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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad crénica que se asocia con un
mayor riesgo de desarrollar deterioro cognitivo. En el presente estudio se evalud la
relacion entre la DM2 y la alteracion en la funcidn cognitiva, a través de la via de
receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) ubicados en el hipocampo y corteza

cerebral.

Lo anterior fue evaluado con un modelo experimental de DM2 en ratas, en donde
se evaluaron sus habilidades cognitivas mediante pruebas de memoria y
aprendizaje. Asimismo, se cuantificd la expresion de los receptores NMDA en el
hipocampo y corteza en regiones cerebrales cruciales para la formacion de la

memoria.

Los resultados obtenidos evidenciaron un deterioro significativo en las funciones
cognitivas de las ratas diabéticas en comparacion con el grupo control. Ademas, se
observé una disminucién en la expresién de los receptores NMDA en las estructuras
cerebrales de ratas con diabetes inducida. Los hallazgos identificados sugieren que
la DM2 induce alteraciones en la plasticidad sinaptica a través de la disminucion de
la expresion de los receptores NMDA, lo que podria explicar el desarrollo de déficits

cognitivos en personas que cursan con esta enfermedad.

En conclusién, este estudio suma evidencia experimental a la hip6tesis que sefala
la asociacion entre la presencia de DM2 y el deterioro cognitivo, cuya relaciéon
bioldgica se explicaria por cambios en la funcién de los receptores NMDA del
hipocampo. Los resultados identificados tienen implicaciones importantes para la
comprensién de los mecanismos subyacentes al deterioro cognitivo asociado a la

DM2 y agrega evidencia para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2, deterioro cognitivo, receptores NMDA,

hipocampo, plasticidad sinaptica.
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1. Introduccién

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica que afecta el metabolismo de
la glucosa. Las personas con DM deben adoptar estrategias para reducir el riesgo
de complicaciones a largo plazo, mas alla del control glucémico, el autocontrol es

fundamental en este proceso (ADA, 2022; Biessels et al., 2006).

La insulina es una hormona clave en el metabolismo de la glucosa, su funcion
principal es facilitar la utilizacion de la glucosa como fuente de energia por las
células del cuerpo. Si bien no almacena glucosa directamente, la insulina promueve
su almacenamiento en forma de glucégeno en el higado y los musculos, y como
triglicéridos en el tejido adiposo. Este proceso es fundamental para mantener los
niveles de glucosa en sangre dentro de rangos saludables y asegurar un suministro
constante de energia a las células (Tyagi A & Pugazhenthi S., 2021). La insulina
también desempefia funciones relevantes en el sistema nervioso central (SNC),
tiene un papel neuro-modulador importante. En distintas regiones del cerebro,
existen receptores de insulina y diversas vias de sefializacion, las cuales, regulan
efectos fisiolégicos el metabolismo de la glucosa, el desarrollo neuronal, el peso
corporal y las conductas de alimentacion; también participa en procesos cognitivos
como la atencion, el aprendizaje y la memoria (Kleinridders A. et al., 2014; Sterk M.
et al., 2021).

La insulina reduce la expresién de la subunidad 2B del receptor de N-metil-D-
aspartato (NR2B), un receptor de glutamato, en la corteza e hipocampo. Lo anterior
sugiere una conexion entre la sefializacion de la insulina y los receptores de N-metil-
D-aspartato (NMDA) durante la pérdida de memoria observada en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Di Luca M. et al., 1999). Comprender los cambios
relacionados con la edad en la funcién de los receptores NMDA, incluyendo su
posible disminucién, es crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas
dirigidas a prevenir o tratar los déficits de memoria y otras alteraciones cognitivas
asociadas al envejecimiento. Newcomer y cols. revisaron la evidencia sobre la
relacion entre los receptores NMDA, la memoria y el envejecimiento cerebral,

destacando la importancia de esta area (Newcomer J. et al., 2000). Esta
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investigacion podria ser relevante para comprender mejor los mecanismos
subyacentes a la disfuncion de la memoria en pacientes con DM2, donde la
resistencia a la insulina podria estar implicada en la modulacion de la funcion de los

receptores NMDA.

La diversidad de 6rganos y sistemas que son afectados por la diabetes hace
necesaria la busqueda de nuevas estrategias que permitan generar tratamientos
gue reduzcan los efectos sobre la salud a corto y mediano plazo. En ese sentido, es
atil, el uso de varios modelos y abordajes experimentales que permitan comprender
los mecanismos y vias de accion involucradas en esta patologia (Biessels et al.,
2006).

Uno de los modelos animales que permite identificar los cambios fisiol6gicos
generados por la DM2 es aquel que utiliza la accién diabetogénica de la
estreptozotocina (STZ). En el presente estudio se utilizé dicho modelo para
investigar si la hiperglucemia inducida a través de dicho compuesto quimico, puede
generar cambios en los niveles de las subunidades NR1y NR2A del receptor NMDA,

los cuales pueden estar directamente relacionados con la disfuncion de la memoria.

2. Antecedentes

La DM es una enfermedad con una alta incidencia en el mundo (OMS, 2023), la cual
se caracteriza por la presencia de niveles altos de glucosa en sangre
(hiperglucemia) (Harreiter J. & Roden M., 2023). Una persona libre de diabetes
presenta niveles de glucosa en ayuno de 70 a 100 mg/dL, mientras que, cuando los
valores se encuentran entre 100 a 125 mg/dL se diagnostica como prediabetes y
cuando se encuentran por encima de 126 mg/dL la diabetes mellitus esta
establecida (ADA, 2024b).

En México, la DM representa un importante problema de salud publica. Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2021), México ocupa el segundo

lugar en la tasa de mortalidad por diabetes en la regién, superado solo por Guyana.
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En 2021, se estimaba que 12.4 millones de personas (9.8% de la poblacion
nacional) vivian con DM en México (ENSANUT, 2021). Ese mismo afio, la tasa de
mortalidad por diabetes varié entre 5.1 y 15.7 por cada 100,000 habitantes en los
diferentes estados del pais, con una ligera mayor proporciéon de muertes en
hombres (51%) Fig. 1 (ENSANUT, 2021).

Tasa de mortalidad por Diabetes Mellitus, 2021

Baja California Sur EEEE——— 5.1
Sinaloa 5.8
Quintana Roo [EEEEESESS——————— 5.9
Aguascalientes |[IIEEEEEEEEEENNNN 5
Sconora [EEEEEEEEEEE———

Yucatéan |eeessssssssssss——— 3

Nuevo Ledn 7
Baja California [ 7.1
Chihuahua 7.5

Durango 7.6
Querétaro 7.7
Jalisco mEEEEEEEEEESS 8.3
Nayarit 8.5
Za 9.2
Hidalgo 9.6

Cmapeche 9.7

Tamaulipas 9.8
Coahuila 9.9
Chiapas 10.4
Guerrero 10.56
Colima 10.8
San Luis Potosi 11
Guanajuato 12.4
Ciudad de Méxi 12.4
Michoacan SIS 12.9
Morelos 13.2
Qaxaca 13.5
Tabasco 13.5
Tlaxcala [P 14.5
Veracruz 15.6
Puebla 15.7

0 2 4 6 8 10 12 14 186

Figura 1. Defunciones por diabetes mellitus en 2021. INEGI. Estadistica de defunciones registradas (INEGI,
2021).

A pesar de los avances en el tratamiento, las complicaciones crénicas de la diabetes
siguen siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad. Si bien se ha
establecido una asociacion entre la diabetes y el deterioro cognitivo, los
mecanismos moleculares subyacentes aln no se comprenden completamente.
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3. Marco tedrico

3.1 Diabetes Mellitus (DM)

Cuando el organismo metaboliza azlcares simples, los convierte en glucosa, un
componente esencial para la produccion de energia. Ademas de obtener glucosa
de los azucares simples, el cuerpo también tiene la capacidad de sintetizarla a partir
de grasas y proteinas (Navale A. & Paranjape A., 2016). El pancreas secreta
insulina, una hormona que se encarga de regular la cantidad de glucosa presente
en la sangre. Cuando existe una afectacién en este 6rgano o en la produccion de
insulina, se genera hiperglucemia (Rahman M. et al., 2021). Los sintomas iniciales
incluyen poliuria, polifagia, polidipsia, fatiga, pérdida de peso, alteraciones en la
vision y cetoacidosis (Harreiter J. & Roden M., 2023). La hiperglucemia crénica se
asocia con dafo y disfuncion de distintos 6rganos, como: ojos, rifiones, sistema

nervioso, cerebro, corazén y vasos sanguineos (ADA, 2011).

La DM se clasifica en cuatro tipos: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), diabetes mellitus gestacional (DMG) y diabetes de tipos especificos
derivados de otras causas (ldiopatica) (ADA, 2024a).

1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): esta condicibn se caracteriza por la
destruccion autoinmune de las células B del pancreas, lo que genera la
deficiencia absoluta de insulina en el cuerpo.

2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): se caracteriza por una combinacién de dos
factores principales: la resistencia a la insulina, donde las células del cuerpo
no responden adecuadamente a la insulina, y una pérdida progresiva, no
autoinmune, de la secrecion de insulina por las células B del pancreas.

3. Diabetes mellitus gestacional (DMG): este tipo de diabetes se diagnostica
durante el segundo o tercer trimestre del embarazo, se presenta en mujeres
gue no tenian diagnostico de diabetes.

4. Otros tipos especificos (Idiopatica): entre los tipos de diabetes menos
comunes se encuentran los sindromes de diabetes monogénica, como la
diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la madurez de los jévenes.

Ademas, ciertas enfermedades del pancreas exocrino, como la fibrosis
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quistica y la pancreatitis, pueden causar diabetes. También existen casos de
diabetes inducida por farmacos o sustancias quimicas, como el uso

prolongado de glucocorticoides o después de un trasplante de érganos.

La DM2 es un area de investigacion extremadamente relevante debido a su alta
prevalencia, las graves consecuencias para la salud y el potencial para desarrollar
nuevas terapias. Al centrarnos en la DM2, esta investigacion contribuye a un campo

de estudio dindmico y con un impacto significativo en la salud publica.

3.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

3.2.1 Fisiopatologia

La DM2 es un trastorno metabdlico complejo caracterizado por una combinacion de
resistencia a la insulina, donde las células del cuerpo no responden adecuadamente
a lainsulina, y una disminucioén progresiva de la secrecion de insulina por las células
B del pancreas. Si hay resistencia a la insulina, las células no pueden captar a la
glucosa, lo que causa un nivel excesivo de ésta en la sangre. Con el tiempo, el
pancreas sigue tratando de regular el nivel de glucosa en la sangre, generando mas
insulina hasta que se agota, como resultado, los niveles de glucosa aumentan
(Picke A. et al., 2019).

Como se muestra en la Fig. 2, en la diabetes mellitus tipo 1 (DM1), se produce una
destruccion casi total de las células beta (B) del pancreas, lo que impide la
produccion de insulina y requiere la administracion de insulina externa para
mantener los niveles de glucosa en sangre bajo control. En contraste, la DM2 es
una enfermedad mas compleja que involucra tanto defectos en la secrecion de
insulina como resistencia a la insulina en los tejidos periféricos. Si bien en la DM2
puede haber una disminucion parcial de la funcion de las células B, la resistencia a
la insulina juega un papel central en el desarrollo de la enfermedad. A diferencia de
la DM1, la DM2 es una enfermedad de desarrollo lento y progresivo, a menudo

asociada con el sindrome metabdélico (Wilcox G., 2005).
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Islote normal

g FA ‘:;'f::-_'-:--—)Célula alfa (secreta glucagén)
S\ —~————>Célula delta (secreta somatostatina)
=—=—>Célula beta (secreta insulina)

Diabetes tipo 1

Célula beta
destruida

Célula beta
destruida

Diabetes tipo 2

Figura 2. Esquema simplificado de los islotes de Langerhans en el pancreas (Wilcox G., 2005).

3.2.2 Complicaciones

La DM2 se caracteriza por la resistencia a la insulina, un factor clave que se
relaciona con diversas complicaciones a largo plazo. Esta resistencia, junto con
otros factores como la predisposicidn genética, los cambios epigenéticos, la
inflamacion y el estrés metabdlico (Skyler J. et al., 2017; Williams D. et al., 2022),
contribuye al desarrollo de complicaciones que afectan significativamente la calidad
de vida y la esperanza de vida de las personas con DM2. La DM2 representa
aproximadamente el 90% de los casos (Fig. 3) con algun tipo de diabetes (ADA,
2024a).
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DIABETES

2% 3%
5%

P Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Diabetes mellitus
gestacional

Otros tipos especificos

90%

Figura 3. Diabetes: Panorama de Tipos y Proporciones (ADA, 2024a).

3.2.2.1 Complicaciones microvasculares

Las complicaciones microvasculares se deben al dafio de los pequefios vasos

sanguineos y son caracteristicas de la DM2. Entre las mas destacadas se

encuentran (Zheng Y. et al., 2018):

Retinopatia diabética: El dafio a los vasos sanguineos de la retina puede
llevar a la pérdida de vision. La retinopatia diabética es una de las principales
causas de ceguera en adultos.

Nefropatia diabética: El dafio a los rifiones puede progresar a insuficiencia
renal. La nefropatia diabética es una de las principales causas de
enfermedad renal cronica.

Neuropatia diabética: El dafio a los nervios puede causar dolor,
entumecimiento y otros problemas en diferentes partes del cuerpo. La
neuropatia diabética puede afectar los nervios periféricos, los nervios

autonomos y otros.

3.2.2.2 Complicaciones macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares se deben al dafio de los grandes vasos

sanguineos y son también muy relevantes en la DM2 (Zheng Y. et al., 2018):

Enfermedad cardiovascular: Aumento del riesgo de sufrir infartos de

miocardio, accidentes cerebrovasculares y otras enfermedades del corazon
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y los vasos sanguineos. La enfermedad cardiovascular es la principal causa
de muerte en personas con DM2.

Enfermedad arterial periférica: Reduccion del flujo sanguineo a las
extremidades, lo que puede causar dolor, Ulceras y, en casos graves,
amputacion. La enfermedad arterial periférica es una complicacién grave de

la DM2 que puede afectar la calidad de vida.

3.2.2.3 Otras complicaciones

Ademas de las complicaciones micro y macrovasculares, la DM2 se asocia con

otras complicaciones que también requieren atencion (Zheng Y. et al., 2018):

Pie diabético: Problemas en los pies, como Ulceras, infecciones y
deformidades, que pueden requerir amputacion. El pie diabético es una
complicacion frecuente y grave de la DM2.

Infecciones: Las personas con DM2 tienen mayor riesgo de sufrir
infecciones, ya que la enfermedad debilita el sistema inmunoldgico. Las
infecciones pueden ser mas graves y dificiles de tratar en personas con DM2.
Problemas de salud mental: La DM2 puede afectar la salud mental de las
personas, aumentando el riesgo de depresion, ansiedad y otros trastornos.
Es importante abordar la salud mental de las personas con DM2 de manera

integral.

3.3 Lainsulina en el cerebro y diabetes

La insulina, secretada por las células beta (B) pancreaticas, llega al cerebro

atravesando la barrera hematoencefalica (BHE) mediante transcitosis mediada por

el receptor de insulina, que se encuentra en las células endoteliales de la BHE

(Haddad-Tovolli R. et al., 2017). La insulina se une a su receptor, desencadenando

la internalizacion del complejo insulina-receptor y su transporte a través de la célula

endotelial en vesiculas. Estas vesiculas se fusionan con la membrana en el lado

cerebral de la BHE, liberando la insulina en el espacio perivascular, desde donde

puede unirse a sus receptores en las células cerebrales (Holscher C., 2019).
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La integridad de la BHE, crucial para regular el paso de sustancias como la insulina,
esta determinada por proteinas de union estrecha como las ocludinas, claudinas y
moléculas de adhesion. Este transporte regulado puede alterarse en condiciones
como la obesidad, la DM2, el ayuno y la enfermedad de Alzheimer (EA) (Holscher
C., 2019).

En la DM2, la alteracion de la BHE puede ser mediada por proteinas de transporte
de insulina alteradas, pérdida de pericitos y expresion alterada de proteinas de
union estrecha en los microvasos cerebrales (Kleinridders A. et al., 2015).

Los sitios de mayor expresion del receptor de insulina en el SNC se localizan dentro
del bulbo olfatorio, el hipotalamo, el hipocampo, la corteza cerebral (corteza

prefrontal) y el cerebelo (Soto M. et al., 2019), véase la Fig. 4.

Corteza
prefrontal

Cerebelo

Hipotalamo
Glandula

pituitaria

Olfatorios
Hipocampo

Figura 4. Sitios de mayor expresion del receptor de insulina en el SNC (Soto M. et al., 2019).

La insulina ejerce sus efectos en el cerebro uniéndose a receptores de insulina
presentes en diversas regiones, como el hipotalamo, el hipocampo y la corteza
cerebral. La sefalizacién de la insulina en el cerebro interactia con el sistema
glutamatérgico, modulando la actividad de los receptores NMDA a través de vias
como la PI3K/Akt y la MAPK (Petersmann A. et al., 2019). Esta modulacion puede
influir en la plasticidad sinaptica y la funcién cognitiva. La insulina en el cerebro

participa en el desarrollo y la supervivencia neuronal, ademas, es neuroprotectora,
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previene el dafio inducido por la isquemia, la toxicidad del B-amiloide (AB), el estrés

oxidativo y la apoptosis (Holscher C., 2019).

La resistencia cerebral a la insulina esta vinculada con la disfuncion cognitiva y la
depresion. Ademas, existe evidencia de que la administracion intranasal de insulina

posee beneficios cognitivos en pacientes con DM2 y EA (Benedict C. et al., 2007).

3.4 El efecto de la diabetes sobre las funciones cognitivas

El SNC, centro de control del cuerpo, esta compuesto por el cerebro y la médula
espinal. El cerebro, dividido en regiones como la corteza cerebral (funciones
cognitivas), el hipotdlamo (funciones basicas), el hipocampo (memoria y
aprendizaje) y el cerebelo (movimiento y equilibrio), requiere un suministro
constante de oxigeno y nutrientes a través de la circulacidon cerebral. La plasticidad
sinaptica, capacidad del cerebro para cambiar y adaptarse, es fundamental para el
aprendizaje y la memoria, e implica cambios en la fuerza de las conexiones entre

las neuronas (Stiles J & Jernigan TL, 2010).

En el SNC, la DM2 produce alteraciones como deterioro visual, enfermedad
cerebrovascular, edema cerebral, infarto, atrofia cortical y subcortical, anomalias en
la sustancia blanca y alteraciones en la funcion linfatica, asi como una desregulacion
general del metabolismo cerebral (Toth C., 2014). También, modifica la circulacién
cerebral y altera la plasticidad sinaptica del hipocampo, lo que contribuye a una
disminucién en la velocidad de conduccion de los impulsos eléctricos en las fibras
presinapticas y a la atrofia cerebral (Chen Z. et al.,, 2012). La DM2 acelera el
envejecimiento cerebral y ocasiona desequilibrios en los niveles de calcio (Ca?*). El
Ca?* es esencial para la funcién neuronal, participando en la liberaciéon de
neurotransmisores, la plasticidad sindptica y la excitabilidad neuronal. Las
interrupciones en la sefalizacion del Ca?*, como las causadas por la hiperglucemia
diabética, pueden tener efectos negativos en la funcion cognitiva (Thibault O. et al.,
2013; Chandran R. et al., 2019).
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Los adultos de mediana edad con DM2 muestran alteraciones en la funcion
neuronal. En estudios de imagenologia funcional se han observado una reduccion
en la activacion neuronal, sugiriendo que los cambios cerebrales preceden a la
aparicion de la diabetes en individuos de alto riesgo (Song H. et al., 2020). Aunque
un nivel constante de glucosa es fundamental para el metabolismo cerebral y la
actividad neuronal, periodos prolongados de niveles altos o bajos de glucosa, asi
como cambios rapidos en estos niveles, pueden ocasionar dafios a las neuronas
(Ergula A. et al., 2015). Andlisis recientes han revelado lesiones en la materia blanca
y atrofia de la materia gris atribuibles a hiperglucemia, pueden estar asociadas con

una disminucién del rendimiento cognitivo (Macpherson H. et al., 2017).

La BHE es una estructura altamente selectiva que protege el cerebro. Esta formada
por células endoteliales unidas estrechamente, lo que restringe el paso de muchas
sustancias, pero permite el paso de sustancias esenciales como el oxigeno y la
glucosa a través de transportadores especificos. Las uniones estrechas entre las
células endoteliales son cruciales para la selectividad de la BHE. La integridad de
la BHE es fundamental en la homeostasis cerebral (Gray S., 2018), y su disfuncién
estd asociada con un deterioro cognitivo acelerado (Jiang X. et al., 2018). La
disfuncion de la BHE, asociada con un deterioro cognitivo acelerado, implica la
alteracion de proteinas de union estrecha como las ocludinas, claudinas y moléculas
de adhesion. El aumento del estrés oxidativo cronico, en pacientes con DM2 es
comun, esto induce directamente la alteracion de las proteinas de uniones estrechas
en la BHE (Gelb J. et al., 2018). La alteracion de las uniones estrechas en la BHE
permite la entrada de sustancias dafiinas al cerebro, lo que desencadena una
respuesta inflamatoria y aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO), contribuyendo al estrés oxidativo (Zhang S. et al., 2016). Esta alteracion
incrementa la permeabilidad de la BHE, provocando un mayor dafio oxidativo y el

paso directo de la glucosa de sangre al tejido cerebral.

El dafio microvascular cerebral relacionado con la DM2 también puede
comprometer la funcién de la BHE, contribuyendo al deterioro cognitivo observado
en los trastornos neurodegenerativos (Gray S., 2018; Kunze R. et al., 2019).

Ademas, la DM2 puede provocar un aumento en la produccion de ERO y especies
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reactivas de nitrégeno (RNS) y una disminucién en la actividad de las enzimas
antioxidantes, lo cual, puede agravar el dafio cerebral y cognitivo asociado con la
enfermedad (Zhang S. et al., 2016).

3.5 La memoria en diabetes

La memoria es un proceso cerebral que permite codificar, organizar y almacenar
sucesos pasados de tal manera que a veces se pueden recordar eventos previos
de manera consciente, como si se estuvieran experimentando nuevamente (Rains
G., 2004). La memoria no puede considerarse como una funcion cerebral estética,
Gnica o aislada; es el conjunto de funciones cerebrales responsables de la
clasificacion, codificacion, almacenamiento y recuperacion de una amplia variedad

de tipos de informacion crucial para el organismo (Rains G., 2004; Squire L., 2004).
La memoria se clasifica como:

e La memoria sensorial (MS) se encarga de registrar las sensaciones y
reconocer las caracteristicas fisicas de los estimulos.

e La memoria a corto plazo (MCP) retiene la informacion en el momento
presente.

e La memoria a largo plazo (MLP) conserva los conocimientos o recuerdos
para su uso posterior, constituyendo la base de datos de nuestra mente
(Rains G., 2004).

Es importante distinguir entre deterioro cognitivo y déficit cognitivo. El deterioro
cognitivo se refiere a cualquier disminucién de las funciones cognitivas en
comparacion con el nivel previo de funcionamiento de una persona, mientras que el
déficit cognitivo se refiere a una deficiencia especifica en una o mas funciones

cognitivas.

La hiperglucemia se asocia con un deterioro de la memoria y de la funcion ejecutiva,
asi como con alteraciones en la expresion de la potenciacion a largo plazo (LTP) y
en la depresion a largo plazo (LTD) en el hipocampo (Willette A. et al., 2015). La

transmision excitatoria en el cerebro estd mediada por glutamato, que actla a través
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de receptores ionotropicos (AMPA y NMDA) y metabotropicos (mGIuRs) (Flores-
Soto M. et al., 2012).

Las conexiones cerebrales (sinapsis) que utilizan glutamato cambian en
condiciones de hiperglucemia, afectando la funciébn de los receptores NMDA
(Schmitt W. et al., 2005; Sanderson D. et al., 2007). Estas alteraciones en la funcion
de los receptores NMDA pueden afectar la plasticidad sinaptica, incluyendo la LTP
y la LTD (Cérdoba D. et al., 2010), lo que a su vez puede contribuir al deterioro de
la memoria y de la funcién ejecutiva observados en la hiperglucemia. Ambos

procesos (plasticidad y LTP), son el soporte neuroquimico de la memoria.

La memoria es una de las funciones cognitivas mas comunmente afectadas en la
hiperglucemia. Los receptores NMDA juegan un papel crucial en la plasticidad
sinaptica y en los procesos de aprendizaje y memoria. Las alteraciones en la funcion
de los receptores NMDA causadas por la hiperglucemia pueden, por lo tanto, tener

un impacto significativo en la memoria.

3.6 Receptores de N-Metil-D-Aspartato (NMDA)

Los receptores para NMDA participan de manera importante en la regulacion de la
plasticidad sinaptica, el aprendizaje, la psicosis, la depresion, la esquizofrenia, la
muerte celular y en diversas enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Huntington (EH) y la EA (Fitzjohn S. et al., 2016). Los receptores
NMDA son heterotetrameros (Fig. 5) que funcionan como canales de calcio,
compuestos por monémeros pertenecientes a dos familias de subunidades: NR1 y

NR2A-D, las cuales se expresan de manera diferencial (Vyklicky V. et al., 2014).
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Figura 5. Estructura del receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Rivera |. & Colomé A., 2005)

La subunidad NR1 del receptor NMDA se encuentra distribuida en el SNC. La
combinacion mas comun para la formacion del receptor es la NR1/NR2A (Receptor
de NMDA tipo 1/Receptor de NMDA tipo 2A) y ha sido identificada en tejido cerebral
y medular (Vyklicky V. et al., 2014). Cambios moleculares en las subunidades del
receptor NMDA tienen repercusiones en procesos fisiolégicos y patoldgicos en el
hipocampo (Hovelsg N et al., 2012; Vyklicky V. et al., 2014). Las subunidades NR2A
y NR2B del receptor NMDA son indispensables para la plasticidad sinaptica en el
hipocampo y la induccién y mantenimiento del LTP (Kopp C. et al., 2007; Sanderson
D. et al., 2008). El proceso de LTP dependiente del receptor NMDA es un
mecanismo celular que subyace al aprendizaje espacial y la memoria en el
hipocampo (Coultrap S. et al., 2008). Ambos procesos (plasticidad y LTP), son el
soporte neuroquimico de la memoria. Diversas formas de manipulacion del
comportamiento, como la experiencia sensorial, el aprendizaje y la privacion del
suefio, pueden alterar la proporcion de receptores NMDA NR2A/NR2B en el

hipocampo (Kopp C. et al., 2007).
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3.7 Modelo experimental de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Los modelos animales han desempefiado un papel fundamental en la comprension
de los efectos de la DM2 sobre los receptores NMDA y otros mecanismos
moleculares del SNC. En ese sentido se han aplicado diferentes estrategias para
replicar los aspectos clave de la DM2 e investigar sus consecuencias en el SNC
(Gispen W. & Biessels G., 2000).

Dicho conocimiento permite identificar posibles objetivos terapéuticos y estrategias
que permitan prevenir o tratar los efectos de la diabetes en la funcion cerebral y la
memoria (Arias-Diaz J. & Balibrea J., 2007).

Existen diversos modelos animales que representan la presencia de diabetes y sus
efectos (Arias-Diaz J. & Balibrea J., 2007). En este proyecto de investigacion se
utilizé el modelo de DM2 inducido con estreptozotocina (STZ), el cual es un

antibiotico utilizado como quimioterapia para tratar el cancer.

La STZ es un derivado de la nitroso-urea que se obtiene del Streptomyces
achromogenes, posee un amplio espectro de actividad antibiética y antineoplasica;
actlia como un potente agente alquilante que interfiere con el transporte de glucosa
y la funcion de la glucokinasa; ademas causa multiples roturas en el DNA (Furman
L., 2021). La STZ estd compuesta por glucosa unida a un fragmento reactivo de
nitroso-urea. Esta estructura permite que la STZ sea internalizada a través de los
transportadores celulares de glucosa (Arias-Diaz J. & Balibrea J., 2007). Una vez
dentro de la célula, el fragmento de nitroso-urea se libera y ejerce su toxicidad.
Considerando que las células B pancreéticas captan de manera activa la glucosa,
debido a la necesidad de monitorear continuamente sus niveles plasmaticos, son
mas susceptibles al efecto tdxico de la STZ (Ghasemi A. & Jeddi S., 2023). La viay
la frecuencia de administracion de la STZ influye en el efecto que genera, en
roedores recién nacidos, la STZ puede inducir DM2 al destruir las células B del
pancreas, véase la Fig. 6 (Arias-Diaz J. & Balibrea J., 2007). Esta selectividad se
debe a que las células B expresan el transportador GLUT2, lo que facilita la entrada
de la STZ, y tienen una alta actividad metabdlica y una capacidad antioxidante

limitada, lo que las hace mas susceptibles al dafio.
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Figura 6. Mecanismo de accion de la estreptozotocina (STZ) (Aguilera K. et al., 2017)
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4. Planteamiento del problema

La DM2 se asocia con un mayor riesgo de deterioro cognitivo. Aunque se ha
propuesto que la hiperglucemia crénica altera la plasticidad sinaptica a través de los
receptores NMDA, la evidencia experimental es limitada. Este estudio tiene como
objetivo determinar si la induccidn de hiperglucemia en un modelo animal de rata
con STZ induce déficit cognitivo (pérdida de memoria) y si estos déficits se
correlacionan con cambios en la expresion de los receptores NMDA en el
hipocampo y la corteza cerebral. Los resultados de esta investigacion contribuiran
a elucidar los mecanismos moleculares subyacentes al deterioro cognitivo asociado
a la DM2 y abrirAn nuevas perspectivas para el desarrollo de estrategias

terapéuticas.

5. Pregunta de investigacion

¢La hiperglicemia generada en la DM2 produce dafio cognitivo en las ratas y este
dafio puede deberse a la disminucién en la expresion de los receptores NMDA (NR1

y NR2A) en el hipocampo y la corteza cerebral?
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6. Hipdtesis

La generacién de un estado hiperglucémico inducido por STZ alterara la memoria a
corto y largo plazo en un modelo animal. Lo cual correlacionara con la disminucién
en la expresion del receptor NMDA (NR1 y NR2A) en el hipocampo y la corteza

cerebral de ratas.

7. Objetivos

7.1 Objetivo principal
Evaluar los cambios producidos en ratas en diferentes etapas de la diabetes (DM2)

determinando si se produce déficit cognitivo y dafio neuronal.

7.2 Objetivos especificos

e Evaluar la susceptibilidad al deterioro en el aprendizaje y la memoria en ratas
con DM2 y control después de 8, 14 y 20 semanas.

e Estimar la presencia del dafio oxidante (peroxidacién de lipidos, especies
reactivas de oxigeno) en ratas con DM2 y control después de 8, 14 y 20
semanas.

e Evaluar la expresién de las subunidades NR1 y NR2A del receptor a NMDA
en la corteza cerebral y el hipocampo en ratas con DM2 y control después de

8, 14y 20 semanas.
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8. Materiales y métodos

8.1 Reactivos

. No. de No. de
Reactivo i Reactivo )
catalogo catalogo
SC-200719,
Estreptozotocina SDS 28312,
Santa Cruz ThermoFischer
Isoflurano C17E227,Pisa | Cloruro de sodio 8582\% Siﬁma-
ric
DCFH-DA F7378, Sigma Tris 77-86-1, Merck
DCF 46995, Fluka EDTA E67i?d _Siﬁma-
ric
- 153849, Fischer | Acido clorhidrico | 258148, Sigma-
Chemical 0.1N Aldrich
Cloroformo H6242, Fermont |  Mercaptoetanol MGZi% .Sir?ma-
ric
AB17345 .
Anti NR1 ' E0396, Sigma-
Abcam = Aldrich
Anti NR2A 08161904, Enzo | Fluoruro de calcio 13§3i(g-r T.
Anti Actina SC-47778, Pirofosfato de 3850, J. T.
Santa Cruz sodio Baker
N 126M4015V,
Ll Thermo Ortovanadato de S6508, Sigma-
proteasa S sodio Aldrich
Scientific™
RG236763,
Scientific™
) SC-2048, Santa
Luminol c Leche descremada | Svelty, Nestle
ruz
Membrana de 1620115
nitrocelulosa de ’ A 1610100, Bio-
BioRad Acrilamida Rad
0.45 ym
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Marcador de peso 161-0374, Sisacriiamida 1610201, Bio-
molecular BioRad Rad
Persulfato de 1610700, Bio- Glicerol 911046, Sigma-
amonio (PSA) Rad Aldrich
Azul de 1610404, Bio- 1610800, Bio-
bromofenol Rad VERHIED Rad
Acido citrico 1002:|‘é’ri§'hgma_ Citrato de sodio 22902, Fermont
: 26265, Golden Fosfato de sodio S0751, Sigma-
Cloruro de potasio - :
Bell monobésico Aldrich
Bicarbonato de S6014, Sigma- Cloruro de 2444, ). T.
sodio Aldrich magnesio Baker
108337, :
Glucosa Millipore Cloruro de calcio | 24911, Fermont
4018-01, J. T.
HEPES Baker

8.2 Animales

Se solicitaron 4 pies de crias, cada uno incluy6 8 ratas hembra y 4 ratas macho de
la cepa Wistar con peso de 200 a 250 g en el Departamento de Bioterio del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (MVS). Los
animales de experimentacién se distribuyeron en grupos, de acuerdo con el disefio

experimental mostrado en la seccion “Modelo de diabetes mellitus tipo 2”

Las ratas fueron mantenidas en el Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia, bajo
condiciones de temperatura, aire y humedad controlados y con ciclos de luz y
oscuridad de 12-12 horas. Las cajas de acrilico sirvieron como albergue de las ratas,
en donde se colocaron no mas de 6 ratas por caja y con encamado de aserrin
previamente esterilizado. Las ratas tuvieron acceso libre a alimento y agua durante

su albergue.

Las ratas que se utilizaron en la realizacion de este proyecto fueron manipuladas de
acuerdo con el reglamento para el uso y cuidado de animales, establecida por el
comité del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-2001 “Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”. Todos los consumibles fueron

proporcionados por el Departamento de Bioterio.
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8.3 Disefio experimental

8.3.1 Modelo de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
El modelo de DM2 fue establecido en ratas neonatas repartidas en dos grupos:

control y diabético.

La induccion de DM2 se realiz6 con la administracion intraperitoneal (i.p.) de STZ o
vehiculo a ratas Wistar macho neonatas (2-3 dias de edad). Las ratas se asignaron

de manera aleatoria en 2 grupos experimentales:

e Grupo 1: ratas control, formado por ratas a las cuales se les administré i.p.
vehiculo buffer de citrato 0.1 M (pH 4.5).

e Grupo 2: ratas diabéticas, a las cuales se les administré una dosis Unica de
STZ (70 mg/kg) por via i.p. utilizando como vehiculo buffer de citrato 0.1 M
(pH 4.5).

* Buffer de citrato 0.1 M (pH 4.5): Se mezclaron citrato de sodio
(NasCsHs07) y acido citrico monohidratado (C¢HgO-)

Se muestra en la Fig. 7, el diagrama utilizado en todos los grupos anteriormente

mencionados:

Daiio oxidante:

- Peroxidacion
—ﬁ 8 semanas }— lipidos (PL)

Especies reactivas de

oxigeno (ERO)
Evaluacion del

de

r - Sacrificio
déficit  cognitivo, Iy y
o extraccion de
aprendizaje y
14 semanas . estructuras
memoria (Prueba (Hipocampo
DM2 de objeto PEEampo y
Corteza)
novedoso)

Receptor NMDA:
—ﬁ 20 semanas }— - Subunidad NR1 y
NR2A

Figura 7. Diagrama de flujo general del modelo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) para la evaluacién cognitiva

y molecular
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8.4 Seguimiento de los modelos animales
8.4.1 Evaluacién Basal

8.4.1.1 Curva de tolerancia a glucosa (CTG)

La demostracion del establecimiento de la DM2 en las ratas se realizo a través de
la CTG alas 8 semanas de edad. El procedimiento de la CTG se muestra en la Fig.
8 de forma resumida. El procedimiento consistio en lo siguiente: posterior al ayuno
de 8h, se obtuvo la toma de glucosa basal (tiempo 0) por puncién en la cola y con
ayuda de un glucémetro (Accu check Active, Glucotrend, Roche®) se determind la

concentracion de glucosa capilar.

Posteriormente, a los animales se les administro por via oral un bolo de glucosa con
una dosis de 2 g/kg de peso. La glucosa capilar se midié en lapsos de 30 min (30,
60, 90 y 120 min). Las ratas que mantuvieron valores superiores a 150 mg/dL fueron
clasificadas como diabéticas. Asimismo, a las ratas se les registré el peso corporal

y la glucemia durante las 8, 14 y 20 semanas de edad.

- Toma de glucosa
g‘%]"g:_gs (minimo — | (M@/dL) por puncién
) en la cola (t=0)

v

— = - Cuantificacién de
Administracion por via X
oral un bolo de glucosa |e— glucosa cada 30 min

30, 60, 90 120
(2 g/kg de peso) r(nin,) : y

Figura 8. Diagrama de flujo de Curva de tolerancia a glucosa (CTG) en el modelo animal de rata diabética y

control

8.4.2 Evaluacion del aprendizaje y memoria con la prueba de objeto novedoso

El paradigma de reconocimiento de objetos esta basado en la tendencia natural de
los roedores por explorar objetos novedosos en mayor medida que los objetos
familiares. Esta prueba estd basada en el comportamiento espontaneo de los
roedores por explorar aditamentos novedosos, lo cual permite estudiar la memoria
de trabajo (Ennaceur A. & Delacour J., 1988). La prueba de objeto novedoso

consiste en la presentacién de dos objetos denominados objeto familiar y objeto
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novedoso, y se comparan las respuestas del roedor hacia ambos objetos,

permitiendo evaluar memoria a corto y a largo plazo (Lueptow L., 2017).

A diferencia de las pruebas con alimentos o descargas eléctricas, este tipo de

prueba no implica un refuerzo primario como lo hacen.

Cuando la familiarizacion tiene lugar en una fase en la cual el ambiente contextual
es relativamente novedoso, el hipocampo juega un papel inhibitorio en la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos. De esta manera, la
memoria de reconocimiento de objetos permanece inalterada por la inactivacion del
hipocampo, cuando la exploracién inicial de los objetos ocurre en un ambiente

familiar (Clarke J. et al., 2010). El procedimiento utilizado se muestra en la Fig. 9.
A continuacién, se describen las etapas clave de esta prueba:

1. Habituacion: el objetivo de esta etapa es familiarizar al animal con el entorno

y reducir el estrés causado por la manipulacion.

2. Entrenamiento: esta etapa sirve para que el roedor se familiarice con la

naturaleza de los objetos y el comportamiento de exploracion.

3. Prueba de Memoria a Corto Plazo: si el animal recuerda el objeto familiar,
deberia explorar méas el objeto nuevo, demostrando asi su capacidad de

reconocer lo nuevo.

4. Pruebade Memoria alLargo Plazo: esta etapa permite evaluar la capacidad

del animal para recordar el objeto familiar a largo plazo.

Habituacion — Esn”e“al‘mie“tz o —

a ) e dejan pasar +Se colocan 2 objetos e ae€jan pasar
Sin objetos — 30 minutos —> iguales —> 90 minutos
*5 minutos +5 minutos

Memoria a Corto Plazo Memoria a Largo Plazo
(MCP) (MLP)

+Se coloca un objeto Se dejan pasar 24 +Se coloca un objeto
familiar (OF) — horas‘ P —>| familiar (OF)

*Se coloca un objeto *Se coloca un objeto
novedoso (ON) novedoso (ON)

*5 minutos *5 minutos
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Figura 9. Diagrama de flujo de la prueba de objeto novedoso en el modelo de ratas diabéticas y control

8.4.3 Evaluacion de marcadores biolégicos de deterioro cognitivo

8.4.3.1 Obtencion de muestras para la evaluacion bioquimica en estructuras
cerebrales

Al término de la evaluacién conductual y de memoria, los animales fueron colocados
en una camara de isoflurano para su sedacion profunda. Posteriormente, fueron
sacrificados por puncién cardiaca para extraer la muestra de sangre y de cerebro,

para su futura evaluacion.

Se diseccion6 el cerebro en corteza e hipocampo en condiciones de baja
temperatura. Inmediatamente a la extraccion, el tejido se mantuvo a -70 °C hasta su
uso. Los cadaveres fueron desechados de acuerdo con la NOM-087-ECOL- SSA1-
2002 para residuos peligrosos biologico-infecciosos (RPBI) de Proteccion
ambiental, Salud ambiental, Residuos biol6gico-infecciosos de acuerdo con las
normas establecidas por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

8.4.3.2 Deteccion de la expresion de las subunidades NR1 y NR2A del receptor
NMDA

La inmuno-deteccién de las proteinas de interés en el hipocampo y la corteza de las
ratas se realizé con la técnica de Western blot, de acuerdo con la técnica descrita
por W. Neal Burnnette en la Universidad de Stanford (1981). Brevemente, el

Western blot consta de diferentes pasos (Burnette W., 1981):

1. Preparacién de la muestra: el hipocampo y la corteza, por separado, se
homogenizaron con un buffer de lisis y un inhibidor de proteasa (126M4015V,
Thermo Scientific™) (ImL:1puL).

e Buffer de lisis, pH 7.5: Para 100 mL se pes6 150 mM (0.8766 g) de
cloruro de sodio (NaCl), 25 mM (0.3028 g) de Tris base, 50 mM
(0.2095 g) Fluoruro de Calcio (CaF), 10 mM (0.1969 g) Pirofosfato de
sodio (NasP207) y 1 mM (0.0121 g) Ortovanadato de sodio (NazV O,).

Cada seccion del cerebro se homogenizé en 1 mL (hipocampo) y 1.2 mL
(corteza) de la mezcla del buffer de lisis e inhibidor de proteasa.
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2. Medicion de proteinas por el método de acido bicinconinico (BCA): en una
placa transparente de 96 pozos se coloco agua destilada (195 pL), BCA con
sulfato cuprico (CuSOa) (1 mL:20 pL) (100 pL) y las muestras homogenizadas
(5uL). La placa fue leida a 562 nm y los resultados obtenidos permitieron
calcular la cantidad de muestra que fue colocada en los pozos de los geles
al 10%, en donde cada carga fue equivalente a 50 ug de proteina.

3. Desnaturalizacion de proteinas: se realizd6 mediante bafio maria, se colocé
en un tubo Eppendorf 50uL de muestra (hipocampo o corteza) y 50uL de
buffer muestra. Se dejaron 5 min en el bafio maria.

e Buffer muestra: Se mezclé 1 mL de Tris HCI 0.5M pH 6.8, 0.8 mL de

glicerol, 1.6 mL de SDS 10%, 0.4 mL de azul de Bromofenol al 1%, 0.4
mL 2-mercaptoetanol (1 g de 2-mercaptoetanol en 100 mL de agua
destilada) y 3 mL de agua destilada.
Nota: Debe de prepararse inmediatamente antes de usar.
Alternativamente se puede preparar y mantener a temperatura
ambiente sin el 2-mercaptoetanol, y afiadir éste antes de su uso.
Manipular en la campana el 2-mercaptoetanol (es téxico).

4. Electroforesis: se prepararon geles al 10% SDS-PAGE.

e Gel separador al 10% de acrilamida en buffer de Tris-H-HCI 0.375 M,
pH 8,8: Se mezclaron 2.5 mL de Tris HCI 1.5M pH 8.8, 0.1 mL de SDS
10%, 4.3 mL Acrilamida/bisacrilamida 30%, 0.05 mL de persulfato de
amonio (PSA) 10 %, 0.005 mL de TEMED y 3 mL agua destilada.

Se dejo correr el gel a 70V por 15 min y luego a 150V por 60 min.
Transferencia: En el proceso de transferencia de proteinas desde el gel hacia
una membrana, se utiliz6 una membrana de nitrocelulosa (0.45um). Se dejo
transferir durante 60 min a 0.2 A. Cuando se obtuvieron las membranas, se
les realizd un bloqueo con leche descremada al 5% por 60 min.

e Leche descremada al 5%: Se pesaron 2.5 g de leche descremaday
se adicionaron 50 mL de T-BST.
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e TBS 10X: Se mezclaron 24.3 g de Tris y 80.06 g de NaCl en 800 mL
de agua desionizada, luego se ajusté su pH con HCI hasta 7.6. Se
afor6 hasta 1 L.
e TBS-T: Se tomaron 100 mL de TBS 10X y se le adicionaron 1 mL de
Tween20 para aforarse hasta 1 L.
Posteriormente, las membranas fueron colocadas por separado a
incubacion, de acuerdo con los anticuerpos primarios NR1 (dilucion 1:50) y
NR2A (dilucién 1:50). La incubacion se realiz6 por 12 horas a 4°C con
agitacion constante. Las imagenes generadas en esta prueba fueron
capturadas usando un fotodocumentador (Vilber Lourmat). Los resultados

fueron expresados como unidades relativas de densidad optica (D.O).

8.4.4 Evaluacion del dafo oxidante

8.4.4.1 Cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO)

La formacion de ERO fue evaluada de acuerdo a la técnica descrita por Pérez-

Severiano y col. brevemente, se utilizd6 di-acetato de 2’,7’-diclorofluoresceina

(DCFH-DA) es oxidada por accion de las ERO para formar 2’,7’-diclorofluoresceina

(DCF), la cual es capaz de generar fluorescencia (Pérez Severiano F. et al., 2000).

Preparaciéon DCF:

DCF 1: Se peso6 4.5 mg de DCF en un tubo eppendorf negro, se le adicion6

1 mL de metanol.

DCF 2: En un matraz aforado de 50 mL se coloc6 500 pL de metanol, 5 pL

de DCF 1y se afor6 con buffer 9:1.

= Buffer 9:1. Se prepar6 Tris-HCI (40 mM, pH 7.4) y se mezcl6 con

buffer HEPES. Para el buffer HEPES se necesitd cloruro de sodio
(NaCl), cloruro de potasio (KCI), cloruro de magnesio (MgCl2), cloruro
de calcio (CaCly), fosfato de sodio monobasico (NaH2POaJ),
bicarbonato de sodio (NaHCOg3), glucosa (CeH1206) y HEPES.

DCF 3: En un tubo eppendorf se colocé 900 pL de buffer 9:1 y se adicionaron

100 pL de DCF 2.

Preparacion DCF-DA:
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DCF-DA 1: Se pesaron 4.9 mg de DCF-DA en un tubo eppendorf negro y se
le adicionaron 1 mL de metanol.

DCF-DA 2: En un tubo negro eppendorf se colocaron 950 pL de metanol y se
le adicionaron 50 pL de DCF-DA 1.

DCF-DA 3: En un tubo de ensayo forrado con aluminio se colocan 2.7 mL de
buffer 18:1 (Tris-HCI 40 mM, pH 7.4 : buffer HEPES) y se adicionaron 300 pL
de DCF-DA 2.

% Para la curva de calibracién de DCF se utiliz6 buffer 9:1.

% Para las muestras se tomaron 5 yuL del homogenizado de las estructuras
previamente realizado con solucion salina (1.5 mL de solucién salina) y se
colocaron en una placa oscura, luego se adicionaron 145 pL de buffer 18:1y
50 pL de DCF-DA 3.

% Se debe de evitar que las muestras y la placa se encuentren expuestas a la

luz.

Se realiz6 la determinacion de la fluorescencia de cada muestra en un multi-lector
de placa FLx800 (Biotekinstruments, Inc.), a una longitud de onda de 488nm de

excitacion y 525nm de emision.

Los valores obtenidos fueron calculados a partir de la interpolacién en una curva de
calibracion de DCF 100nM. Los valores de proteinas de cada muestra se utilizaron
para expresar los resultados como pico moles de DCF/mg proteina/60 min.

8.4.4.2 Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos (PL)

En esta técnica, las muestras (hipocampo y corteza) fueron homogenizadas con
solucion salina. A 1 mL del homogeneizado se agreg6 una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1 v:v). Posteriormente la mezcla fue refrigerada por 30 minutos para

permitir la separacion de las fases, siempre protegida de la luz.

La fase acuosa (fase superior) se aspird con una bomba de vacio. Se transfirio 2
mL de la fase organica (cloroférmica) a una celda de cuarzo y se agregaron 200 pL
de metanol. La muestra se analizé usando un espectrofotometro de fluorescencia a

longitudes de onda de 370 nm de excitacion y 430 nm de emision. Los resultados
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fueron reportados como unidades relativas de fluorescencia por mg de proteina
(Jeremy J. et al., 1991).

8.5 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos, se emple6 el software SPSS Statistics
version 20 para los grupos control y diabéticos en las diferentes edades estudiadas
(8, 14 y 20 semanas). Se realizaron pruebas t de Student para comparar las medias
de los grupos en la curva de tolerancia de glucosa y la prueba de objeto novedoso
en la memoria a corto y largo plazo; la prueba Fisher-Snedecor se utilizé para
evaluar la homogeneidad de varianzas en el indice de discriminacion (ID), especies
reactivas de oxigeno (ERO) y peroxidacion de lipidos (PL), se estan comparando el
grupo diabético contra el control, los cuales son independientes entre si; se realizé
un comparativo de medias para el analisis de los datos obtenidos en la deteccién
de las subunidades NR1 y NR2A del receptor NMDA en el hipocampo y la corteza.
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9. Resultados

9.1 Tolerancia a glucosa

La CTG se realiz6 a las 8 semanas de edad de las ratas. Se evaluaron a las ratas
de los grupos control y las ratas diabéticas. De acuerdo a los resultados obtenidos,
en la Fig. 10 puede verse la diferencia en los niveles de glucosa en las ratas
diabéticas y control después de la administracion del bolo de glucosa, en ella, se
puede ver que las ratas control mantuvieron niveles de glucosa por debajo de 150
mg/dL durante los 120 minutos del curso de la CTG. Mientras que las ratas
diabéticas, presentaron un aumento significativo en la glucosa desde tiempo 0 (F,
46) 14.71, p £0.001); a los 30 minutos (Fq, 46) 63.84, p < 0.001), a los 60 (F(1, 46) 41.98,
p < 0.001), a los 90 minutos (F, 46) 42.91, p < 0.001) y a los 120 minutos (F, 46)
24.43, p<0.001). La distribucién F de Fisher-Snedecor (F) se utiliza para determinar
si hay diferencias significativas entre las varianzas de dos grupos, respectivamente
los valores 1y 14 corresponden a: 2 grupos — 1; y 8 ratas — 1 por duplicado. Los
valores obtenidos en la prueba F corresponden a la diferencia entre los grupos con
respecto a su media. Las ratas diabéticas mostraron niveles de glucosa
significativamente mas altos que las ratas control desde la primera medicién y no
igualaron los valores de las ratas control después de las dos horas en las que se

realiz6 la cuantificacién de glucosa.

350 Curva de tolerancia a glucosa

*kk
—&— Control

300

—o— Diabética
*kk
250 T

L
200 *h*
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[¢] 30 60 90 120
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Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa. Concentracién de glucosa en sangre (mg/dL) de ratas de 8 semanas
después de la administracién de un bolo de 200 mg/kg de glucosa determinado después de 0, 30, 60, 90y 120
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minutos. Ratas control (n=24) comparado con ratas diabéticas (n=24). ***p<0.001 t de student en la distribucién

F de Fisher-Snedecor para muestras independientes.

9.2 Prueba de objeto novedoso

La Fig. 11 muestra el tiempo de exploracion que utilizaron las ratas en la prueba de
objeto novedoso. En esta prueba se evidencido que las ratas diabéticas, no
mostraron un tiempo significativamente diferente en la prueba de objeto novedoso,
a través de los diferentes lapsos de evaluacion. Se realizé una prueba t de student
(t), en donde el parametro de significancia fue del 5% (0.05). El grupo control desde
las 8 semanas mostraron diferencias en la prueba de corto plazo (to.0s, 7) -52.12, p
< 0.001) y la prueba de largo plazo (tw.05, 7) -65.01, p < 0.001). El valor negativo de
la diferencia de tiempo esta dado por la comparativa entre el tiempo invertido en el
objeto novedoso contra el objeto familiar. Asimismo, las ratas control a las 14
semanas mostraron cambios significativos en la prueba de corto plazo (to.0s5, 7) -
29.75, p £0.001) y la prueba de largo plazo (t©.05 7) -25.86, p < 0.001). Finalmente
a las 20 semanas en la prueba de corto plazo (to.05,7) -30.12, p < 0.001) y la prueba
de largo plazo (to.os 7) -18.55, p < 0.001) también se encontraron diferencias

significativas.

La Fig. 12 muestra el analisis del indice de discriminacion (ID) en donde, las ratas
control tienen un ID del 70-75%, mientras que las ratas diabéticas tienen un ID entre
5-10%. Los valores obtenidos en la prueba F corresponden a la diferencia entre los
grupos con respecto a su media, la cual estd dada en segundos. Las ratas control,
presentaron un ID alto desde las 8 semanas tanto en la memoria a corto y largo
plazo (F@, 14) 16.92, p < 0.001; F@, 14) 14.59, p < 0.01); a las 14 semanas (F, 14)
11.19, p<0.01; Fa,14) 17.41, p £ 0.001) y a las 20 (F@, 14) 11.37, p < 0.01; F(, 19
22.68, p < 0.001).

39



Tiempo (s)
[42]
o

60

Tiempo (s)
w B w
o (=) o

20

A1

Prueba de objeto novedoso de memoria a corto plazo

8 semanas

Centrol

Tiempo (s)

A2

14 semanas

Control

Tiempo (s)
w
o

A3

20 semanas

[ ]objeto F
[ objeto N1

Control

Prueba de objeto novedoso de memoria a largo plazo

8 semanas

Control

Tiempo (s)

100

20
80
70
60
50
40
30
20

B2

14 semanas

]

Control DM2

100
2
80
70

- 60

:g_.: 50

2 40
30
20

10

B3

20 semanas

[ ]Jobjeto F
[Z]objeto N2

Control

Figura 11. Prueba de Objeto Novedoso en ratas de 8, 14, 20 semanas. Ratas control comparado con ratas

diabéticas n= 24 en cada grupo (8 por cada tiempo). Andlisis realizado por la prueba t de student en muestras

emparejadas (***p<0.001). Objeto familiar (F); Objeto novedoso 1 (N1); Objeto novedoso 2 (N2).
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Figura 12. indice de discriminacion (ID) derivado de la formula: ID = (ON - OF / TTE) * 100 (ID = indice de
discriminacion; OF = Objeto familiar; ON = Objeto novedoso; TTE = Tiempo total de exploracion (Objeto familiar
+ Objeto novedoso). Ratas control comparado con ratas diabéticas n= 8 en cada grupo. Andlisis realizado por

la prueba t de student en la distribucion F de Fisher-Snedecor de muestras independientes (**p<0.01; ***p<

0.001). Las barras de error indican el SEM.
9.3 Evaluacion del dafio oxidante

9.3.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los valores obtenidos en la prueba F corresponden a la diferencia entre los grupos
con respecto a su media y las unidades utilizadas son Pmol DCF/ug proteina/60
min. Las ratas diabéticas, presentaron un aumento significativo en ROS desde las
8 semanas en el caso de la corteza (F@, 12) 5.81, p < 0.01); en el grupo de 14
semanas se mostraron diferencias tanto en el hipocampo como en la corteza (Fq,
12) 21.11, p < 0.001; F@, 120 4.77, p < 0.05). Adicionalmente, en el grupo de 20
semanas se presentaron diferencias en ambas estructuras (F, 12) 13.04, p < 0.01;
F, 12) 26.31, p < 0.001) (Fig. 13).
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Figura 13. Determinacion de especies reactivas al oxigeno (Pmol DCF/ pg proteina/ 60 min) en A1-3) hipocampo
y B1-3) corteza. n total= 7 por cada grupo. Andlisis realizado por la prueba t de student en la distribucién F de

Fisher-Snedecor de muestras independientes (*p<0.05; **p=<0.01; **p<0.001). Las barras de error indican el

SEM.

9.3.2 Peroxidacion de lipidos (PL)

Los niveles de peroxidacién en el hipocampo y la corteza de las ratas diabéticas a
las 8, 14 y 20 semanas presentaron incrementos significativos. Los valores
obtenidos en la prueba F corresponden a la diferencia entre los grupos con respecto
a su media y las unidades utilizadas son URF/mg proteina. Las ratas diabéticas,
presentaron un aumento significativo en PL en hipocampo y corteza cerebral, a las
8 semanas (F(1, 12) 20.87, p < 0.001; F(, 12) 20.04, p < 0.001); a las 14 semanas (F,
12)5.22,p<0.01; Fa,12) 12.65, p<0.01) y alas 20 semanas (F, 12 13.17, p < 0.01;
F, 12) 45.98, p £ 0.001) (Fig. 14).
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Figura 14. Prueba de Peroxidacion de los lipidos (URF/mg de proteina) en A1-3) hipocampo y B1-3) corteza n
=7 por grupo. Andlisis realizado por la prueba t de student en la distribucién F de Fisher-Snedecor de muestras

independientes (**p<0.01; **p<0.001). Las barras de error indican el SEM

9.4 Expresion de las subunidades NR1y NR2A del receptor NMDA

Se observo la disminucion en la expresion de la subunidad NR1 en el hipocampo
de las ratas diabéticas (Fig. 15A). Asimismo, en la corteza de las ratas diabéticas a
las 8, 14 y 20 semanas se encontré el mismo patron (Fig. 15B). Finalmente, de
acuerdo con lo mostrado en la Fig. 15C, la subunidad NR2A disminuy6 en el

hipocampo de ratas diabéticas en todos los tiempos evaluados.
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10. Discusion

La DM2, el deterioro cognitivo y la demencia son trastornos crénicos que a menudo
coexisten, especialmente en adultos mayores. El deterioro cognitivo se presenta
como una alteracion en algunas funciones cognitivas como el lenguaje o la memoria.
Su identificacion se realiza respecto a un nivel de funcionamiento previo, y cobra
relevancia cuando la disminucion de las funciones cognitivas repercute en las
actividades sociales, ocupacionales o fisicas de la vida diaria, muy conocida como
demencia (Shaik et al., 2016).

La prueba del objeto novedoso es una herramienta valiosa para evaluar la memoria

de trabajo en roedores (Ennaceur A. & Delacour J., 1988)

Los resultados obtenidos en la prueba de objeto novedoso revelaron un deterioro
significativo en la capacidad de discriminacion entre objetos nuevos y familiares en
las ratas diabéticas. El ID, mide la habilidad del animal para formar y recuperar
representaciones mentales de los objetos y discriminar entre ellos (Mathiasen J. &
DiCamillo A., 2010).

El bajo ID observado en las ratas diabéticas sugiere una alteracion profunda en sus
procesos cognitivos. Esta disminucién en la capacidad para discriminar entre
objetos novedosos y familiares podria estar relacionada con una deficiencia en la
formacién de representaciones mentales estables y en la consolidacion de la
memoria. La disminucién en la expresion de los receptores NMDA, fundamentales
para la plasticidad sinaptica, podria subyacer a estos déficits cognitivos al
comprometer la capacidad del cerebro para formar y fortalecer las conexiones
sinapticas necesarias para el aprendizaje y la memoria (Gardoni F. et al., 2002).

El déficit cognitivo observado, podria atribuirse a una combinacién de mecanismos
bioquimicos asociados con la diabetes como lo son: el estrés oxidativo, la
inflamacion y la resistencia a la insulina (Ma WX et al., 2020). De acuerdo con una
investigacion realizada por Ahmed y cols., la regulacion negativa de los receptores
NMDA, junto con estos procesos patolégicos, puede contribuir sinérgicamente al

deterioro cognitivo observado (Ahmed A. et al., 2019).
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Otro estudio sugiere una interaccion compleja entre los receptores NMDA y AMPA
en los déficits cognitivos asociados con la diabetes. Si bien la prueba de objeto
novedoso nos permite ver una disminucion en la identificacion de objetos, el estudio
realizado por Wang y cols., destaca que la existencia de un problema en la memoria
se debe a un aumento en las subunidades de los receptores NMDA y AMPA, lo cual,
es contrario a lo observado en nuestros resultados. Esta discrepancia podria
atribuirse a la etapa de la diabetes, diferencias regionales, al modelo de estudio o
mecanismos compensatorios (Wang X. et al., 2019). La expresién alterada de estos
receptores podria modificar el delicado equilibrio entre la neurotransmision
excitatoria e inhibidora, lo que conduce a una plasticidad sinaptica deteriorada y
disfuncion cognitiva. Se necesitan mas investigaciones para dilucidar los

mecanismos que subyacen a estos cambios.

Los hallazgos de este estudio concuerdan con investigaciones previas que han
demostrado un deterioro de la memoria en animales con hiperglicemia (Ennaceur
A. & Delacour J., 1988; Ahmed A. et al., 2019).

La evaluacion del dafio oxidante en las ratas diabéticas mostré6 un incremento
significativo de ERO y de PL en todas las edades. Estudios previos como el
realizado por Bequer y cols., han revelado que el aumento significativo en la
formacion de ERO esta estrechamente relacionado con los cambios realizados por

el estado hiperglucémico (Bequer L. et al., 2021).

El incremento en los niveles de glucosa, muestra una relacion con el estrés
oxidativo, y este desequilibrio en la formacion excesiva de radicales libres que
afectaria de forma directa a las neuronas, entre ellos, la funcionalidad del
hipocampo. La PL y los ERO son dos procesos patolégicos que se han relacionado
con el dafio neuronal, la disfuncion mitocondrial, la activacion de vias oxidantes y la
inflamacion crénica, los cuales, son otros factores que contribuyen al estrés

oxidativo observado en etapas mas avanzadas de la DM2.

Estos mecanismos patoldgicos podrian conducir a una neuro-degeneracion
progresiva y al deterioro cognitivo asociado con la diabetes, como lo menciona

Wang y cols., existen mecanismos por los cuales ERO contribuyen al dafio
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neuronal, mostrando el papel que tienen en la muerte celular, la neuro-inflamacién

y la disfuncién cognitiva (Wang J. et al., 2022).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con la evidencia mostrada en
la investigacion realizada por Ighodaro y cols., en donde se habla sobre el papel
central del estrés oxidativo en la diabetes inducida por STZ (Ighodaro OM., 2018).
La administracion temprana de STZ en ratas conduce a una generacion excesiva
de radicales libres, lo cual desencadena una cascada de eventos que dafian las
células beta pancreédticas y contribuyen al desarrollo de hiperglucemia. La
hiperglucemia crénica, a su vez, exacerba el estrés oxidativo a través de multiples
mecanismos, incluyendo la activacién de vias metabdlicas como la glucolisis y la via
del sorbitol. Estos hallazgos sugieren que la interrupcion de las vias de estrés
oxidativo podria representar una estrategia terapéutica prometedora para el
tratamiento de la diabetes.

La deteccidn de la expresiéon de las subunidades NR1 y NR2A del receptor NMDA
reveld que la hiperglicemia induce una disminucion en la expresion de estas
proteinas, esta observaciébn es consistente con estudios previos en modelos
animales, como lo fue el estudio realizado por He y cols en 2017, que demostré una
reduccion significativa en la expresion de la subunidad NR2B del receptor NMDA en
el hipocampo (He A. et al., 2017).

En un estudio realizado por Marshard y cols en 2018, la DM inducida por STZ en
ratas, generd una reduccion significativa en la expresion de receptores NMDA,
especialmente del subtipo NR2A (Marshard R. et al., 2018). De igual forma, Delibas
y cols en 2004 tuvieron resultados similares al analizar la cantidad de NR2A y NR2B
que habia en el hipocampo después de inducir DM1, observando disminucion en la
concentracion de ambas subunidades (Delibas N. et al., 2004). Otro estudio
realizado por Gardoni y cols en 2002, demuestra que un mal funcionamiento de los
componentes postsinapticos en el hipocampo de ratas inducidas con STZ afiade
otro elemento a la compleja patogénesis de los trastornos cerebrales asociados con

la diabetes. Las alteraciones en el complejo del receptor NMDA desempeiian un
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papel clave en la comprension de las modificaciones de la plasticidad sinaptica en

este modelo experimental (Gardoni F. et al., 2002).

El incremento en el dafio oxidante de las ratas diabéticas y la disminucion en el
indice de discriminacién en la prueba de objeto novedoso observados en este
estudio, se relacionan con la disminucién en la expresion de las subunidades NR1
y NR2A del receptor NMDA. Asimismo, la disminucion en la expresion de estos
receptores podria afectar la plasticidad sinaptica y la memoria, lo que explicaria los
déficits cognitivos observados en las pruebas de comportamiento del presente
estudio. El dafio al receptor NMDA puede tener graves consecuencias para la
funcién cerebral, ya que es crucial para la plasticidad sinaptica, que es la base del

aprendizaje y la memoria (Mony L & Paoletti P., 2023).

Los resultados identificados en el presente subrayan la compleja relacién entre los
hallazgos conductuales y bioquimicos, los cuales proporcionan una vision integral

de cémo la DM2 puede impactar la plasticidad neuronal y la memoria.
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11. Conclusién

Los resultados de este estudio revelan una estrecha relacion entre la DM2 y el
deterioro cognitivo. Al inducir un modelo experimental de DM2 en ratas, se observo
una disminucion significativa en las funciones cognitivas, acompafiada de una
reduccion en la expresion de los receptores NMDA en el hipocampo. Estos
hallazgos respaldan la hipétesis de que la alteracion en la funcién de los receptores
NMDA podria ser un mecanismo subyacente al deterioro cognitivo asociado a la
DM2.

La disminucion en la expresion de los receptores NMDA en el hipocampo y corteza
de las ratas diabéticas, sugiere una alteracion en la plasticidad sinptica, la cual es
fundamental para los procesos de aprendizaje y memoria. Los resultados
encontrados son consistentes con estudios previos que han demostrado el papel

crucial de los receptores NMDA en la cognicion.

Por lo tanto, este estudio aporta evidencia experimental que vincula la DM2 con el
deterioro cognitivo y sugiere que la modulacién de la funcién de los receptores
NMDA podria ser una estrategia terapéutica prometedora para prevenir o tratar las
alteraciones cognitivas en pacientes con diabetes. Sin embargo, se requieren
estudios adicionales para elucidar completamente los mecanismos moleculares
involucrados y para evaluar el potencial terapéutico de esta estrategia en modelos

animales y en humanos.

49



12. Perspectivas

Los resultados de este estudio abren nuevas vias para la investigacion sobre el
deterioro cognitivo asociado a la DM2. Si bien hemos identificado una posible
relacion entre las alteraciones en los receptores NMDA vy el deterioro cognitivo, es

fundamental profundizar en la comprension de los mecanismos subyacentes.

Una perspectiva prometedora es explorar el papel de la microbiota intestinal en la
modulacion de la funcién cerebral y su posible interaccion con los receptores NMDA.
La manipulaciéon de la microbiota a través de probidticos o prebidticos podria
representar una estrategia terapéutica no farmacoldgica para mejorar la cognicion

en pacientes con DM2.

Ademas, seria interesante investigar el impacto de intervenciones dietéticas
especificas en la funcién cognitiva de estos pacientes. Dado que la dieta puede
modular la composicién de la microbiota intestinal y afectar la respuesta glicémica,
es posible que ciertas dietas puedan mejorar la funcion cognitiva al reducir el estrés

oxidativo y la inflamacion.
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14. Lista de abreviaturas

BCA Acido bicinconinico
BHE Barrera hematoencefalica
CTG Curva de tolerancia a glucosa
DCF 2,7-Diclorofluoresceina
DCFH-DA | 2',7"-Diclorodihidrofluoresceina diacetato
DM Diabetes mellitus
DM2 Diabetes mellitus tipo 2
D.O. Densidad éptica
EA Enfermedad de Alzheimer
ID indice de discriminacion
.p. Intraperitoneal
LTD Depresioén a largo plazo
LTP Potenciacion a largo plazo
MCP Memoria a corto plazo
MLP Memoria a largo plazo
NMDA N-Metil-D-Aspartato
NR1 Subunidad 1 del receptor NMDA
NR2A Subunidad épsilon-1 del receptor NMDA
NR2B Subunidad épsilon-2 del receptor NMDA
OF Objeto familiar
ON Objeto novedoso
PL Peroxidacién de lipidos
ERO Especies reactivas de oxigeno
SNC Sistema nervioso central
STZ Estreptozotocina
URF Unidades relativas de fluorescencia
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16. Anexos

16.1 Cartas de aceptacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,

Manuel Velazco Suarez

Comité de investigacién

Dra. Iris Enriqueta Martinez Judrez
Presidente

Dra. Dinora Fabioia Gonzalez Esquive!
Secretario

VOCALES

Titubar

Dr. Pabla Ledn Ortiz
Suplente

Dr. Daniel Crail Meléndez

Titular

Dra. Verénica Pérez de {a Cruz
Suplente

Dr. Aurelio Jara Prado

Titular

Dra. Sonia lliana Mejia Pérez
Suplente

Dra. Karina Carrillo Loza

Titular

Or. Edgar Rangel Lépez

Suplente

Dra. Fabiola Eunice Serrano Arias

4 INSTITUTO NACIONAL DE E DE I
i NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA

& MANUEL VELASCO SUAREZ

ey,
a

o

eo

INN-DI-CI-115-2022
ASUNTO: APROBACION PROTOCOLO

Ciudad de México, 19 de abril de 2022

DRA. EDITH GONZALEZ GUEVARA
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE

La presente es para informarle que su enmienda del protocolo de investigacidn No. 140/21 titulado:
"Estudio de la sensibilidad del receptor a N-metil-D-Aspartato (NMDA) en
modelos experimentales de diabetes tipo1y 2 (DMI;J y DMT2) y su relacién con
mecanismos de daiio”, ha sido evaluado por el Comité de Investigacién y dictaminado el dia
13 abril 2022 como:

“APROBADO”

No obstante, y en caso de que el protocolo de investigacion involucre seres humanos, el desarrollo
del protocolo queda sujeto a la aprobacion por el Comité de £tica en Investigacion, asi como del
Comité de Bioseguridad en caso de asi requerirse.

Cabe recordar que, al realizar este protocolo de investigacién, adguiere el compromiso ineludible
de informar a los Comités y a la Direccién de | fos avances de su
protocolo, eventos adverscs, publicaciones y presentaciones en congresos que este genere, asi
como la terminacién def mismo.

ion semestr

Esta aprobacian, tiene vigencia hasta diciembre 2023 segun manifiesta el cronograma del protocolo.
£n caso de requerir una prérraga, debera enviar su solicitud al menos 30 dias naturales antes de la
fecha de terminc de vigencia para evitar ia suspension del protocolo.

ATENTAMENTE

DRA. IRIS E::?:U MARTINEZ JUAREZ @/(,cjafﬂ, 7-’ (ﬂ;sé ,/%

PRESIDENTE DEL COMITE DE
INVESTIGACION

DRA. DINORA FABIOLA GONZALEZ E
SECRETARIO

IVEL
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Ciudad de México a 13 de marzo de 2023

Dra. Edith Gonzédlez Guevara
Laboratorio de Neurofarmacologia Molecular y Nanotecnologia
PRESENTE

Por medio de la presente, hago de su conocimiento que el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL-INNN), ha revisado el protocolo 140-21 titulado: “Estudio de la
sensibilidad del receptor a N-metil-D-Aspartato (NMDA) en modelos experimentales de diabetes tipo
1y 2 (DM1y DM2) y su relacién con mecanismos de daio.” Se le solicita resolver las observaciones
enlistadas a continuacién:

o Justificar el uso de 128 animales indicados en el Anexo 1, considerando la mortalidad, pie de
cria y los tratamientos a utilizar, ya que no concuerda con lo descrito en el procedimiento
experimental: 92 animales + 30% de mortalidad =120 animales.

o Indicar en el Anexo 1 el grado de invasion a los animales de acuerdo al Apéndice A
(Informativo) Clasificacién de actividades experimentales de acuerdo al grado de invasién,
molestia o dafo producido sobre los animales de laboratorio de la NOM-062-ZO0-1999.

o Indicar en el Anexo 1, el manejo de residuos conforme a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

ATENTAMENTE

7
M. en C. Verdnica Custodio Ramirez
Presidente CICUAL-INNN 2020-2023

3 s /
Dra. Aleli Janet Salazar Ramiro Dra. Nelly Norma/Castro Torres
Secretario CICUAL-INNN 2020-2023 Vocal CICUAL-INNN 2020-2023

= 5

[l r g
M.V.Z. Jesus Miguel Osorio Camacho M. en A.P. Diana Heééndez Loranca
Vocal CICUAL-INNN 2020-2023 Vocal CICUAL-INNN 2020-2023

| ) 2023
Francisco
VIEA
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INSTITUTO NACIONAL DE lde2
NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ

Ciudad de México, a 04 de marzo del 2024

DRA. FABIOLA EUNICE SERRANO ARIAS
DIRECTORA DE ENSENANZA
INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA MANUEL VELASCO SUAREZ

PRESENTE

A través de esta misiva, me dirijo a usted para formalizar la aceptacién de alumnado para iniciar
actividades de estancia de maestria.

A continuacion, detallamos la informacion especifica sobre la aceptacion:

Datos de la persona prestataria:

Nombre: Mitzi Daniela Becerril Cavazos

Carrera/area de estudio: Maestria en Ciencias Farmacéuticas
Universidad de procedencia: Universidad Auténoma Metropolitana
Numero de cuenta /matricula: 2221800542

Datos de la persona tutora responsable:

Nombre: Edith Gonzalez Guevara

Cargo: Investigador en Ciencias Médicas C

Area de Desempefio: Laboratorio de Neurofarmacologia Molecular y Nanotecnologia
Direccién de adscripcién: Direccion de Investigacion

Programa de trabajo:

Nombre del programa:La neuroinflamacion y la busqueda de alternativas terapéuticas en
las enfermedades neurodegenerativas
Fechas: 06/02/2024 inicio - 15/07/2024 término
Horarios: lunes a viernes

o Entrada: 9:00

o Salida:17:00
Area principal de desarrollo de actividades: Laboratorio de Neurofarmacologia Moleculary
Nanotecnologia.

£ 2c24

< Felipe Carrillo
A&UERTO
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Agradecemos de antemano su apoyo y la atencion prestada, quedando al pendiente para cualquier

duda o aclaracion.

ATENTAMENTE

—
A}

Dra. Edith Gonzalez Guevara
Laboratorio de Neurofarmacologia Molecular y Nanotecnologia

Direccion de Investigacion

a, C.P.14269, Alcaldia Tlalpar

S 2C24

</ Felipe Carrillo
PUERTO
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16.2 Constancia del LXVI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Ciencias

Fisiologicas, A.C., Septiembre 2023

LXVI CONGRESO NACIONAL DE LA

SOCIEDAD MEXICANA DE CIENCIAS FISIOLOGICAS, A.C.

17-21 de septiembre 2023, Puebla, Pue.

La Sociedad Mexicana de Ciencias Fisiolégicas A. C.
Otorga la siguiente

CONSTANCIA

Mitzi Daniela Becerril Cavazos

por su asistencia al LXVI Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas.

17 al 21 de septiembre, 2023
Puebla, Pue.

Dra en Cortés
Présidenta
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16.3 Constancia del LVI Congreso Nacional, X Internacional y IV Virtual de Ciencias

Farmacéuticas, Noviembre 2023

LVI Congreso Nacional, X Internacional
y IV Virtual de Ciencias Farmacéuticas

noviembre 2023

Centro de Convenciones Puebla

La Asociacién Farmacéutica Mexicana A.C.,

otorga la presente

CONSTANCIA

I Oq K

MITZI DANIELA BECERRIL CAVAZOS \<

Por su asistencia al LVI Congreso Nacional, X Internacional y IV Virtual de Ciencias
Farmacéuticas, celebrado del 6 al 8 de noviembre 2023 en Puebla, Puebla

"Por la superacién técnica y cientifica de los profesionales farmacéuticos"

ol 9774

Dra. Angélica Meneses Acosta Dr. Cairo David Toleflano Jaimes
Presidente de la AFM Director de Ciencia y Tecnologia, AFM

Las ciencias farmacéuticas fortaleciendo el sistema de salud
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16.4 Constancia seminario, enero 2024

T
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTGNOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

Division de Ciencias Bioldogicas y de la Salud

Departamento de Sistemas Biologicos
Maestria y Doctorado en Ciencias Farmacéuticas

Otorgan la Presente a:

QFB. Mitzi Daniela Becerril Cavazos

Maestria en Ciencias Farmacéuticas

Por haber impartido el seminario de formacion: “Estudio de la sensibilidad del receptor N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) en el modelo experimental de diabetes tipo 2 (DM2) y su relacién con la pérdida
de memoria”, celebrado el dia miércoles 10 de enero de 2024, dentro del trimestre 23-Otofo en el
modulo Il “Evaluacién y Preformulacion Farmacéyfica™ de la Maestria en Ciencias Farmacéuticas.

i
Dr. Juan Manuel’Martinez Nuiez
Coordinador
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16.5 Constancia de la semana del cerebro, marzo 2024
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INSTITUTO NACIONAL DE

: SALUD % ¢ NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA

SECRETARIA DE SALUD "’4.,,.‘.@*; MANUEL VELASCO SUAREZ

LA SECRETARIA DE SALUD Y
EL INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA
Y NEUROCIRUGIA MANUEL VELASCO SUAREZ

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA
MITZI DANIELA BECERRIL CAVAZOS

POR SU PARTICIPACION EN LA

SEMANA DEL CEREBRO 2024

Por realizar activades operativas en la Semana del Cerebro, evanto de Divulgacion de
la Ciencia realizado del 11 al 15 de marzo del 2024

DR. RAIIRO G. RUjZ GARCIA DRA FABIOLA E. SERRANO ARIAS

Directora de Ensenanza

Subdirector de Formacion, Actualizacion y
Capacitacion de Recursos Humanos

2C24

Ciudad de México, 15de julio de 2024 )
’ Felipe Carvrillo
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16.6 Constancia de XXXVIII Reunion Anual de Investigacion, Julio 2024
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Mexyeo

1964-2024

SALUD | {5 msasitisstoan
OTORGAN EL PRESENTE

Reconocimiento

Becerril Cavazos Mitzi Daniela, Pérez Severiano Francisca, Sanchez Mendoza Alicia, Cervantes
Pérez Luz Graciela, Gonzalez Guevara Edith

Por la PRESENTACION EN CARTEL del trabajo titulado:

Evaluacién del deterioro cognitivo en el modelo de diabetes tipo 2 (DM2)

Enla XXXVIII REUNION ANUAL DE INVESTIGACION celebrada del 03 al 05 de julio 2024

DR. ANGEL ANTONIO ARAUZ GONGORA DR.BENJ
RECTOR GENERAL DIRECTOR

PINEDA OLVERA
INVESTICACIONES
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16.7 Constancia del Congreso de Neurociencias, Octubre 2024

@ neuvroscience OCTOBER 5-9 CHICAGO

o. - 2024

Neuroscience 2024
October 5-9, 2024
Chicago

Please let this serve to certify that

Mitzi Daniela Becerril Cavazos

has attended Neuroscience 2024 at McCormick Place in Chicago.

The Society for Neuroscience (SfN) is a nonprofit membership organization of basic scientists and physicians who study the
brain and nervous system. The Society's primary goal is to promote the exchange of information among researchers. For this
purpose, SN holds a prestigious annual meeting, attended by scientists and researchers from around the globe. It is
considered the most important annual forum for the neuroscience research community, offering attendees the opportunity to
learn about the latest advances in brain research and to meet and network with their colleagues at top destinations
throughout the United States.

Sincerely,

P

Kyle Hayden, CMP
Director, Meeting Programs and Attendee Services
Society for Neuroscience
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