion de la EA los trastornos de la lengua (afasia) no
son muy evidentes, comienzan con dificultad para pronunciar palabras hasta llegar a
la ausencia total del lenguaje. Se presentan también trastornos de lectura (alexia),
pero de una manera muy sutil; de escritura (agrafia); hay pérdida de expresion
gesticular (apraxia), incluso se pierde la capacidad de vestirse, esta patologia se
presenta en casos de Alzheimer mas avanzados. El sindrome dis-ejecutivo se
manifiesta en multiples versiones, desde una reduccion en el movimiento hasta

cambios de personalidad.

1. 4 Factores Etiolégicos

Las causas por las cuales se origina la enfermedad pueden ser variadas, pues segun
lo propuesto existen una serie de hipétesis que pueden explicar su manifestacion,
sin embargo, no se cuenta con una que explique en su totalidad el complejo proceso
de la enfermedad. La EA se caracteriza por la degeneracion progresiva y especifica
de las neuronas de la corteza cerebral y de algunas estructuras subcorticales, dando
lugar al deterioro funcional del cerebro que esta determinado por la accion de tres

procesos principales (Figura 1) (Tuneu y col., 2005).

e Formacion de las placas seniles (los depdésitos extracelulares del péptido 13-
amiloide) y de ovillos neurofibrilares (causadas por fosforilacion de la proteina
Tau) que constituyen las lesiones especificas de la EA.

e Alteracién en la produccién de neurotransmisores; hipofuncion colinérgica e
hiperfuncion glutamatérgica.

e Apoptosis (muerte celular programada) de neuronas.
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Procesamiento anormal de la APP

Y
Produccién excesiva de R-amiloide y defecto de aclaramiento de R-amiloide
Y Y
Hiperfosforilacion de Tau Oligémeros solubles de R-amiloide
] Y ¥
Ovillos neurofibrilares Fibrillas Alteracién de
Y neurotransmisores
;— Placas - (Ach, Glu)
Y ¥
Apoptosis - Inflamacién
¥

Muerte neuronal

Figura 1. Etiologia del Alzheimer. (Modificado de Tuneu y col., 2005).

1. 4. 1 Acumulacion del péptido B-amiloide en placas seniles

El péptido B-amiloide (AB) es una proteina de 40 a 43 aminoacidos, cuya longitud
depende del sitio en el que es escindido, pero no modifica de manera importante su
capacidad de formar agregados proteicos, forma parte de la APP, que se encuentra
incrustada en la membrana neuronal y esta relacionada con fenémenos como la
plasticidad neuronal, la extensién de la ramas neuronales, formacion de sinapsis y
del esqueleto neuronal, la regulacion del calcio que entra en el interior de las
neuronas y otros procesos. La APP es fragmentada por las enzimas B, y y a-
secretasas cerca del fragmento AB; (Figura 2), dando origen a diferentes fragmentos,
uno de ellos es la forma AR, causante de la EA. El péptido BA consiste en al menos
dos secciones con diferentes propiedades: un fragmento hidrofébico, que se
estructura de manera ordenada, se conoce como hoja B y un segmento cuya
composicién permite que se mantenga en forma desordenada o se estructure como
hoja- B (Guzman-Vélez y col., 2016), que es la forma patolégica de BA que da origen

a los depdésitos toxicos de amiloide en el cerebro.
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Figura 2. Procesamiento proteolitico de APP. (Modificado de Sumner y col., 2018).

La via amiloidogénica produce péptidos amiloides derivados de la accion enzimética
de -y y-secretasas en la APP, distribuidas en la membrana de las neuronas;
mientras que la via no amiloidogénica produce fragmentos aAPP no toxicos que se
generan por la accion de a-secretasason solubles y tienen un efecto neuroprotector.
La hipotesis de los depdsitos de amiloide de las placas seniles es fundamental en el
desarrollo de la demencia de Alzheimer y actualmente es la que cuenta con mayor
aceptacion, ya que esta sustancia al acumularse se vuelve téxica para las neuronas.
La hipétesis plantea que la aglomeracion de AB en forma placas neuritricas, difusas
o como formas oligoméricas en el cerebro es la principal causa etioldgica de la EA

(Mendiola-Precoma y col., 2016).

1. 4. 2 Hiperfosforilacion de Tau

La proteina tau forma parte de una familia de proteinas asociadas a microtubulos
(MAPSs), que se expresa principalmente en neuronas. Participa en el ensamble de
monomeros de tubulina dentro de los microtubulos, para dar lugar a la red de
microtubulos neuronales que; contribuyen al mantenimiento de la forma celular y

sirven como via de transporte a través de los axones; también establece vinculos
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entre microtubulos y otros elementos del citoesqueleto, como los neurofilamentos u

otras proteinas como son espectrina y flamentos de actina (Garcia y Jay, 2002).

Esas actividades son reguladas en gran parte por estado de fosforilacion de tau, que
controla la estabilidad del citoesqueleto. La ciclina-dependiente de quinasa 5 (cdk5b)
o cinasa de tau Il (TPKII), es una de las principales cinasas que fosforilan a tau, se
encuentra distribuida en varios tejidos y lineas celulares. La proteina tau al verse
guimicamente modificada por el exceso de fosforilacion, pierde su capacidad
funcional normal y hace que las neuronas pierdan su estructura por la formacion de
ovillos neurofibriales, que son pares de filamentos formados por agregados
anormales de proteinas tau, que estan dentro de las neuronas. La fosforilacion
anormal de tau evita su uniéon a microttbulos y estimula modificaciones en GSK38,
la cinasa involucrada en la fosforilacién aberrante de tau,que parece estar implicada
en la patologia de EA, (Garcia-Rodriguez, 2014), de tal forma que se promueve adn

mas la patologia.

1.5 Alteraciones en Sistemas de Neurotransmisores en Alzheimer

Los neurotransmisores son moléculas quimicas encargadas de trasmitir la
informacion de una neurona a otra, y su alteracion en la transmision sinaptica puede
asociarse al deterioro cognitivo en la EA. Destaca la afeccién de los grupos de
neuronas que usan acetilcolina como neurotransmisor; éstas se sitian sobre la
corteza cerebral, el nacleo basal de Meynert que establece conexiones colinérgicas
a toda la corteza; el tronco del encéfalo y el estriado. La alteracion del sistema
colinérgico, especificamente una reduccién en la sintesis de acetilcolina, en el nacleo
basal de los pacientes con EA afecta la activacion cerebral y la capacidad de
memoria, por o que no es de sorprenderse que las terapias farmacologicas estén

dirigidas a tratar este sistema (Pefia-Casanova, 1999).

1. 5. 1 Sistema Neurotransmisor de Acetilcolina

Los receptores acetilcolina-nicotinicos son indispensables para llevar a cabo

procesos cognitivos y de aprendizaje, y su deficiencia en la enfermedad de Alzheimer
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se asocia a la acumulacion de péptido AR amiloide y Tau. De acuerdo a evidencia
experimental se sabe que el péptido B-amiloide se une a receptores nicotinicos a-7
de acetilcolina, reduciendo la corriente nicotinica a-7, y por lo tanto la entrada de Ca?*
a la célula. La nicotina incrementa también la produccion de factores neurotroficos

en el cerebro y protege al SNC (Rubio-Pérez y Morillas-Ruiz, 2012).

En pacientes con EA los receptores muscarinicos, asi como el acoplamiento de Ach,
se reducen (Rubio-Pérez y Morillas-Ruiz, 2013); de igual forma lo hacen las enzimas
colina acetiltransferasa (CAT), que se encuentra principalmente en los axones
colinérgicos presinapticos (Gandia y col., 2006; Rugeles-Castafieda, 2006); y la
acetilcolinesterasa (AChE). La deficiencia en la activacion de los receptores
nicotinicos o muscarinicos M1 se traduce en la inactivacion de la proteincinasa C,
afectando el procesamiento de la APP y favorecen la hiperfosforilacion de Tau
(Gandiay col., 2006).

Algunos estudios sugieren que hay un acoplamiento anormal de los receptores
muscarinicos y las proteinas G que actian como segundo mensajero, alterando la
transduccion de la sefial posterior a la estimulacion del receptor (Rugeles-Castafieda,
2006). Ademas, en la ultima etapa de la enfermedad, los receptores de neutrofinas
colinérgicas del encéfalo, responsables de promover la proliferacion, diferenciacion
y supervivencia de las neuronas y células gliales que intervienen en el aprendizaje;

se ven reducidas (Rubio-Pérez y Morillas-Ruiz, 2012).

1. 5. 2 Sistema Neurotransmisor de Serotonina

En la EA también se ven afectados los nucleos dorsales del rafe del tallo del encéfalo
por la formacion de ovillos neurofibrilaes (ONFs) provocando la pérdida neuronal y,
por consiguiente, la de terminales serotoninérgicas en el neocértex; al ser éstos la
principal fuente de serotonina, se produce una disminucion en las concentraciones
de este neurotransmisor y del acido 5-hidroxiindol acético (5 HIAA), en el cerebro, de
manera importante en los l6bulos temporales, en el neoestriado asi como en el

liquido cefalorraquideo De esta forma se pueden explicar los sintomas psiquiatricos
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gue se observan en esta patologia (ansiedad, depresién, psicosis, trastornos del

suenio, etc).

De la misma forma se ve afectado el locus coeruleus, fuente primordial de
noradrenalina del SNC, en el mesencéfalo; al formarse ONFs. Sin embargo, en este
caso la pérdida neuronal es mayor, alrededor del 40 y 80 %. Se ha encontrado
ademas que disminuyen en un 10 a 30% los niveles de noradrenalina y la enzima
encargada de sintetizarla, dopamina B-hidroxilasa, en el neocértex. Esta alteracion
de la dopamina se asocia a la depresion de los pacientes (Rugeles-Castafieda,
2006).

1. 5. 3 Sistema Neurotransmisor de Acido y-aminoburtirico (GABA)

Las bajas concentraciones de &cido y-aminoburtirico (GABA), neurotransmisor
inhibitorio han sido asociados a la EA, sin embargo, solo se presenta en algunos
casos en los que se relaciona con un déficit cognitivo. GABA actla como un
modulador de otros neurotransmisores, entre ellos serotonina y dopamina, por lo que
se cree que desempefia un papel importante en la etiologia de los sintomas

conductuales (Rugeles- Castafieda, 2006).

1. 5. 4 Sistema Neurotransmisor de Glutamato

El neurotransmisor excitatorio mas importante del SNC es el Glutamato (Glu) y su
transmision sinaptica esta regulada por receptores acido-a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol (AMPA) (Hao y col., 2015). En las personas con EA el Glu se manifiesta
de forma excesiva en la hendidura sindptica produciendo excitoxicidad y la posterior
muerte celular. Se ha encontrado que oligdmeros de BA solubles dificultan la
transmision sinaptica, de forma especifica la plasticidad neuronal mediada por Glu y
sus receptores NMDAR y mGIuR5, asi como su liberacién. Se ha documentado que
BA induce a los mGIuR5 y MNDAR a activar caspasas-3 que se atribuye a la
inhibicion de la potenciacion a largo plazo o LTP (Long-Term Potentiation) y
favoreciendo la depresion a largo plazo o LTD (Long-Term depression) en proceso
de memoria y aprendizaje (Diaz, 2014).
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El péptido BA induce a la liberacidon excesiva de Glu en la hendidura sinaptica, lo
gue favorece la sobre activacion de los receptores ionotropicos y metabotropicos de
Glu; la acumulacion del péptido en esta zona permite, particularmente, la interaccion
con los mGIuRS5, pues BAi1-42 se une a la membrana neuronal acumulandose en las
zonas de sinapsis excitatorias, afectando estos receptores al alterar su distribucién y
reducir su movilidad; se impide entonces el intercambio de glutamato entre sinapsis
y su localizacion (Figura 3). Se produce una activacion excesiva del receptor
mGIuR5, manifestindose como un aumento en las concentraciones de Ca?* en el
interior de la célula y la eliminacién de los NMDAR (Diaz, 2014). Esta alteracion del
sistema neurotransmisor de Glu no solo observa en enfermos de Alzheimer, sino

también en otras patologias como en la enfermedad de Parkinson y la esclerosis
multiple (Rubio-Pérezy Morillas-Ruiz 2012).
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Figura 3. Implicacion de BA y los receptores metabotropicos de Glutamato.
(Modificado de Diaz, 2014).

La regulacién de los AMPAR dentro y fuera de la sinapsis excitatoria es importante
para controlar la potenciacion a largo plazo, la depresion a largo plazo y otras formas
de plasticidad sinaptica, y ésta depende de composicion de la subunidad del
receptor. En el hipocampo la mayoria de los AMPAR son hetero-oligobmeros de

glutamato A (Glu A) / Glu A2 y dependen de la actividad de la LTP. La fosforilacion
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de éste receptor media insercion en la membrana plasmatica del receptor AMPA y
su insercion en la sinapsis. Se ha demostrado que los oligdbmeros AR alteran este

mecanismo al modular proteinas quinasas o fosfatasas (Hao y col., 2015).

1. 5. 5 Sistema Neurotransmisor de Dopamina en enfermedad de Alzheimer

Las concentraciones de dopamina (DA) y acido homovalinico corticales no presentan
alteraciones significativas en EA, pero se sabe que puede darse la pérdida de
algunas pocas neuronas de la sustancia negra, y del area tegmental ventral, con
minima formacién de ovillos (Rugeles-Castafieda, 2006). No obstante, se sabe que
el receptor de dopamina 1 (D1R) y el receptor de dopamina 2 (D2R) intervienen en
la modulacion de los mecanismos fisioldgicos de plasticidad neuronal, ademas,
interactian con los receptores de acetilcolina y glutamato, influyendo asi en la
modulacion de la ansiedad, aprendizaje y la memoria. Se ha demostrado la
disminucién de D2Rs en pacientes con EA, sin alteraciones del movimiento y cuando
se presenta en las zonas del hipocampo y el estriado, se relaciona con la pérdida de
la memoria verbal y la aparicion de sintomas no tipicos de la enfermedad (Diaz,
2014).

Por otra parte, la reduccién de la sefializacion de D2Rs en esta zona ejerce una
accién protectora contra la toxicidad que se genera por los agregados de tau. Por
esta razon, una de las estrategias terapéuticas es la accion antagonista de estos
D2Rs tienen un potencial efecto protector contra la formacion de agregados de tau y
la neurotoxicidad (McCormick y col., 2013). Se cree que la proteccién a la formacién
de agregados de tau y su consecuente neurotoxicidad se debe a efectos de la
sefalizacion aguas abajo tras la inhibicion del D2R producida directamente por un
efector como PKA gque media la fosforilacién de tau; o indirectamente a través de un

receptor que responde a un factor de transcripcion CREB (McCormick y col., 2013).

Se ha demostrado que la activacion del D1R utilizando L-estefolidina (L-SPD) mejora
la expresion superficial de los receptores AMPA, la plasticidad neuronal y el

aprendizaje, en el hipocampo de ratones APP/PS1. Se observd ademas que la
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activacion la via de sefializaciéon D1/ PKA en las neuronas de esta zona frena la

disfuncion (Hao y col., 2015).

La activacion del D1R conduce a un aumento de cAMP, lo que eleva la activacion de
PKA y a su vez fosforila el residuo S845 en la subunidad Glu-Al, aumentando la
exocitosis de los receptores Glu-Al. En un ambiente que se mantiene en estas
condiciones activa receptores B2 adrenérgicos y de sefalizacidbn rio abajo
AMPCc/PKA, facilita la sefializacidon en el hipocampo y evita el deterioro de la
plasticidad sinaptica del hipocampo por oligdbmeros aA. Por su parte los D2R al estar
acoplados a proteinas G con subunidad a-i/AMPc conducen a la inactivacién de PKA
(Hao y col., 2015).

Segun lo reportado en bibliografia los receptores a Adenosina Al y A2 ejercen un
efecto antagdnico de los receptores a dopamina, se tiene entonces que el receptor
Al inhibe la actividad del D1R y A2 la actividad de D2; esto se debe a la interaccion

gue se forma a través de heterodimeros proteina-proteina (Moratalla, 2008).

1. 6 Diagndéstico de la Enfermedad

El diagnostico para el Alzheimer sigue un criterio clinico que implica alteraciones
cognitivas y conductuales, que producen un deterioro importante en la funcionalidad
de la persona, afectando su desempefio en las actividades basicas e instrumentales
de la vida diaria, requiriendo asistencia diaria (Knopman y col., 2001). El diagndstico
se realiza de forma positiva, por el reconocimiento de las caracteristicas de la
enfermedad y aplicando una serie de criterios ampliamente utilizados en todo el
mundo; entre ellos los de la quinta edicion del “Diagnostic and Statical Manual of
Mental Disorders” (DSM-V); y de manera conjunta, los del “National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke” y la “Alzheimer’s Disease
and Related Disorders Association” (NINCDS/ADRDA), que evaluan los sintomas
neuropsicolégicos. Adicionalmente, se relizan pruebas de laboratorio para evaluar
productos del estrés oxidativo, concentraciones de AB, metabolitos del colesterol y

citosinas proinflamatorias, en sangre Yy liquido cefalorraquideo. Ademas de
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examenes de neuroimagen por resonancia magnética (RMN) y tomografia por

emision de positrones (PET) (Mendiola-Precoma y col, 2016).

1. 7 Tratamientos

Actualmente no existe un medicamento que frene o cure la EA; los tratamientos
farmacoldgicos estan dirigidos a los sintomas de la enfermedad, con el fin de mejorar
las funciones cognitivas y las alteraciones de conducta. Basicamente existen dos
grupos de farmacos; los anticolinesterasicos y los moduladores de la transmisién

glutamatérgica.

El deterioro cognitivo se encuentra directamente relacionado con la deficiencia de la
acetilcolina (Ach) debido a la degradacion de la misma por la enzima
acetilcolinesterasa (ACE); por lo que una de las estrategias es el uso de farmacos
inhibidores de la ACE como el Donepezilo, Rivastigmina y Galantamina, que
favorecen la disponibilidad de la Ach en el cerebro. Particularmente la Galantamina
tiene actividad agonista sobre los receptores nicotinicos presinapticos; y la
Rivastigmina inhibe también a la enzima butirilcolinesterasa lo que permite controlar
los trastornos conductuales y otros sintomas como la apatia y el déficit de atencion.
El antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) de primera eleccién es la
Memantina, que bloquea de manera no competitiva el receptor NMDA y permite
regular su activacion excesiva, que en la EA tiene efectos neurotdxicos. Existen otros
tratamientos como la administracion de cerebrosilina o la vitamina E que muestran
ser eficaces en el tratamiento de otros sintomas, sin embargo, su uso no se
encuentra sugerido como opcién terapéutica de la EA. Si bien estos farmacos
permiten controlar los sintomas, su administracion produce efectos secundarios que
pueden ir desde nauseas y vomito en el caso de los inhibidores ACE, hasta anorexia
0 psicosis en el caso de la Memantina. La aprobacion de nuevos farmacos para el
tratamiento de la EA por la FDA y la EMA es un proceso complejo, pues requiere que
el medicamento ademas de cumplir con las pruebas farmacoldgicas, garantice su
seguridad y eficacia de uso. Desde el 2006 y hasta el 2015, no han sido aprobados

nuevos medicamentos (L6épez-Locanto, 2015).
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1. 7. 1 Tratamiento con productos naturales

Debido a la complejidad del proceso para la aprobacién de nuevos medicamentos
para la EA, se han buscado moléculas alternativas con potencial terapéutico o
preventivo, por lo que los productos naturales son los de primera eleccion. Las
xantinas son productos naturales, que en una u otra forma han sido utilizados desde
la antigiiedad por sus efectos sobre el Sistema Nervioso Central (SNC) porque
actian como estimulantes de éste. Estructuralmente son derivados purinérgicos,
formados por heterociclos pirimidina e imidazol condensados, que dan lugar a las
metilxantinas mas conocidas: cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina), teofilina (1, 3

dimetilxantina) y teobromina (3, 7 dimetilxantina) Figura 4 (Moratalla, 2008).
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Figura 4. Estructura Quimica de las metilxantinas. (Modificado de Moratalla, 2008).

Las metilxantinas ejercen accion sobre los receptores a Adenosina Al y A2
principalmente. La estimulacion de los receptores a Adenosina Al disminuye la
concentracion de AMP ciclico (AMPc) al asociarse a proteinas Gi/Go; se encuentra
especialmente en el hipocampo, corteza cerebral, ndcleos talamicos, globo palido y
en el estriado, y median la liberacion de glutamato, dopamina y acetilcolina. Por su
parte los receptores A2 aumentan las concentraciones de AMPc porque estan
acoplados a proteinas Gs/Go y estimulan a la adenilil ciclasa, la produccion de
adenosin monofosfato ciclico y la proteina kinasa (Moratalla, 2008). Actualmente se
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cree que la cafeina puede ralentizar la progresion de la enfermedad en pacientes que

ya han desarrollado la EA (Flaten y col, 2014).

1. 7. 2 Teobromina

La teobromina es una molécula perteneciente al grupo de las metilxantinas que actua
como antagonista de receptores de adenosina acoplados a proteina G. Dicha accién
se debe a las caracteristicas estructurales que comparte la teobromina con el ligando
natural de los receptores Al y A2, como puede observarse en la Figura 5; este

compuesto tiene una vida media en plasma de 10 horas (Martinez-Pinillay col, 2015).
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Figura 5. Similitud estructural de las metilxantinas con la Adenosina (Modificado de
Martinez-Pinilla y col., 2015).

La teobromina es util en casos de asma, y otros problemas del tracto respiratorio por
su potencial antiinflamatorio, al disminuir las citoquinas pro-inflamatorias como el
interferbn gamma o factor de necrosis tumoral alfa; ademas reduce la toxicidad

celular causada por la generacién de 6xido nitrico (PubChem, 2016).

La teobromina al igual que la cafeina es capaz de formar complejos no covalentes
con ATP. Puede unirse al ADN en concentraciones milimolares con una constante
de unién de ADN-Teobromina =1.1 x 103M~1; en el andlisis FTIR se revel6 que la
teobromina interactta con todos los pares de bases del ADN vy el grupo fosfato por
la formacion de un puente de hidrégeno. Se observé que en presencia de Mg?*, se
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modifica la estructura del ADN (Johnson y col., 2012). En un estudio experimental se
observé que la teobromina también interactia con el ARN y, a pesar de que no se
ha dilucidado el mecanismo de accidn, este hallazgo hace suponer que la interaccion
ADN-ARN después del consumo de metilxantinas en el cacao, podria inducir o
reprimir la expresion génica (Martinez-Pinilla y col., 2015). Esto la vuelve una
posibilidad muy atractiva con potencial de disminuir el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas (Eskelinen y col., 2011) asociadas a riesgo genético, como lo es

la EA de tipo hereditario.

En estudios recientes orientados a determinar las propiedades curativas de este
compuesto, indican que la teobromina esta orientada a un perfil AB favorable en
liguido cefalorraquideo (Travassos y col., 2015) y un compuesto que puede ser
utilizado para el tratamiento de la enfermedad. Segun bibliografia reportada, la
teobromina mejoré las funciones cognitivas y los evité el aumento en los niveles de
AB de un modelo experimental de EA inducida por una dieta alta en grasas, utilizando

dosis de 30 mg/L de agua potable (Mendiola-Precomay col., 2016).

Otro efecto farmacoldgico que posee la teobromina es la proteccion cardiovascular
por el aumento en los niveles de colesterol HDL y disminucion del LDL, debido a un
mecanismo multifactorial (Martinez-Pinillay col., 2015), lo que la vuelve prometedora
para evitar el deterioro cognitivo y de memoria a largo plazo asociado a una dieta

alta en grasas (Mendiola-Precoma y col., 2016).
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2. HIPOTESIS

La teobromina induce cambios en la expresion de los receptores dopaminérgicos D1
y D2 de la corteza prefrontal en el encéfalo de rata de un modelo para la enfermedad

de Alzheimer esporéadico.
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3. OBJETIVOS
3. 1 General

Evaluar los cambios inducidos por teobromina sobre la expresion de receptores
Dopaminérgicos D1 y D2, en el encéfalo de rata de un modelo para la enfermedad

de Alzheimer.

3. 2 Especificos

e Inducir la enfermedad de Alzheimer esporadico por una dieta alta en grasas con
manteca de cerdo, en un modelo murino experimental.

e Evaluar los cambios en la expresiéon de los receptores dopaminérgicos D1 y D2
en la corteza prefrontal de un modelo murino para la enfermedad de Alzheimer
esporadico.

e Evaluar el efecto de la teobromina en la expresion de receptores dopaminérgicos

D1y D2 en la enfermedad de Alzheimer.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4. 1. 1 Reactivos

Solucion buffer de sales de fosfatos (PBS) 1X

Solucién de para-formaldehido (PFA) al 4%

Sacarosa al 30% en PBS 1X

Solucion de buffer de fosfato en triton X-100 (PBT)

Solucién de PBT 0.5% con Tween 20

Solucion de NaOH 0.1N

Solucion SDS 1%

Solucioén de etanol al 70%

Pentobarbital Sodico

Bovine Serum Albumin (BSA)

Leche grado Bloqueo BIO RAD®

Medio congelador de tejidos Tissue Freezing medium

Anticuerpos
Anticuerpo 1° D1DR SC-14001 (conejo) Santa Cruz Biotechnology ®
Anticuerpo 1° D2DR SC-7523 (cabra) Santa Cruz Biotechnology ®
Anticuerpo 2° Anti-mouse FITC

Tiras reactivas para determinacion de triglicéridos ACCUTREND® GCT

Tiras reactivas para determinaciéon de colesterol ACCUTREND® GCT

Acetona

Nitrégeno liquido

4. 1. 2 Materiales

Material de diseccion
Cajas Petri de plastico
Tubos falcon de 50 ml
Vasos de precipitado
Probeta de 50 ml
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e Jeringas de 20 m|
e Guillotina
e Etiquetas
e Laminillas

e Cubreobjetos

4. 1. 3. Equipos

e Laberinto elevado de 8 brazos (longitud de cada brazo= 50 cm, ancho de cada
brazo= 14 cm, diametro del eje central 40 cm, altura de las paredes=40 cm, con
base del piso de una altura de 56 cm)

e Criostato

e Microscopio confocal Zeiss LSM-700.

4.2 Métodos
4. 2.1 Animales y tratamiento

Se utilizaron 3 grupos de ratas Wistar macho como se indica en el Cuadro 4. Grupos
de estudio; de 6 meses de edad, las cuales fueron debidamente identificadas
(Control, LED= Manteca, LED+30= Manteca + Teobromina). Los animales tuvieron
un periodo de habituacion de 15 dias en el bioterio; de acuerdo a los tratamientos

establecidos, se les proporcioné alimento y agua ad libitum.

Cuadro 4. Grupos de Estudio.

No. De Ratas por

Grupo Tratamiento
grupo
Control 3 Dieta normal
LED 3 Dieta enriquecida con 33% de manteca

Dieta enriquecida con manteca al 33% y
LED + 30 3 .
Teobromina 30 mg/L
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Las condiciones que se mantuvieron durante el periodo de investigacion en el
bioterio, constaron de ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, bajo condiciones de
ventilacion y humedad adecuados, a una temperatura de aproximadamente 22°C

(Mendiola-Précoma y col., 2016).

La duracion del tratamiento fue de 6 meses, durante los cuales se realizaron
evaluaciones de peso mensuales y pruebas conductuales de memoria espacial. Una
vez terminado el periodo de prueba se dio un lapso de 15 dias durante los cuales se
mantuvo una dieta normal ad libitum. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas
siguiendo los principios de bioética, de acuerdo a lo estipulado por la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio; el proyecto con No. de registro
63FCN2016 (Anexo A), fue autorizado por el comité de bioética de la Facultad de

Ciencias Naturales.

4. 2. 2 Pruebas Conductuales de Memoria
4. 2. 2.1 Test de Memoria espacial en laberinto de 8 brazos.

Para esta prueba se utilizé un laberinto radial elevado a 50 cm del suelo, compuesto
de 8 brazos idénticos de 50 cm de longitud, 14 cm de ancho, unidos a una plataforma
central con un diametro de 40 cm y paredes de 40 cm de altura; de madera pintada,
color negro (Figura 6). Previo a cada sesion, en cada una de las fases del
experimento, los animales se sometieron a un periodo de abstinencia de agua y
alimento por 24 horas. Antes de iniciar cualquier prueba, el laberinto se limpié con un
pafio y solucién desodorizante o alcohol al 70%; se dejo reposar 10 min antes de

iniciar la siguiente prueba.
Fase de Habituacion.

En la primera etapa de esta fase, se permitié que los animales exploraran el laberinto
por 20 minutos. Este procedimiento se repitid 3 veces, en dias diferentes durante el

primer mes. En la segunda etapa, a la entrada de 5 de los brazos del laberinto se
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colocaron objetos cilindricos de diferentes tamafios y colores (amarillo, rojo, azul,
verde y/o naranja) y al final de los brazos 4 y 6 recipientes con agua, mismos que
fungian como recompensa para la rata. Cada animal fue colocado en el brazo de
inicio y se dio al menos 1 minuto y como maximo 5 minutos, para que el animal
encontrara su recompensa (agua); registrando el nimero de veces que bebia del

recipiente. Esto se repitié 3 veces en un dia, por 3 dias diferentes.

7 Brazos

Plataforma
central

Figura 6. Laberinto de brazos radiales (Soto-Caro y Saavedra, 2005).

Fase de Entrenamiento y de Prueba

Para evaluar la memoria espacial se colocaron los objetos cilindricos en la entrada
de 5 brazos del laberinto; y 2 bebederos en los brazos 4 y 6. La fase de entrenamiento
se realizo en el tercer mes y la de prueba en el quinto mes. El procedimiento de
prueba fue exactamente igual al de la segunda fase de habituacion. El tiempo de
prueba fue de 5 minutos durante los cuales se registraron las entradas a cada brazo,
asi como el tiempo y numero de veces que el animal entré a brazos correctos, es
decir que encontraba la recompensa. Se consider6 como entrada cuando al menos
la mitad del cuerpo de la rata se estaba dentro del brazo del laberinto. En los casos
en que el animal permanecio por mas de 1 minuto en un brazo incorrecto (donde no

habia recompensa) la prueba se dio por terminada y se repitié posteriormente.
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4. 2. 3 Determinacién cuantitativa los de niveles de colesterol y triglicéridos en

sangre.

Se realizaron pruebas para medir los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre
de cada uno de los sujetos de estudio al inicio y final del tratamiento, meses 0 y 6;
para ambas pruebas se utilizaron tiras reactivas ACCUTREND®, para colesterol y

triglicéridos respectivamente, asi como instrumento ACCUTREND® GCT.

4. 2. 4 Diseccion del Tejido

Los animales fueron sacrificados 24 horas después de haber terminado las pruebas
conductuales y el tratamiento de acuerdo a lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”. Las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico en dosis de 40 mg/Kg via intraperitoneal. Una vez que el animal
llegé a un plano quirdrgico de anestesia, se coloc6 en una bandeja de diseccién y
sosteniendo cada una de las extremidades con ajugas, exponiendo el parte tronco
frontal. Con ayuda de unas pinzas se levanto la piel del area inferior toracica y se
realizd una incisién de 5-6 cm; y se procedio a retirar la primera piel. Posteriormente
se levantdé nuevamente la piel, y con cuidado se hizo una pequefia incision de la
membrana con tijeras curvas hasta debajo de la caja toracica para exponer el

corazoén (Figura 7).

Figura 7. Representacion esquematica de la diseccion. Incision lateral a través del
tegumento y la pared abdominal (Gage y col., 2012).
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Para realizar la perfusion con paraformaldehido se conectd una jeringa con solucion
de PFA al 4% en buffer de fosfato 0.1 M al corazén y se inyectaron 60 ml
aproximadamente; verificando que los tejidos perdieran la coloracion roja

caracteristica, tomando un color claro indicativo de una buena perfusion (Figura 8).

Figura 8. Representacion esquematica de la Perfusion de tejido. (1) El catéter es
sustituido por una jeringa de 20 ml en el desarrollo experimental (Gage y col.,
2012).

Los animales fueron decapitados con ayuda de una guillotina y se hizo una incisién
a lo largo del tegumento desde el cuello hasta exponer el area craneal. Se retir6 la
piel que se encuentra sobre la base del craneo, hasta que éste fue expuesto; y se
eliminé la musculatura residual. Con las gubias se realizé un corte que se extendia
hasta el borde distal de la superficie del craneo posterior; y otro corte idéntico del
contralateral, posteriormente se retird la estructura 6ésea que cubre el encéfalo. Una
vez que el cerebro estaba expuesto se retiraron las meninges con ayuda de unas

tijeras iris; y se procedio a retirar la estructura cerebral (Figura 9).

Figura 9. Representacion esquematica de la extraccion del encéfalo de rata (Gage
y col., 2012).
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4. 2. 5 Fijacion de Tejidos

Una vez extraido el tejido, se coloc6 en PFA al 4% en PBS durante aproximadamente
16 horas a 4 °C.

4. 2. 6 Crioproteccion de Tejidos

Transcurrido el tiempo de fijacion, los tejidos se lavaron con PBS 1X, y se llevaron a
una solucion de sacarosa al 30% en PBS para su crioproteccién. Posteriormente se
realizaron 3 enjuagues con PBS 1X y se segmentaron las areas de interés: cerebelo,
corteza prefrontal e hipocampo; fueron montados en cajas de papel aluminio con
medio congelador de tejidos Tissue freezing medium y congelados a -70°C para su

conservacion.
4. 2.7 Cortes del Tejido

Con la ayuda del criostato se realizaron cortes longitudinales de 12 um, los cuales
se colocaron en laminillas perfectamente identificadas y conservadas en congelacion
a-20°C.

4. 2. 8 Inmunofluorescencia

Las laminillas preparadas anteriormente se colocaron dentro de una cdmara humeda
con tapa, sobre soportes evitando el contacto directo con la base de la camara. Se
realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno, colocando la solucién en
los bordes de la laminilla y evitando el contacto con el tejido. Entre cada lavado se

escurrieron las laminillas cuidando no desprender el tejido.

Posteriormente, se adicionaron 300 uL del tratamiento bloqueador de albumina
sérica bovina (BSA) al 5%/Leche al 5%, a 16 °C en el interior de la camara himeda
por 2.5 h, para bloguear uniones inespecificas. Una vez transcurrido el tiempo de
blogueo, se hicieron 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Posteriormente,
se colocaron 300 pL de la solucion de Anticuerpo 1° correspondiente (indicado en
Cuadro 5) y PBS 1X al blanco. Se incubé toda la noche a 4°C.

32



Para retirar los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10
minutos cada uno, se agreg6 la soluciébn de anticuerpo 2° de acuerdo las
concentraciones indicadas en el cuadro 5 y se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente, protegiendo de la exposicion a la luz con papel aluminio y en cuarto oscuro.
Después del tiempo establecido, se hicieron 3 lavados de 10 min cada uno, el primero
con PBT 0.5% con Tween 20 y los dos posteriores con PBS 1X para retirar los
anticuerpos secundarios; luego se adicionaron 2 gotas de DAPI (1:1) glicerol sobre
la muestra, evitando la formacién de burbujas, y se colocé un cubreobjetos.

Finalmente las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia.

4. 2. 9 Analisis estadistico

Se llevé a cabo un andlisis estadistico por ANOVA con posthoc de Bonferroni, de los
niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos; asi como de la evaluacion de peso

corporal y pruebas conductuales.

33



Cuadro 5. Condiciones Experimentales.

Receptor D1

o Muestras
Condiciones

Blanco Control LED LED+30

Bloqueo

300l | 300l | 300puL | 300 pL
[BSA 5%Leche 5%], 16°C, 2.5 h

Anticuerpo 1° D1DR SC-33660

- 300puL | 300 pL | 300 pL
[1:100], 4°C, toda la noche

Anticuerpo 2° AM-FIT
[1:1500], 16° C, 2 h, sin exposicion a | 300 pL 300 pL 300 uL | 300 pL

la luz
Receptor D2
o Muestras
Condiciones
Blanco Control LED LED+30
Bloqueo

300l | 300puL | 300uL | 300 pL
[BSA 5%/Leche 5%], 16°C, 2.5 h

Anticuerpo 1° D1DR SC-33660

- 300puL | 300 pL | 300 pL
[1:100], 4°C, toda la noche

Anticuerpo 2° AM-FIT
[1:2000], 16° C, 2 h, sin exposicion a | 300 pL 300 pL 300 uL | 300 pL

la luz
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4. 3 Disefio Experimental

Cuadro 6. Disefio Experimental.

Grupo experimental

Actividad

Adquisicion de animales, formacién de grupos e

identificacion. Se incluyeron 3 ratas por grupo.

Control
Manteca

Manteca + Teobromina

Fase de Habituacion al bioterio

Administracion de dieta y tratamientos establecidos.
La dieta alta en grasa se administrd en el alimento con
manteca de cerdo al 33% y el tratamiento con

teobromina 30 mg/L de agua potable.

Control de peso

Pruebas conductuales de memoria:

- Test de memoria espacial en laberinto de 8 brazos

Determinacion de colesterol y triglicéridos en sangre.

Sacrificio y diseccion de tejidos

Fijacion, post fijacion y crioproteccion de tejidos

Pruebas de Inmunofluorescencia

Andlisis Estadistico de la cuantificacion de triglicéridos y colesterol, asi como de la

evaluacion de peso y pruebas conductuales; ANOVA con posthoc de Bonferroni.
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5. RESULTADOS

Modelo Experimental

Para obtener la carga lipidica requerida se administr6 una dieta alta en grasas,
principalmente colesterol y grasas saturadas (manteca de cerdo) en el alimento de
los sujetos de prueba LED y LED+30, a este Udltimo grupo se suministrd
adicionalmente teobromina en una concentracion de 30 mg/L; el grupo control recibio
una dieta convencional. Se realizo un control de peso de cada uno de los sujetos de

estudio mensualmente durante el tiempo de tratamiento (6 meses), mostrado en la

Figura 10.
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Figura 10. Control de Peso a través del tiempo. El analisis estadistico para el control

de peso se realizé por ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni. ****
p<0.0001, ** p< 0.01, *p< 0.05.

Los miembros de los grupos LED y LED+30 alimentados con una dieta enriquecida

con manteca de cerdo mostraron una ganancia de peso estadisticamente igual entre
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si, pero significativamente diferente respecto al control, a partir del tercer mes (* p<

0.05); este comportamiento se mantuvo hasta el final del desarrollo experimental.

Con el fin de determinar la influencia de la dieta en los niveles plasméticos de
colesterol y triglicéridos se midieron dichos marcadores en muestras de sangre al
inicio y final del desarrollo experimental, utilizando tiras reactivas ACCUTREND® y
el instrumento ACCUTREND® GCT. Los niveles de colesterol en plasma de los tres
grupos de estudio Control, LED y LED+30 no mostraron variacion significativa en los

tiempos de analisis, resultados ilustrados en la Figura 11.
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Figura 11. Niveles plasmaticos de colesterol. El andlisis estadistico para los niveles
plasmaticos de colesterol se realiz6 con ANOVA de dos vias utilizando como
prueba posthoc Bonferroni.

La concentracion de triglicéridos en sangre no presento alteracion estadisticamente
diferente al inicio del tratamiento (Figura 12); y contrario a lo observado anteriormente
al final del desarrollo experimental, se hizo evidente la variacion significativa en los
grupos LED (**** p< 0.0001) y LED+30 (*** p< 0.001); en ambos se observa un

aumento de triglicéridos en torrente sanguineo en comparacion con el Control. Al
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confrontar los grupos LED y LED+30, se determind que éstos tuvieron el mismo

comportamiento al inicio y final del ensayo.
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Figura 22. Niveles plasmaticos de triglicéridos. Analisis estadistico realizado con
ANOVA de dos vias y prueba posthoc Bonferroni. (**** p< 0.0001, *** p<0.001,
diferencias con respecto al control).

Pruebas conductuales de memoria espacial.

Se evalud la memoria espacial en el laberinto elevado de 8 brazos para determinar
la capacidad de los individuos de aprender y retener informacion, los resultados de
estas pruebas se muestran en la Figura 13. El proceso consta de tres etapas, mismas
gue se realizaron en lapsos diferentes durante el desarrollo experimental y se evalu6
el tiempo que tardé la rata en encontrar los bebederos colocados en los brazos 4 y
6. Como indicio visual a la entrada de 5 brazos del laberinto se colocaron objetos
cilindricos de diferentes tamafios y colores. La fase de habituacion se llevé a cabo
en el primer mes de tratamiento; en la grafica se puede apreciar que en esta etapa

no existen diferencias significativas entre los grupos evaluados.
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Figura 13. Test de memoria espacial en laberinto elevado de 8 brazos. Analisis
estadistico realizado con ANOVA de dos vias y prueba posthoc Bonferroni. (**** p<
0.0001, *** p<0.001, diferencias con respecto al control; tttt p< 0.0001****  diferencia
entre grupos LED y LED+30).

Posteriormente, en el tercer mes de tratamiento, se realizo la fase de entrenamiento
en la que se evalla la capacidad de los sujetos de retener la informacion antes
aprendida. Los resultados muestran que hubo un aumento significativo en el tiempo
gue tardaron los individuos del grupo LED (*** p< 0.001) en encontrar la recompensa,
respecto al grupo Control cuyo, comportamiento es estadisticamente igual al de los
sujetos LED+ 30. Al comparar los grupos LED y LED +30, se observo que éste ultimo
requirié un tiempo menor que el grupo LED para hallar la recompensa, mismo que

fue estadisticamente diferente (tttt p< 0.0001****),

La fase de prueba se efectu6 en la etapa final de tratamiento; en ésta se busca
analizar la capacidad de los sujetos de estudio de evocar el recuerdo, recuperacion
de la informacion. En esta etapa se presento la misma conducta; el grupo LED (****
p< 0.0001) exhibe un incremento en el tiempo que demoran los animales en ubicar
la recompensa, en comparacion con los individuos Control, los cuales no presentan
alteracion estadisticamente diferente con el grupo LED+30. Ademas, en la etapa final

del ensayo experimental, los resultados difieren estadisticamente, entre los grupos
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LED y LED+30 (tttt p<0.0001****), ya que el segundo invirtié un tiempo menor para

encontrar el estimulo.
Expresion de receptores dopaminérgicos en tejido de la Corteza Prefrontal (CPF)

Para estudiar la expresion de los receptores D1R y D2R se empleé la técnica de
inmunofluorescencia en tejidos criopreservados de la CPF, los resultados obtenidos
se muestran en las Figura 14. En la parte superior se observa el blanco donde se
puede apreciar que en las condiciones experimentales utilizadas no hay marca de
autofluorescencia. Como puede observarse al comparar la imagen del grupo LED
respecto al grupo control, hay un aumento en el nimero de receptores que son

expresados en modelo de la enfermedad.

Cuando se analiza la expresion de los D1R entre grupos Control y LED+30 se puede
deducir visualmente que no hay cambios relevantes en la expresion entre estos dos
grupos. Posteriormente al hacer un contraste entre los grupos LED y LED+30 es
evidente, al menos por simple observacién que en el grupo que recibié el tratamiento
con teobromina [30 mg/L] la expresion de D1Rs se normaliza respecto al grupo

control.

Por otra parte los resultados del analisis de la expresion de los D2Rs en la CPF de
los grupos estudiados son mostrados en la Figura 15, donde se exponen las
imagenes del blanco de las muestras en la seccion superior donde se evidencia que
no hay marcas de autofluorescencia con las condiciones de bloqueo utilizadas; en la
seccion inferior se exponen las imagenes de los grupos evaluados. Para cada grupo
se presentan los acercamientos de las zonas indicadas con un recuadro a lineas
punteadas con el fin de hacer evidentes los cambios observados. Al evaluar las
imagenes a 40X se observa que el grupo Control expresa menos D2R que el grupo
LED; posteriormente contrastando los grupos Control y LED+30 al mismo aumento
se puede sugerir que en el Ultimo grupo la expresion de los receptores se ve
disminuida; por lo, tanto al comparar éste con el grupo LED es notable que el grupo

gue no recibié tratamiento aumenta la expresion de D2R.
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A) T-PMT 20X MERGE

BLANCO

Control LED LED+30
B)

D1R

20X

Figura 14. Expresion de receptores dopaminérgicos D1 en tejido de la CPF. A) Blanco
de las muestras B) Grupos evaluados. En orden descendiente de izquierda a derecha
se muestran las imagenes correspondientes a los grupos Control, LED y LED+30, en
la seccion inferior se encuentran los respectivos aumentos de las zonas marcadas
con un recuadro a lineas punteadas.
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A) T-PMT 20X MERGE

BLANCO

Control LED LED+30
B)

D2R

20X

D2R

40X

Figura 15. Expresion de receptores dopaminérgicos D2 en tejido de la CPF. A) Blanco
de las muestras seccion superior. B) Grupos Evaluados. En orden descendiente de
izquierda a derecha se muestran las imagenes correspondientes a los grupos
Control, LED y LED+30, en la seccion inferior se encuentran los respectivos
aumentos de las zonas marcadas con un recuadro a lineas punteadas.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se comprobo que la ingesta sostenida, de una dieta a base de
manteca de cerdo, cuyos componentes principales son colesterol y acidos grasos
saturados e insaturados (USDA, 2018), permite observar el fenotipo de la EA de tipo
tardio, lo cual es congruente con lo reportado por Mendiola-Précomay col., en 2017.
La alta ingesta de lipidos ha sido reportada como un factor relacionado con el

desarrollo de EA (Morris y Tangney, 2014; Zhang y col., 2018; Barnard y col, 2014).

Los niveles de colesterol observados en este trabajo difieren de los obtenidos por
Mendiola-Precoma y col, 2017, una posibilidad de dicha diferencia puede ser
asociada a la sensibilidad de las ratas Wistar, comparadas con las Sprague Dawley,
sin embargo, es notorio el incremento de peso y de la concentracion de triglicéridos

plasmaticos (TgP).

La ganancia de peso corporal puede ser consecuencia del incremento en la ingesta
energética por un periodo prolongado, debido al consumo de grasas saturadas,
monoinsaturadas y poliinsaturadas, que promueve el aumento de tejido adiposo y
finalmente, de peso corporal (Hu y col, 2018). El aumento en las concentraciones de
TgP puede atribuirse al incremento de la grasa visceral o a la alteracion de su sistema
de aclaramiento, por hipoactividad de la lipoproteinlipasa (LPL) (Ros y Laguna,
2006); mismo que ha sido detectado antes de un deterioro cognitivo evidente (Castro,
2013).

Los resultados de las pruebas conductuales en el laberinto de 8 brazos indican que
en la etapa de habituacion no habia diferencia entre los grupos; pero en las fases
posteriores, de entrenamiento y prueba se observa un aumento gradual de la
deficiencia cognitiva. Los resultados de las pruebas conductuales del laberinto de 8
brazos se relacionan con los observados por Soler, 2011 quien encontré que a

menores concentraciones de triglicéridos en sangre mejora el rendimiento cognitivo.

Si bien los acidos grasos en la dieta son necesarios para la absorcion adecuada de

las vitaminas liposolubles y carotenoides que actian como compuestos
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antioxidantes, estudios que examinan su relacién con las capacidades cognitivas,
indican que el deterioro se asocia a la ingesta de acidos grasos saturados (Morris y
Tangney, 2014). Los acidos grasos y el colesterol se encargan de estabilizar la
membrana celular y mantener su fluidez, por lo tanto, el aumento de éstos provoca
mayor rigidez y disminuye su permeabilidad; comprometiendo asi la actividad de las
células cerebrales que dependen de su funcién, al facilitar la entrada de
neurotransmisores a través de sus respectivos receptores, determinando asi la

capacidad de excitabilidad y transmision nerviosa (Soler, 2011).

El incremento de triglicéridos (Tg) se encuentra directamente relacionado con la
deficiencia del proceso cognitivo, pues se ha propuesto que una concentracion
menor a 100 mg/dL podria evitar las deficiencias cognitivas ademas de favorecer la

pérdida de peso (Banks y col., 2017).

Otra posibilidad del dafio cognitivo puede asociarse a que, al incrementar los Tg
aumenten las especies reactivas de oxigeno (ERO) y la formacién de radicales libres,
los cuales se pueden relacionar con el aumento en los marcadores de estrés
oxidativo (Swlomley y col., 2014). Esto promueve el dafio a proteinas como la PS1
(Arimon y col., 2015) y la oxidacion de lipidos de la superficie e interior celular;
ademas perjudican la integridad de la barrera hematoencefalica, al desencadenar
procesos inflamatorios y aumentar su permeabilidad (Morris y Tangney, 2014;
Takechi y col., 2013; de Chaves y Narayanaswami, 2008) a trazadores como el 24-
hidroxicolesterol (24-OHC), que estimula la sintesis de colesterol cerebral (Saeed y
col., 2014); estos eventos favorecen la aparicion de la EA y la deposicion de AR
(Arimony col., 2015).

Las deficiencias cognitivas también pueden ser el resultado de la interrupcién en la
comunicacion neuronal, por el aumento y acumulacion del 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), principal producto de la peroxidacion de triglicéridos y acidos grasos
poliinsaturados. Este producto es un efector de radicales libres en presencia de AB,
gue es capaz alterar la funcién de proteinas mediadoras de la via amiliodogénica

como nincastrin (NCT), y reacciona con grupos tiol, amino y acidos nucleicos para
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formar aductos, lo que provoca cambios en el ADN o alteraciones funcionales en las

proteinas (Arimon y col., 2015; Csala y col, 2015).

Por otra parte, se demostré que el consumo de teobromina previene y/o retarda la
pérdida de memoria en ratas sometidas a una alta ingesta de grasas; ya que si bien,
ésta no influyd en los niveles de colesterol y triglicéridos si evito el dafio cognitivo en
los animales; esto es congruente con los resultados publicados por Mendiola-

Precoma y colaboradores en 2017.

Es posible que la deficiencia cognitiva esté relacionada con la obesidad, ya que
puede aumentar la produccién de citocinas y adipocinas, que se asocian a otros
factores de riesgo, sobretodo de tipo vascular como hipertension arterial,
hiperinsulinemia, resistencia a la leptina (Banks y col., 2017) y diabetes mellitus,
condiciones que estan vinculadas con la EA (Kang, 2017; Mendiola-Precoma y col.,
2016; Llibre, 2014; Soler, 2011; Toledo, 2011). Los cambios cognitivos por el
incremento de Tg pueden provocar resistencia a la leptina, hormona secretada por
los adipocitos que, de manera normal mejora la movilidad y densidad sinaptica por

estimulacién de la AMP quinasa (Banks y col., 2017; Soler, 2011).

La CPF es la estructura neo-cortical mas desarrollada en el cerebro humano, esta
encargada de funciones ejecutivas, control de la conducta y atencion (Flores y
Ostrosky-Solis, 2008) e interviene en procesos cognitivos de plasticidad neuronal,
aprendizaje y memoria, a través de D1R, especificamente D1/D5, que son los mas
expresados en la CPF y que, al ser activados evitan la internalizacién de receptores
AMPA y NMDA en las dendritas del hipocampo (Jurgenseny col., 2011); sin embargo
su conectividad se ve afectada en pacientes con EA, ya que es una de las zonas

con mayor deposicion de AB (Vergara y Behrens, 2013).

Por otra parte, las neuronas dopaminérgicas (NeuDA) que se proyectan del area
mesocortical a la CPF participan en procesos de la cognicién como lo son la memoria
de trabajo, razonamiento, planificacion, atencion y capacidad espacial (Kim y col.,
2015) de tal forma que, la disfuncion de éste sistema, puede contribuir a la

sintomatologia de la EA (De Keyser y col., 1990). Las NeuDA que inervan el estriado
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intervienen en las funciones de comportamiento, estimulo-recompensa vy
recompensa-respuesta, durante el proceso de aprendizaje. En roedores las
funciones de respuesta al refuerzo positivo y negativo se encuentran reguladas por
NeuDA del estriado y del mesencéfalo, respectivamente. Sin embargo, ambos
sistemas pueden disminuir su actividad, cuando el estimulo recibido es aversivo o no
es el esperado (Ferré y col., 2018); de tal forma que el aumento en la expresion de
RDA de ratas con deterioro cognitivo, puede asociarse a que el estimulo recibido fue
aversivo y promovio la disminucion en la actividad de éstos receptores, posiblemente

por disminucion en los sitios de afinidad.

El incremento en la expresion de los RDA en ambos casos (RD1y RD2) no ha sido
reportado para EA esporadica en un modelo basado en la ingesta de grasas; sin
embargo el aumento en la expresion de D2R en ratas alimentadas con una dieta alta
en grasas, concuerda con lo reportado por Labouesse y col., en 2018 donde la
sobreexpresion de D2R en el estriado promovio la obesidad en ratas, no por un
mayor consumo de alimento, sino por la disminucion en el gasto energético y la
locomocion los cuales se acompafaron de aumento en los niveles de insulina,

triglicéridos y colesterol; con ganancia de peso corporal.

La modulacion de los RD1 se puede asociar a niveles bajos de su agonista endégeno
en CPF que, de forma normal mejora el rendimiento de la memoria operativa en
primates viejos y pacientes que reciben tratamiento antispciéticos; no obstante, los
niveles altos perjudican la memoria. (Kim y col., 2015). Por otra parte, segun lo
reportado por Mendiola-Precoma y col. en 2017, en un modelo de estudio de EA
esporadica, igual al utilizado para este trabajo, los ALR tienden a disminuir; ademas
se sabe que los D1R y A1R también pueden formar complejos y regular los RDA, de
tal forma que su baja expresion en EA frena el efecto y permite el aumento de los
RDA.

El aumento en la expresion de los RD1 y RD2 en CPF de los tejidos LED, es
contradictorio a lo reportado en estudios de cerebros postmortem de pacientes con

EA; Kumar y Patel en 2007 indicaron que la semicuantificacién de los cinco subtipos
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de receptores dopaminérgicos en CPF mostr6 que los receptores RD1 y RD2
disminuyen a causa de la enfermedad; mientras que De Keyser y col. en 1990
publicaron que la concentracion total de RD1 no se ve modificada. Los cambios en
la expresion de RDA en el modelo de a EA difieren también con lo indicado por
Romanova y col, en 2018, quienes no encontraron diferencias en la expresion de

RDA en ratas con una dieta alta en grasas y carbohidratos.

Posiblemente las diferencias en la expresion de los receptores encontradas aqui con
respecto a lo reportado por otros autores, se deban a que los estudios citados fueron
realizados en tejido cerebral de pacientes sin caracteristicas de obesidad o aumento
de lipidos, que son caracteristicas patolégicas producto de la ingesta de grasas en
el modelo de EA esporadica que utilizamos; y que han sido reportados en trabajos
donde se resalta la participacién de los lipidos en el desarrollo de la EA (Wood y col.,
2015.; Mendiola-Précoma y col.,2017; Romanova, 2018; Labouesse y col., 2018).
Por lo tanto y con base en los resultados obtenidos, es importante indagar sobre su
relacion con la expresion de los RDA. Los RDA, especificamente D1R y D5R, regulan
el comportamiento alimenticio, la actividad locomotora y el gasto energético, por lo
gue pueden favorecer la tendencia a la obesidad: ademas intervienen en el control

de la termogénesis en el tejido adiposo (Labouesse y col., 2018; Hu y col., 2018).

Es posible sugerir que la teobromina actia como un regulador de la expresion de los
RDA a través de sus moléculas blanco, los receptores de adenosina A2A (A2AR),
gue pueden modular la respuesta de otros receptores, en este caso de dopamina. El
estudio en los ultimos afios del papel de las interacciones alostéricas entre
receptores a través de la formacion de iso- y heteroreceptores sugiere que pueden
tener una funcion determinante en la plasticidad neuronal ya que, la alteracion del
equilibrio que hay entre éstos, en enfermedades del SNC por ejemplo, puede
conducir a cambios en la estabilidad y disfuncién de las conexiones cerebrales, lo
gue produce deficiencias en el aprendizaje y la memoria, asi como en las emociones

(Borroto-Escuela y col, 2017).
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La adenosina puede regular el sistema dopaminérgico central por la activacion del
A2AR en el estriado, la zona de mayor concentracién de A2AR y D2R del SNC, a
través de la formacion de un heterodimeros de A2AR y D2R (A2AR-D2R) que junto
con la adenilil ciclasa tipo 5 (AC5) forman un tetramero, que les permite interactuar
alostéricamente de tal forma que la respuesta final esta determinada por el receptor
gue haya sido activado (Ferré y col., 2018). En éste caso la union de la teobromina
al A2AR en el (A2AR-D2R) representaria un aumento en la actividad neuronal
mediada por la via AC5/PKA, pero la activacién del RD2, provocaria su decaimiento

por la accién de PLC/PP2B, interviniendo con la cascada de sefalizacion de A2AR.

Es posible que la teobromina regule la internalizacion de los complejos proteicos al
unirse al RA y reclutar arrestinas que promueven la internalizacion del complejo.
(Ferré y col., 2018); ya que la unién de un agonista o antagonista de los RA2A a la
estructura heterotetramérica del complejo A2AR-D2R promueve la modulacion
alostérica del ligando activador del D2R (Ferré y col., 2018), de tal forma que
independientemente del tipo de ligando que se una al RA, éste es capaz de influir en
la actividad del RDA. Es posible especular que lo mismo sucederia con los D1R, en
los complejos A1R-D1R, de tal manera que su funcién puede ser regulada por los
RA.

El potencial terapéutico de las metilxantinas, antagonistas de los RA, como la
teobromina y la cafeina, ejerce un efecto neuroprotector en EA a través de un
mecanismo que implica la union de la molécula antagonista al heterotretamero RA-
RDA. Con base en ello y en los resultados obtenidos es posible sugerir que la union
de la teobromina a complejos A2AR-D2R puede modular negativamente la afinidad
de cualquier ligando ortostérico al D2R de tal forma que bloquea su sefializacion

aguas abajo.
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7. CONCLUSIONES

Se logré inducir la enfermedad de Alzheimer esporadica por una dieta a base de
manteca de cerdo al 33 % en ratas Wistar

La expresion de receptores de dopamina D1y D2 aumenta en la corteza prefontal
del modelo propuesto para la Enfermedad de Alzheimer esporadico

La teobromina a 30 mg/L modula la expresion de receptores dopaminérgicos D1
y D2 en la corteza prefrontal de ratas con enfermedad de Alzheimer esporadica,

y ejerce un efecto neuroprotector al prevenir el deterioro cognitivo.
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9. ANEXOS

Anexo A. Dictamen de aprobacion de del proyecto de investigacion por parte del
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma

de Querétaro.
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Comité de Bioética

Querétaro, Qro, 26 Octubre 2016.

JESUS CARLOS MENDIOLA PRECOMA
DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS
PRESENTE

Estimado: JESUS CARLOS MENDIOLA PRECOMA

Nos permitimos hacer de su conocimiento que el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales dio la siguiente resolucién del proyecto de Investigacion del cual usted
es responsable:

Titulo Resolucion
“Mecanismos involucrados en el efecto | Aprobado
neuroprotector de teobromina en un
modelo mdrino de enfermedad de
alzheimer de tipo esporadico”
(63FCN2016).

Sin més por el momento quedamos a sus 6rdenes para cualquier aclaracién o duda.

Atentamente

Dra. Andrea Marani Olvera Ramirez
Comité de Bioética
Facultad de C [‘nbias Naturales
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