TID NACIONAL AUTONOMA g
RN LT

— Q...-?-.'

Doctorado en Ciencias Biomédicas

Desarrollo de resistencia a la insulina hipocampal
posterior a la ingesta de una dieta alta en grasa y
fructosa y su asociacion con alteraciones
estructurales y funcionales en esta regién

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
LIBB ERIKA CALVO OCHOA

Tutora principal:
Dra. Clorinda Arias Alvarez

Instituto de Investigaciones Biomédicas

Miembros del comité tutor:
Dra. Lourdes Massieu Trigo - Instituto de Fisiologia Celular
Dr. Ignacio Camacho Arroyo — Facultad de Quimica

México, D.F., Septiembre del 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Dedicatoria

Dedico este trabajo a mi familia. Las palabras nunca serdn suficientes para agradecerles su
amor y apoyo incondicionales. Gracias por ayudarme a cumplir mi suefio de estudiar los
extraordinarios secretos de las células y de obtener un doctorado. Sin ustedes no hubiera

sido posible.

A mi esposo Pablo,

Por tu inagotable amor y paciencia en todos estos anos. Por ser mi ejemplo, mi soporte y mi
companero de vida. Esta tesis es un logro compartido. Gracias por construir conmigo una
vida y una familia maravillosa. Emma y tii son los amores de mi vida.

A mi preciosa hija Emma,

Por darme el privilegio de ser tu mamd, y por ensefiarme tanto. Llenas nuestras vidas de
amor, de inocencia y de magia. Gracias por inspirarme a hacer mejor las cosas. Ser tu mamd

es la labor mds significativa y dichosa de mi vida.

A mis papds Javier y Patricia,

Por su incansable esfuerzo y sus constantes sacrificios. No puedo més que agradecerles todo
lo que hicieron siempre por nuestra familia, y todo lo que nos dieron a mi hermana y a mi.

Gracias a ustedes me converti en la persona que soy hoy.

A mi hermana Ingrid,

Por ser mi primera compafiera y por ser mi mejor amiga. Porque a pesar de la distancia
estamos siempre conectadas y siempre lo seguiremos estando. Gracias por todos los
momentos lindos que hemos pasado juntas a lo largo de nuestra vida y por tu apoyo.



Agradecimientos

A la Dra. Clorinda Arias, por ser una excelente tutora, maestra y persona, de la cual he aprendido
tanto. Gracias por haberme abierto las puertas de su laboratorio con plena confianza para desarrollar
con libertad este proyecto de doctorado, lo que me hizo crecer como estudiante y como persona.
Gracias por su comprensién y apoyo en las cuestiones personales. Es un orgullo haber sido su
estudiante y haber podido trabajar en su laboratorio.

A los miembros de mi comité tutor: la Dra. Lourdes Massieu y el Dr. Ignacio Camacho por
enriquecer mi proyecto de doctorado con sus comentarios, consejos, reactivos y oportunidades para
mi desarrollo profesional. Agradezco mucho su tiempo y su disposicion.

A los miembros del jurado de examen de grado: la Dra. Marcia Hiriart, la Dra. Cristina Ferndndez,
el Dr. Rudolf Buijs y el Dr. Federico Bermudez por el tiempo dedicado a la revisién de esta tesis, y
por sus comentarios que la enriquecieron.

A la QFB Patricia Ferrera, por su excelente ayuda técnica y por mantener el laboratorio en
condiciones éptimas para que todos trabajemos, asi como por ser el alma del laboratorio y organizar
todos los cumpleanos. Gracias por las pldticas mafaneras que hacian que el dia siempre comenzard
bien.

A la Drra. Angélica Zepeda por todas las pldticas que compartimos, y por siempre tener tiempo para
compartir experiencias y consejos.

A mis companeros del laboratorio pasados y presentes, por hacer del laboratorio un lugar lindo y
cordial para ir a trabajar. Por las pldticas, el café y por todos los momentos y éxitos (con sus
correspondientes pasteles) que compartimos.

A Ceci Gémez por colaborar conmigo en este proyecto, por todo tu esfuerzo, dedicacién y trabajo.
No pude haber tenido una mejor alumna, colaboradora y amiga. Muchas gracias por compartir tu
incansable entusiasmo de aprenderlo todo y por toda tu paciencia.

A mis tutores de la LIBB: el Dr. Enrique Ortega, el Dr. René Drucker, la Dra. Imelda Lépez y el
Dr. Adolfo Garcia-Siinz por contribuir de forma invaluable a mi formacién cientifica durante mi
licenciatura, al permitirme formar parte de sus laboratorios.



To Dr. Bryen Jordan of Albert Einstein College of Medicine, for giving me an once-in-a-lifetime
opportunity to be a member of his new lab. Thanks for all the trust, support and for being a
wonderful mentor; I learned a great deal from you. Thanks also to Dr. Svetlana Cvejic and to my
fellow labmates at Dr. Jordan’s lab for making it a great place to work.

Al Dr. Roger Gutiérrez-Juirez y a la Dra. Isabel Arrieta-Cruz del Albert Einstein College of
Medicine por su apoyo para el uso del modelo de las dietas altas en grasa.

A mis queridos amigos: Alejandro, Aliesha, Brenda, Ceci, Jean, José y Vale. Gracias por estos afios
de compartir juntes, Sé que a pesar de la distancia, seguirdn siendo muchos mds. To my dear New

York friends Dana and Ohad.

A mis tios y primos del DF: Memo, Heidi y Montse; Fabas, Memo y Tia Lupita. Gracias por su
apoyo, por acompafarnos y compartir tanto con nosotros durante todos estos anos.

Un agradecimiento especial a Ceci y José por ayudarme con mis trdmites de titulacién con la mejor
disposicién. No sé que hubiera hecho sin su ayuda.

Al personal del Instituto de Investigaciones Biomédicas y del programa de Doctorado en Ciencias
Biomédicas por su apoyo para la realizacién de este trabajo. En especial a Azucena Ayala Pichardo,
que me ha acompafado en mis trdmites académicos desde la licenciatura.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca de manutencién obtenida
para mis estudios de doctorado (23287%). Al CONACyT vy al PAPIIT por el financiamiento
obtenido para la realizacién de este proyecto (166482 e IN204212, respectivamente).

A mi alma mdter, la Universidad Nacional Auténoma de México. Gracias querida Universidad por
toda mi formacién académica y por darme el honor de pertenecer a tus graduados.



Indice

TRAICE ettt 1
Resumen ... 3
ADSTIACE <.t 5
ADIEVIATUIAS ... eieit et 6
Organizacién de la tesis ..........ooooiiiiiiiii 9
INEroducCiOn .....ooiuiiii i 11
Deterioro cognitivo ..........coiiiiiiiiiiiiiiiiii 12
Demencia ......oooiiiiiiii 12
Enfermedad de Alzheimer ... 12
Obesidad .......ooooiiiiiii 13
Resistencia a la insulina sistémica .............c.coooiiii 14
Dietas altas en grasas y desarrollo de trastornos metabélicos ...................... 14
Lainsulina .......ooooiiiiiii 16
La via de sefalizacién de la insulina: RI/IRS-1/PI3-K/Akt ...........coooeeenie. 16
El papel de la insulina en el cerebro .................co 19
El papel de la insulina en el hipocampo ..........cccoeiiiiiiiiiiiii 20
Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular
asociados a la obesidad ... 21
Absorcién de grasas presentes en la dieta y captura de 4cidos
grasos por las células ...............o 22
Dietas altas en grasa y aumento de la concentracién de 4cidos
grasos libres en suero ... 22
Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del dcido palmitico ................ 23
Dietas altas en grasas y la via de mTOR/S6K ...........ooit, 25
Inflamacion ..o 26
ANTECEAENTES. ... ov vttt 28
Planteamiento del problema ... 42

HIPOTESIS . enenete ettt 43



ODbJELIVOS ..ttt e e 43
Materiales y MEtodos .......o.vuiuiiini i 44
Resultados I. Modelo 77 vivo de administracion subaguda de dietas

altas en grasa y fructosa en ratas .............oooiii 48
Articulo publicado ........oiiii 68

Resultados II. Modelo iz vitro de administracién subaguda y

aguda de dcidos grasos en células de neuroblastoma ... 76
Objetivos IT ...unini 77
Materiales y métodos I ..o 78
DIiSCUSION .ovviii 88
Conclusiones ........oviiiii 102
REFEIENCIAS « v uvneneii e 104



Resumen

El consumo de dietas altas en grasas saturadas y aziicares, en particular la fructosa (high-fat-
and-fructose-diets, HFFD), promueve el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la
obesidad, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2. Algunas
de estos padecimientos se han asociado como condiciones de riesgo epidemiolégico para
padecer varias enfermedades, dentro de las cuales se encuentran los déficits cognitivos y
demencias, incluida la Enfermedad de Alzheimer. En modelos animales la ingesta crénica
de dietas altas en grasas y fructosa promueve un desempefio deficiente en tareas de memoria
y aprendizaje, asociado a una reduccién de la sintesis de factores neurotréficos, del
establecimiento de potenciacién a largo plazo y de la neurogénesis en el giro dentado. Sin
embargo, hasta el momento no se conocen los efectos de una ingesta de una dieta alta en
grasa y fructosa a corto plazo en el hipocampo, regién de gran plasticidad responsable de
funciones cognitivas, y que presenta gran vulnerabilidad para el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer. Se ha demostrado que la insulina
juega un papel fundamental en procesos de memoria y aprendizaje, asi como en el
establecimiento de la potenciacién a largo plazo que subyace a éstos procesos cognitivos.
Dado el papel fundamental de la insulina en las neuronas hipocampales, se podria especular
que alteraciones en la sensibilidad a la insulina en esta regién, secundarias a resistencia a la
insulina periférica, podrian relacionarse con alteraciones neuronales y con déficits
cognitivos. Por lo tanto, nuestro objetivo fue investigar si la ingesta subaguda de una dieta
alta en grasas y fructosa, induce resistencia a la insulina sistémica y en el hipocampo, y si
estos cambios en la sensibilidad a la insulina hipocampal se asocian con alteraciones
estructurales y funcionales en esta regién. Nuestros hallazgos muestran que el consumo de
una dieta alta en grasa y fructosa por siete dias induce incremento del peso corporal y
resistencia a la insulina sistémica; asociados con las siguientes alteraciones hipocampales:
disminucién de la sensibilidad a la insulina y activacién de la via de mTOR/S6K;
disfuncién mitocondrial sindptica; disminucién del peso del hipocampo y de la complejidad
del 4rbol dendritico neuronal; reduccién de marcadores sindpticos; —alteraciones en

proteinas asociadas a microtibulos dendriticas y axdnicas y procesos de neuroinflamacién.



Adicionalmente, para tratar de profundizar en los mecanismos moleculares responsables de
estas alteraciones neuronales en el modelo 77 vivo, desarrollamos un modelo de exposicién a
dietas altas en grasas in vitro utilizando cultivos de neuroblastoma expuestos al 4cido
palmitico, el cual es el dcido graso saturado mds abundante en la dieta HFFD. En este
modelo encontramos que la exposicion aguda al dcido palmitico produce una disminucién
de la sensibilidad de la insulina neuronal, y que la exposicién sub-aguda promueve una
disminucién en la actividad mitocondrial inducida por insulina, mediada por las vias de
senalizacién de PI3K y mTOR/S6K. De esta manera, planteamos dos modelos
experimentales para estudiar cémo cambios metabélicos sistémicos modifican la repuesta
neuronal a la insulina que pueden repercutir en modificaciones de la plasticidad neuronal y
explicar la relacién que existe entre obesidad y resistencia a insulina como factores de riesgo
para el desarrollo de alteraciones cognitivas y de un envejecimiento cerebral prematuro. Este
estudio permitird el desarrollo de nuevos blancos para el tratamiento y prevencién del
deterioro cognitivo en poblaciones vulnerables tales como el grupo clinico creciente de

pacientes con enfermedades metabdlicas y crénico-degenerativas.



Abstract

Chronic consumption of high-fat and high-fructose diets (HFFD) cause metabolic
disorders including: obesity, insulin resistance, metabolic syndrome and type-2 diabetes
mellitus. These diseases have been associated with the development of cognitive decline,
dementia and Alzheimer’s Disease in epidemiological studies. In animal models, long-term
high-fat and high-fructose diets intake promotes a deficient execution in memory and
learning tasks, associated with neuronal changes such as reduced number and complexity of
dendritic spines, altered establishment of long-term potentiation and long-term depression,
and diminished dentate gyrus neurogenesis. However, the short-term high-fat and high-
fructose diet feeding effect on the hippocampus has not been yet investigated. The
hippocampus is a highly plastic brain region, responsible for cognitive and learning tasks,
and presents a particular vulnerability to neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s
Disease. It has been shown that insulin plays a pivotal role in memory and learning
processes, facilitating the establishment of hippocampal long term potentiation required for
such tasks. Given insulin’s important role in cognition in hippocampal neurons, it could be
speculated that changes in insulin sensitivity within the hippocampus, that are associated
with insulin systemic changes produced by metabolic alterations, could be associated with
neuronal alteration and cognitive impairment. Therefore, we investigated if short-term
high-fat and high-fructose diet produces systemic and hippocampal insulin resistance and if
the latter is associated with structural and functional alterations in this region. Our results
show that high-fat and high-fructose diet feeding for seven days induces obesity and
systemic insulin resistance, along the following alterations in the hippocampus: decreased
insulin  sensitivity along increased mTOR/SOK signaling; synaptic mitochondrial
dysfunction; reduction on hippocampal weight associated with a reduction in neuronal
dendritic arborization; reduced synaptic markers; alterations in dendritic and axonal
microtubule-associated proteins and neuroinflammation. Additionally, to shed light on the
molecular mechanisms responsible of some of the neuronal alterations obtained in the i
vivo model, we developed a model of high-fat exposure iz vitro using neuroblastoma cell

cultures treated with palmitic acid, the most abundant saturated fatty acid in the high-fat



diet given to rats in this study. In this model we found that acute treatment with palmitic
acid produces a decreased insulin sensitivity in neurons, and that sub-acute palmitic acid
treatment promotes a diminished insulin-mediated mitochondrial activity, through PI3K
and mTOR/S6K signaling cascades. In this fashion, we present two experimental models to
study how systemic metabolic changes can modify neuronal responses to insulin and
therefore alter insulin-mediated neuronal plasticity. This study will assist to study further
the relationship between obesity and systemic insulin resistance with the development of

cognitive impairment and premature brain aging.



Abreviaturas

HFFD - High-fat and high-fructose diet (dieta alta en grasa y fructosa)
DMT?2 — Diabetes Mellitus tipo 2

EA — Enfermedad de Alzheimer

LTP — Long term potentiation (potenciacién a largo plazo)

AP — Acido palmitico

AD — Alzheimer’s Disease

PA — Palmitic acid

OMS - Organizacién Mundial de la Salud

MCI - Mild Cognitive Impairment (deterioro cognitivo leve)

IMC — Indice de masa corporal

RI — Receptor de insulina

PTB — Phosphotyrosine-binding domain (dominio de union a fosfotirosina)
IRS — Insulin receptor substrate (sustrato del receptor a insulina)

PI3-K - fosfatidil-inositol-3-cinasa

PIP,— fosfatidilinositol-4,5-difosfato

PIP;— fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

PDKI1 — Phosphoinositide-dependent kinase 1 (cinasa dependiente de fosfoinositidos)
GSK3p — Glugogen synthase kinase 3 (cinasa de la sintasa de glucégeno 33)
SNC - Sistema nervioso central

POMC - pro-opiomelacortina (POMC)

AgRP — Agouti-related peptide (péptido relacionado con Agouti)

mTOR — Mammalian target of rapamycin (blanco de la rapamicina en mamiferos)
AMPK — AMP-activated kinase (cinasa activada por AMP)

ATP — Adenosintrifosfato

ADP — Adenosindifosfato

AMP — Adenosinmonofosfato

FABP — Fatty acid-binding proteins (proteinas de union a 4cidos grasos)

GPCR - G protein-coupled receptor (receptor acoplado a proteinas G)



PKC — Protein kinase C (proteina cinasa C)

DAG - diacilglicerol

TNF-a — Tumor necrosis factor o (Factor de necrosis tumoral a)

IL-6 — Interleucina 6

IL-10 — Interleucina 10

IL-1 — Interleucina 1

JNK — c-Jun NH2-terminal kinase (cinasa del extremo amino terminal de c-Jun)
MTT — bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

MAP-2 — Microtubule associated protein 2 (proteina asociada a microtdbulos)
GFAP - Glial fibrillary acidic protein (proteina fibrilar acidica glial)

BDNF — Brain-derived growth factor (factor de crecimiento derivado del cerebro)

EROs — Especies reactivas de oxigeno



Organizacién de la tesis

Este trabajo estd dividido en once secciones: Introduccién, Antecedentes, Planteamiento del
problema, Hipétesis y Objetivos, Materiales y métodos, Resultados I, Resultados II,

Objetivos 11, Materiales y métodos II, Discusién y Conclusiones.

En la introduccién se presenta un marco teérico general sobre dos grupos de enfermedades
relacionadas en las que se basa la investigacién de este trabajo de tesis: deterioro cognitivo,
demencias y Enfermedad de Alzheimer, y por otro lado obesidad y resistencia a la insulina.
Adicionalmente se presenta informacién sobre la via de sefalizacién de la insulina y su
relevancia en el hipocampo, la principal zona cerebral de estudio de nuestro grupo de
investigacion y de este trabajo de tesis. Finalmente, se describen los principales mecanismos

moleculares de resistencia a la insulina asociados a la obesidad.

Enseguida, en la seccién de Antecedentes se presenta una revisién integral de: 1) los
mecanismos moleculares detrds de la funcién de la insulina en el hipocampo y su papel en
el establecimiento de memoria y aprendizaje; 2) la relacién entre el padecimiento de
trastornos metabdlicos como la obesidad y la resistencia a la insulina con deterioro
cognitivo, demencias y Enfermedad de Alzheimer; 3) mecanismos moleculares y celulares
reportados en diversos modelos de enfermedades metabélicas y disfuncién cognitiva; en
particular, el uso de dietas altas en grasa como modelo de obesidad y resistencia a la insulina
y sus efectos sobre la memoria y el aprendizaje. Esta revisién corresponde a la publicacién
“Cellular and metabolic alterations in the hippocampus caused by insulin signaling dysfunction

and its association with cognitive impairment during aging and Alzheimer’s disease. Animal

models of study’.

A continuacién se presenta el planteamiento del problema asi como la hipdtesis, objetivos y
materiales y métodos. Posteriormente, en Resultados I se muestran los efectos de la
administracién subaguda de dietas altas en grasa y fructosa en ratas sobre el hipocampo a

nivel bioquimico, morfolégico y estructural, y que corresponde a la publicacién



“Short-term high-fat-and-fructose feeding produces insulin signaling alterations, dendritic and

synaptic loss and astroglial response in the rat hippocampus’.

Posteriormente, en Resultados II se presenta el desarrollo de un modelo de resistencia a la
insulina neuronal 7z vitro por administracién aguda y subaguda de dcidos grasos saturados,
mediante el cual se pueden estudiar los mecanismos moleculares asociados a las alteraciones
neuronales de forma aislada. Estos resultados son parte de un manuscrito en preparacién
titulado “Saturated fatty acids induce neuronal insulin resistance and mitocondrial dysfunction
in isolated synapses and in vitro: role of mTOR/S6K’. Esta seccidén es seguida de sus

correspondientes Objetivos y Materiales y métodos.
Finalmente, se presenta una discusién integral de los hallazgos del presente trabajo, asi

como dos modelos integrativos para los resultados obtenidos en los modelos iz vivo ¢ in

vitro. Adicionalmente se presentan las conclusiones generales de esta tesis doctoral.
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Introduccién

La ingesta de dietas altas en grasas saturadas y azticares aunado a un estilo de vida sedentario
ha incrementado de forma alarmante durante los Ultimos afios en las sociedades
occidentales. La alta ingesta calérica promueve el desarrollo de alteraciones metabdlicas
como: obesidad, resistencia a la insulina sistémica, sindrome metabélico y diabetes mellitus
tipo 2 (Kraegen et al. 1991; Elliott et al. 2002; Shapiro et al. 2008; Bocarsly et al. 2010).
Estas enfermedades metabdlicas han alcanzado proporciones epidémicas e incrementan el
riesgo a padecer otras enfermedades que en conjunto limitan de forma dramdtica la calidad
y esperanza de vida (Klein et al. 2004; Allison et al. 2008). Dentro de estas enfermedades y
padecimientos se encuentran las alteraciones cognitivas, incluyendo las demencias y la
Enfermedad de Alzheimer (EA) (Craft S., 2007; Viscogliosi et al., 2009; Umegaki et al.,
20105 Schrijvers et al., 2010; Matsuzaki et al., 2010).

Al mismo tiempo, la expectativa de vida ha aumentado de forma considerable. Este
aumento en la longevidad ha traido como consecuencia un incremento en la aparicién de
enfermedades crénico-degenerativas asociadas a la edad, dentro de las cuales se unas de las
mds importantes y que comprenden el mayor impacto econdémico y social se encuentran
también las demencias y la Enfermedad de Alzheimer. México actualmente enfrenta estas
dos condiciones poblacionales, ya que por un lado ocupamos el primer lugar mundial en
obesidad mundial y por otro, nuestra poblacién se estd volviendo mds longeva (OMS,
2013; Olaiz-Fernandez et al. 2006). Es por ello que es fundamental el estudio de la relacién
que existe entre el desarrollo de enfermedades metabélicas y padecimientos
neurodegenerativos, para poder desarrollar enfoques preventivos y farmacolégicos mis

efectivos e integrales en el futuro.
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Deterioro cognitivo

El deterioro cognitivo leve (MCI por mild cognitive impairment) es un padecimiento en el
que los individuos presentan alteraciones de la memoria y de algunas funciones cognitivas,
mayores a las esperadas por el envejecimiento normal, sin que éstas representen un impacto
significativo en su vida diaria (Petersen et al. 1999; Grundman et al. 2004; Feldman et al.
2003). Los pacientes que presentan deterioro cognitivo leve tienen un mayor riesgo de
presentar algin tipo de demencia, en particular la EA (Morris et al. 2001; Tabert et al.

2000).

Demencia

Se conoce como demencia a una categoria de enfermedades neurodegenerativas, progresivas
e irreversibles que llevan a una pérdida significativa de la memoria y de las funciones
cognitivas. Adicionalmente pueden presentarse también alteraciones del estado de 4nimo, la
personalidad, del sueno y del lenguaje, lo que en conjunto impacta de manera significativa
la vida diaria de los individuos que presentan estas enfermedades y de sus familias. Datos de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) indican que alrededor de 35 millones de
personas presentan demencia en el mundo y se predice que para el 2030 el total puede
llegar a 70 millones. Existen varios sub-tipos de demencia, las mds comunes son: EA,
demencia vascular, demencia mixta, demencia con cuerpos de Lewis y demencia
frontotemporal (Hort et al. 2010; Feldman et al. 2003; McKhann et al. 2011; Galvin et al.
2012).

Enfermedad de Alzheimer
La EA es el tipo mds comin de demencia (-70% de los casos) y su principal factor de riesgo
es el envejecimiento. Su prevalencia es del 40% en personas mayores a 85 afios y alrededor

de 20 millones de personas a nivel mundial la padecen. Durante las primeras etapas de la

enfermedad se presenta una pérdida de la memoria a corto plazo y una desorientaciéon
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espacio temporal, seguida de afectaciones cognitivas mds severas como: afasia, alteraciones
generalizadas de la memoria y pérdida del juicio. Estos cambios son normalmente
acompafados o precedidos por irritabilidad, depresién, ansiedad y cambios en la
personalidad. Finalmente, en las dltimas etapas de la enfermedad el deterioro cognitivo es
tal que el paciente pierde la capacidad para hablar, reconocer personas, objetos y lugares,

por lo que se vuelve totalmente dependiente (Hebert et al. 2003).

A nivel histopatoldgico la EA se caracteriza por una neurodegeneracion crénica de dreas
cerebrales de alta plasticidad, como el hipocampo, la corteza cerebral y la corteza entorrinal,
que comienza con una pérdida generalizada de las sinapsis y un hipometabolismo neuronal
(Davies et al. 1987; Selkoe et al. 2002; Arias et al. 2002). Adicionalmente, se observan la
presencia de  dos marcadores histopatolégicos caracteristicos: las placas amiloideas,
compuestas de péptido BA insoluble extracelular; y las maranas neurofibrilares formadas de
agregados intracelulares insolubles de tau hiperfosforilada. La presencia de estos factores en
conjunto promueven la pérdida sindptica y posterior muerte neuronal asociada a la pérdida
de la memoria y las funciones cognitivas que son caracteristicas de la EA (Mungarro-

Menchaca et al. 2002; Selkoe et al. 2002; Lacor et al. 2007; Small et al. 2004).

Obesidad

La obesidad es un trastorno metabélico crénico que se caracteriza por una acumulacién de
grasa corporal excesiva, resultante del desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético. Su
definicién clinica toma en cuenta la masa corporal y la estatura del individuo (kg/m?) en un
pardmetro conocido como indice de masa corporal (IMC). Un IMC mayor a 30 se
considera obesidad (Mei et al. 2002; Dietz et al. 2004). Datos de la OMS apuntan a que
mds de 300 millones de personas a nivel mundial padecen obesidad, siendo México el pais
con mayor presencia de esta condicion en adultos y nifios, con una prevalencia mayor al
30% de la poblacién (Olaiz-Fernandez et al. 2006). La presencia de obesidad aumenta el
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 y otros trastornos

metabdlicos.
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Resistencia a la insulina sistémica

Se conoce como resistencia a la insulina a la disminucién de la senalizacién de insulina en
células, tejidos u érganos. Cuando se presenta en el higado, musculo y tejido adiposo, se
convierte en un trastorno metabdlico caracterizado por una disminucién de los efectos
metabdlicos de la insulina y se conoce como resistencia a la insulina sistémica (Samuel et al.
2001; Zick,2004; Wang et al. 2005). Esto trae como consecuencia una ligera hiperglucemia
la cual ocasiona la sobreproduccién de insulina. Generalmente estas alteraciones se
acompanan de dislipidemia (Samuel et al., 2004; Um et al., 2006; Savage et al., 2007). A
medida que el sindrome de resistencia a la insulina progresa, se observa un aumento gradual
en la produccién de insulina. Si este transtorno continda, en algunos casos, las células 3-
pancredticas comienzan a disminuir la produccién de insulina debido a lipotoxicidad,
glucotoxicidad o inflamacién. Lo anterior promueve la elevacion de los niveles sanguineos

de glucosa y el establecimiento de diabetes mellitus de tipo 2 (Weir et al. 2001).

Dietas altas en grasa y desarrollo de trastornos metabélicos

El consumo de dietas altas en grasas y aziicares, particularmente grasas saturadas y fructosa,
componentes abundantes en la dieta occidental, produce un incremento en la adiposidad
visceral, asi como de los niveles de triglicéridos y colesterol en sangre, lo que promueve el
desarrollo de obesidad y de una reduccién a la sensibilidad a la insulina. La obesidad y la
resistencia a la insulina forman también parte de otro padecimiento llamado sindrome
metabdélico, el cual puede presentar adicionalmente: hipertensién, hipercolesterolemia,
dislipidemia e hiperuricemia (Lind et al., 1992; Meigs et al., 2000). El sindrome
metabélico ademds representa un estado pro-trombético y pro-inflamatorio y estd
altamente asociado al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares,

y algunos tipos de cdncer (Larqué et al. 2011).
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Figura 1. Relacién entre la produccién, la resistencia y la funcién de la insulina y el desarrollo
de trastornos metabélicos. El esquema representa la creciente resistencia a la insulina a lo largo del
tiempo, asi como su relacién con la aparicién de trastornos como el sindrome de resistencia a la
insulina y el sindrome metabélico. La produccién de insulina aumenta cuando la funcién de ésta
disminuye, hasta que se alcanza un pico méximo de produccién. En algunos casos, esta produccién
se detiene por dafio a las células B pancredticas, lo que produce una caida en la produccién de

insulina y el desarrollo y progreso de diabetes mellitus tipo 2 (Erika Calvo-Ochoa, 2015).

A pesar de que la obesidad, la resistencia la insulina y la diabetes mellitus tipo 2 son
enfermedades distintas, comparten muchos de sus marcadores fisiopatoldgicos y algunas de
ellas usualmente se presentan juntas. Estas enfermedades metabélicas pueden ser entendidas
como un continuum, donde el balance entre la resistencia a la insulina y la produccién de
insulina determina las caracteristicas patoldgicas y da como resultado el desarrollo de alguna

de estas enfermedades (Figura 1).
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La insulina

La insulina es un polipéptido de 51 aminodcidos producido en las células B de los islotes de
Langerhans del pancreas. Se libera al torrente sanguineo en respuesta a altas concentraciones
de glucosa en sangre. Sus efectos metabélicos mds importantes son el aumento de: la
captacién de glucosa en la mayoria de las células del organismo, la sintesis de glucégeno en
el higado y musculo y la lipogénesis en tejido adiposo y la sintesis de proteinas en las células
de todos los tejidos. La captacién de la glucosa por las células debida a la accién de la
insulina provoca una disminucién en la concentracién de glucosa en sangre hasta alcanzar
los niveles fisiolégicos (Klip y Paquet, 1990; Sonsksen y Sonsksen, 2000; Dimitriadis et al.
2011).

La insulina es considerada la hormona anabélica mds importante y ademds de regular la

homeostasis de la glucosa, tiene funciones de factor de crecimiento (Laron, 2008; Boucher

et al. 2010).

La via de sefalizacién de la insulina: RI/IRS-1/PI3-K/Akt

La via de senalizacién de insulina se comparte en todas las células del organismo. Sin
embargo, las consecuencias funcionales de la activacién de esta via son diferentes en cada
tipo celular. El receptor de insulina (RI) es un receptor transmembranal con actividad de
tirosina cinasa que se autofosforila debido a la unién del ligando. Esta fosforilacién recluta a
dos proteinas con dominios de unién a fosfotirosinas (PTB) que activan dos vias de
senalizacién independientes: la de PI3-K/Akt y la de RAS/ERK. En la primera de ellas, el
principal transductor de la senal es el sustrato del receptor de insulina (IRS 1-6), una
familia de seis proteinas, cuyas funciones no son redundantes. IRS-1 e IRS-2 se expresan de
manera ubicua y son las principales mediadoras de la sefalizacién de insulina, en ese orden.

Las proteinas IRS-3-6 se expresan en tejidos especificos y su funcién atin no queda del todo

clara (White, 2002; Bjornholm et al. 2002; Cai et al. 2003; Fritsche et al. 2008).
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Al unirse a las fosfotirosinas del receptor de insulina, el IRS-1 se autofosforila en residuos de
tirosina. Estos sitios fosforilados son entonces reconocidos por la fosfatidil-inositol-3-cinasa
(PI3-K), la cual fosforila al inositol-3,4,5-difosfato (PIP,) membranal para producir
inositol-3,4,5-trifosfato  (PIPs). El PIP; funciona como segundo mensajero para la
reclutacién y activacién de la cinasa dependiente de 3-fosfoinositidos 1 (PDKI1), la cual
fosforila y activa al principal efector de la via de la insulina, la cinasa Akt (Figura 2) (Rosen,
1986; White et al. 1988; De Camilli et al. 1996; Bjornholm y Zierath, 2005; Zhao y Vogt,
2008; Cheng et al. 2010).

La enzima Akt es una cinasa de serina/treonina activada tanto por insulina como por
diferentes factores de crecimiento, y que regula decenas de blancos celulares, las cuales
dependen del tipo celular y determinan la respuesta a la insulina de un tejido particular.
Algunas de las proteinas que regula Akt y que promueven las principales acciones
metabdlicas de la insulina son: el transportador de glucosa GLUT4, la cinasa de la sintasa
de glucdgeno 3 (GSK3) y los factores de transcripcién FOXO y SREBP1. El transportador
de glucosa GLUT4 es reclutado a la membrana plasmdtica en respuesta a la insulina, con lo

cual se comienza el transporte de glucosa al interior de la célula.

La GSK3 es una cinasa atipica ya que se encuentra constitutivamente activa, por lo que su
regulacién implica inhibicién de su actividad. En el caso particular del higado y del
musculo al estar activa, fosforila e inhibe a la sintasa de glucégeno, por lo que al ser
fosforilada por Akt la sintasa de glucégeno se activa, lo que promueve la sintesis de

glucdgeno.

Por dltimo los factores de transcripcién FOXO-1 y SREBP1C, los cuales ejercen un control
positivo sobre la gluconeogénesis hepdtica y negativo sobre la lipogénesis, respectivamente
(Burgering y Kops, 2002; Accili y Arden, 2004; Eberlé et al. 2004). En conjunto, la
regulacién de estas proteinas por Akt modula de forma importante la homeostasis de la
glucosa en respuesta a la insulina. Sin embargo, es importante mencionar que Akt también
regula otras proteinas, cuyos efectos son el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacién

celular (Collado et al. 2000; Cohen, 2013; O’Neill, 2013).
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Figura 2. Via de sefalizacién de la insulina. El receptor de insulina al ser activado por el
ligando induce la cascada de sefalizacién de las MAPK (izquierda) mediante el adaptador
She, lo que trae como consecuencia la transcripcién de genes relacionados con la
proliferacién y la inhibicién de la apoptosis. Adicionalmente se activa la via de senalizacién
IRS-1/PI3-K/Akt en la cual se activan distintos efectores mediante la fosforilacién de Akt: el
reclutamiento del transportador de glucosa GLUT4 por la GTPasa AS160, lo que
promueve captura de glucosa; mTOR/S6K que regula la sintesis de proteinas y autofagia; la
GSK3p que regula la glucogénesis en higado y musculo pero que también puede fosforilar
diversas proteinas; SREB1 y FOXO, que son factores de transcripcién que regulan la
lipogénesis y la inhibicién de la gluconeogénesis hepdticas, la inhibicién de la apoptosis y el
control del ciclo celular. Los circulos amarillos representan fosforilaciones que regulan a los

efectores de la via de sefalizacién (Erika Calvo-Ochoa, 2015).
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El papel de la insulina en el cerebro

El receptor de insulina se expresa de manera diferencial en el sistema nervioso central
(SNC), siendo mds abundante en el bulbo olfatorio, la corteza, el hipocampo, la amigdala y
el hipotdlamo y se encuentra enriquecido en astrocitos y neuronas, particularmente en

terminales sindpticas (Zhao et al. 1999; Apostolatos et al. 2012).

A pesar de que el papel de la insulina como regulador metabdlico se ha estudiado de manera
muy extensa, su funcién dentro del SNC es mucho menos conocida, debido principalmente
a que se consideraba al cerebro como un érgano sin respuesta a la insulina. Una de las
primeras funciones conocidas de la insulina en el cerebro es la regulacién hipotalimica del
metabolismo energético, que incluye: el control sobre la ingesta de alimentos, la
homeostasis del balance energético y la glucosa periférica, la regulacién de la glucogénesis
hepdtica y muscular y la lipogénesis, efectos que dependen de la estimulacién de las
neuronas productoras de pro-opiomelacortina (POMC) y de péptido relacionado con
Agouti (AgRP) en el hipotdlamo (Werther et al. 1987; Blouet et al. 2008; Ono et al. 2008).
Recientemente se ha demostrado que estas zonas del cerebro pueden presentar resistencia a
la insulina, lo cual contribuye al desarrollo de: obesidad, resistencia a la insulina periférica,
sindrome metabélico y diabetes mellitus tipo 2 (Werther et al. 1987; Blouet et al. 2008;

Ono et al. 2008).

Las neuronas no requieren insulina para la captura de glucosa, debido a que expresan
transportadores GLUT 3 (independientes de insulina), aunque algunas neuronas de zonas
como el hipocampo pueden llegar a co-expresar los transportador de glucosa dependiente
de insulina GLUT 4 y GLUT 8, lo cual les permite aumentar la captura de glucosa en
situaciones de alta demanda energética de forma insulino-dependiente (Hasselbach et al.
1999; Sankar et al. 2002; El Messari et al. 2002; Reagan et al. 2002; Alquier et al. 2000).
Por lo tanto, la insulina mds que una funcién metabdlica en las neuronas, actda como factor

de crecimiento y regula procesos como la supervivencia, el metabolismo, el crecimiento, la
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migracién, la diferenciacién, la sintesis de proteinas, la sinaptogénesis y la plasticidad

neuronal (Watson y Craft, 2004; Apostolatos et al. 2012; O’Neill, 2013).

El origen de la insulina cerebral sigue siendo materia de controversia. Estd bien establecido
que la insulina periférica cruza la barrera hematoencefilica a través de un transporte activo
mediado por receptores de insulina altamente regulados (Hasselbach et al. 1999; Woods et
al. 2003). También se sabe que hay una gran concentracién de insulina en el hipotdlamo, el
bulbo olfatorio, la corteza y el hipocampo, zonas del sistema nervioso central ricas también
en receptor de insulina. Se ha propuesto que esta insulina es localmente producida, ya que
existen evidencias de la sintesis de insulina por neuronas in vitro y se ha reportado la
presencia de mRNA de insulina y de péptido-C (el cual no cruza la barrera
hematoencefilica) en el sistema nervioso central (Dorn et al. 1983; Devaskar et al. 1993;
Devaskar et al. 1994; Schechter et al. 1996; Schulingkamp et al. 2000; Schwartz et al.
2013; Ghasemi et al. 2013).

El papel de la insulina en el hipocampo

Se ha descrito en diferentes modelos animales y humanos que la insulina en el hipocampo
participa en funciones cognitivas como la memoria y el aprendizaje, modulando la sintesis
de proteinas, la sinaptogénesis y el establecimiento de plasticidad sindptica y potenciacién a
largo plazo (LTP) (Gerozissis, K. 2003; Nelson et al. 2005; Huang et al. 2010). Se ha
observado un aumento del receptor de insulina y del sustrato del receptor de insulina (IRS-
1) en membranas sindpticas hipocampales en animales durante el proceso de aprendizaje
(Zhao et al. 2004; Hori et al. 2005; Nelson et al. 2008). Adicionalmente, se ha demostrado
que la administracién de insulina, en condiciones euglicémicas, mejora el resultado de
pruebas de memoria, atencién y de aprendizaje (Gerozissis et al. 2003; Reger et al. 2006;

Huang et al. 2010).

Se desconocen todos los efectos celulares de la insulina sobre la cognicién, pero se han

descrito algunos mediados por la cinasa Akt, la cual regula procesos de supervivencia y
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metabolismo celular, asi como la sintesis de proteinas requeridas para el establecimiento de
la LTP y la sinaptogénesis (Liao et al. 2008; Garelick et al. 2011). De forma importante, se
ha demostrado que la diabetes y la resistencia a la insulina sistémica reducen el aprendizaje
espacial y el establecimiento de la LTP hipocampal, y que la administracién de insulina
revierte estos efectos (Gerosizzis et al. 2003; Reger et al. 2003), lo que apoya mds el papel

de la insulina como un mediador de la cognicién en el hipocampo.

Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la obesidad

Como se menciond anteriormente, la resistencia a la insulina se define como la
disminucién de la senalizacién de insulina en las células. Una gran cantidad de estudios han
descrito multiples mecanismos que contribuyen al desarrollo de esta resistencia en diferentes
tipos celulares debido a la obesidad generada por la ingesta de dietas hipercaléricas. Es
importante mencionar que estos mecanismos pueden ocurrir de forma individual, pero lo

mids probable es que 77 vivo algunos de ellos se presenten de forma simultdnea.

La resistencia a la insulina asociada con obesidad se presenta debido a la combinatoria de
los siguientes factores: aumento en la cantidad de dcidos grasos libres en plasma, dentro de
los cuales el dcido palmitico ha sido descrito como uno de los mds importantes; inflamacién
del tejido adiposo; estrés del reticulo endopldsmico; acumulacién intracelular de ceramidas
y estrés oxidante (Shulman, G. 2000; Qatani y Lazar, 2007; Hoen et al. 2008). Todos estos
diferentes fenémenos, que pueden ocurrir simultineamente en un estado de obesidad,
convergen en un mecanismo molecular comun: la fosforilacién de IRS-1 en residuos de
serina. Estas fosforilaciones regulan de manera negativa a IRS-1, impidiendo que reconozca
al receptor de insulina activado y deteniendo la transduccién de senales de la insulina de
forma intracelular (Figura 3) (Zick, 2004; Gual et al. 2005; Luo et al. 2005; Herschkovitz
et al. 2007; Weigert et al. 2008; Tanti y Jager, 2009). Ratones transgénicos que tienen las
serinas de IRS-1 mutadas por alaninas en musculo no desarrollan resistencia a la insulina
inducida por dietas altas en grasas, lo cual demuestra el papel fundamental de la

fosforilacién de estos residuos en la regulacién negativa de IRS-1 (Morino et al. 2008).
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Absorcién de grasas presentes en la dieta y captura de 4cidos grasos por las células

Las grasas presentes en la dieta se encuentran en su gran mayoria en forma esterificada, es
decir como triglicéridos, los cuales son emulsificados por las sales biliares en el intestino
delgado y finalmente, en el intestino grueso son acoplados a apolipoproteinas y colesterol
para formar quilomicrones, lo que permite su absorcién y su transporte por el plasma

(Hussain MM, 2000; Hussain MM, 2014; Giamanco et al. 2015).

Dentro de los quilomicrones circulantes en el plasma se activa la lipoproteina lipasa, la cual
hidroliza los triglicéridos hacia dcidos grasos libres, o no esterificados. Estos dcidos grasos
libres pueden ser internalizados a la célula de todos los tejidos mediante difusién pasiva por
la membrana celular o por diversas proteinas tejido-especificas que también se regulan en
respuesta a hormonas y condiciones energéticas particulares. Dentro de estos
transportadores se encuentran las proteinas de unién a dcidos grasos, o FABPs (fatty acid-
binding proteins) membranales; las proteinas transportadoras de dcidos grasos, o FATPs
(fatty acid-transporter proteins) y la traslocasa de dcidos grasos CD36 (Abumrad et al.
1993; van der Vusse et al., 2002; Mashek y Coleman, 2006; Doege et al. 2006; Glatz et al.
2010).

Dietas altas en grasa y aumento de la concentracién de 4cidos grasos libres en suero

Los tejidos que capturan una mayor cantidad de dcidos grasos de los quilomicrones son el
tejido adiposo, el masculo y el higado. En estos tejidos se produce la re-esterificacién de los
dcidos grasos libres por el proceso de lipogénesis, el cual es regulado por la insulina. En el
tejido adiposo se lleva a cabo la mayor captura de 4cidos grasos libres asi como la mayor
produccién de triglicéridos que se almacenan como gotas de grasa dentro de los adipocitos.
Por otro lado, en el higado los triglicéridos forman parte de las lipoproteinas VLDL que
también contienen grandes cantidades de colesterol y en segunda instancia se almacenan en

caso de un exceso. En el musculo, de forma general los 4cidos grasos capturados se utilizan
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como forma de energia y s6lo se almacenan en forma de triglicéridos si existe un exceso

(Bickerton et al. 2007; Goldberg et al. 2009; Al et al. 2015).

En el caso de una ingesta excesiva y prolongada de triglicéridos, como es el caso de una
dieta alta en grasas, la concentracién de dcidos grasos libres en plasma aumenta de forma
considerable. Para empezar, existe una mayor concentracion de triglicéridos acoplados a
quilomicrones postprandiales, lo cual aumenta la captura de dcidos grasos sistémica y la
lipogénesis en tejido adiposo y en el higado. El aumento en la concentracién intracelular de
ciertos dcidos grasos de cadena larga ha sido descrito como un mecanismo que ocasiona
resistencia a la insulina transitoria por lipotoxicidad (vide infra) (Anderwald y Roden, 2004;

Granholm et al. 2008; Schwingshackl y Hoffmann, 2013).

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo tiene dos consecuencias importantes para el
aumento de 4cidos grasos libres: por una parte, se disminuye la lipogénesis ya que al
reducirse la captura de glucosa mediada por GLUT4 se disminuyen los metabolitos de la
glucélisis gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de hidroxiacetona, precursores del glicerol-3-
fosfato necesario para la esterificacién de los dcidos grasos. Por otro lado, se disminuye el
control negativo que ejerce la insulina sobre la lipélisis (Ali et al. 2015; Gustafson et al.

2015).

Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del 4cido palmitico

En varios estudios se ha reportado que el incremento de la concentracién intracelular y/o la
oxidacién de algunos 4cidos grasos produce lipotoxicidad y resistencia a la insulina. Los
mecanismos descritos para estos fenémenos son multiples, dependiendo del tipo de 4cido
graso asi como del tipo celular (Rial et al. 2010; Cheng et al. 2010; Lépez et al. 2010;
Carobbio et al. 2011; Savary et al. 2012).

Dentro de la célula, los 4cidos grasos son metabolizados en la mitocondria y se generan

tanto ATP como multiples metabolitos, dentro de los que se encuentran el diacilglicerol y
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las ceramidas. Estos metabolitos activan a la cinasa PKC (protein kinase C),
particularmente a la isoforma 0, la cual es capaz de fosforilar a IRS-1 en residuos de serina
impidiendo su unién con el receptor de insulina fosforilado. Esta misma cinasa se activa por
el diacilglicerol generado como segundo mensajero en respuesta a la activacién de receptores
acoplados a proteinas G cuyo ligando son algunos 4cidos grasos (Figura 3) (Roden et al.
1996; Dresner et al. 1999; Griffin et al. 1999; Milligan et al. 2006; Watt y Steinberg,
2007; Glass y Olefsky, 2012).

Estd descrito que no todos los 4cidos grasos producen resistencia a la insulina. Los 4cidos
grasos saturados de cadena larga han sido reportados como los mds deletéreos tanto in vivo
como in vitro, por lo que se les ha asignado un rol importante en la patogénesis de
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares como la obesidad, la resistencia a la insulina

sistémica, diabetes mellitus tipo 2 y la ateroesclerosis (Lovejoy et al. 2002; Kien et al. 2005).

El 4cido palmitico (C16:0) es el dcido graso saturado de cadena larga mds abundante en la
dieta humana, ya que es la grasa prevalente en carnes, productos licteos y en los aceites de
coco y palma. Asimismo, en la literatura se encuentran multiples reportes de que la
exposicién al dcido palmitico in vitro o in vivo, debido a la ingesta de dietas enriquecidas en
este 4cido graso, promueven resistencia a la insulina en diversos tipos celulares incluyendo
neuronas (Patil et al. 2005; Williams PG, 2007; Patil et al. 2007; Burratta et al. 2008; van
Herpen y Schrauwen-Hinderling, 2008; White B, 2009; Lee et al. 2010; Benoit et al. 2010;
Mayer et al. 2010; Kim et al. 2011).

Se sabe que el 4cido palmitico administrado de forma sistémica es transportado al cerebro
de forma rdpida para su posterior metabolismo e incorporacién a membranas celulares
(Kimes et al. 1983; Gnaedinger et al. 1988; Hamilton y Brunaldi 2007; Mitchell et al.
2011). Adicionalmente, en la obesidad y el sindrome metabdlico se incrementa el
transporte de dcidos grasos al cerebro, y el dcido palmitico aumenta en mds de 80% en

varias regiones del cerebro, incluida el hipocampo (Karmi et al. 2010).
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Dietas altas en grasas y la via de mTOR/S6K

La cinasa de serina/treonina activada tanto por nutrientes como por factores de
crecimiento, mTOR (mammalian target of rapamycin), es un sensor del estado metabdlico
de la célula. mTOR media sus acciones a través de la activacién de sus dos efectores
principales: la cinasa S6K y el inhibidor de la iniciacién de la traduccién, eIF-4EBP, lo que
promueve la sintesis de proteinas, inhibicién de la autofagia y crecimiento y diferenciaciéon
celular (Kraegen et al., 1991; Liao et al., 2008; Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008). La via
de mTOR/S6K es activada por la insulina y funciona como un loop de regulacién negativa
de dicha via de sefalizacién. SOK fosforila a IRS-1 en residuos de serina, lo que atenda la

senalizacién de insulina (Aguirre et al., 2000; Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008).

La via de mTOR/S6K se activa preferencialmente por nutrientes. Una de las vias de
sefalizacién involucradas en esta activacién es la de la cinasa AMPK (AMP-activated
kinase), la cual sensa los niveles de ADP/ATP de la célula y se activa en respuesta a altas
concentraciones de ADP. Cuando se encuentra activa, es decir en condiciones de bajas
reservas energéticas, ejerce una regulacién negativa sobre mTOR; de forma contraria, al
encontrarse inactiva por altas concentraciones de ATP, mTOR se activa (Gleason et al.
2007; Gwinn et al. 2008; Coughlan et al. 2013). Por lo tanto, las dietas altas en grasa y
azlicares generan una activacion continda de la via AMPK/mTOR/S6K, lo que promueve la
fosforilacién en serina de IRS-1 por S6K y por lo tanto, una reduccién de la respuesta a
insulina (Figura 3). Se ha descrito a este mecanismo como uno de los principales
promotores de resistencia a la insulina por dietas hipercaléricas en tejidos metabélicos como
el higado y el musculo (Wang et al., 2001; Harrington et al., 2005; Um et al., 2006), asi
como en el hipotdlamo (Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008). Lo anterior sugiere que la
via de mTOR/SOK podria estar asociada a la resistencia a la insulina por dietas altas en
grasa no solamente en érganos periféricos, sino también en el sistema nervioso central, en

zonas de respuesta la insulina como el hipotdlamo y el hipocampo.
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Inflamacién

Una de las caracteristicas fisiopatolégicas de la obesidad es la presencia de inflamacién que
comienza con la liberacién de citocinas inflamatorias, adipocinas y quimiocinas por el tejido
adiposo, lo que promueve el reclutamiento de macréfagos y monocitos de forma local. Si
este estado pro-inflamatorio persiste se promueve un estado de inflamacién sistémica que se
ha denominado por varios grupos como “inflamacién de bajo grado” (Cancello y Clement,
2006; Lasselin y Capuron, 2014). Dentro de las citocinas que juegan un rol importante en
el establecimiento de la resistencia a la insulina se han identificado a TNF-«, a IL-6, IL-10
y a IL-1. Todas ellas activan a la cinasa JNK (c-Jun NH2-terminal kinase), la cual también
fosforila a IRS-1 en residuos de serina (Figura 3) (De Taeye et al. 2007; Solinas y Karin,
2010; Charles et al. 2011; Glass y Olefsky, 2012; Matsubara et al. 2012). Se ha reportado
por varios grupos que diferentes firmacos y componentes antiinflamatorios mejoran la
sensibilidad a la insulina en modelos de obesidad por dietas altas en grasa, lo que demuestra

el papel de los componentes inflamatorios en el desarrollo de la resistencia a la insulina

(Yuan et al. 2001; Roy et al. 2014; Zhao et al. 2014)
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a - ﬁmida
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la

obesidad. Varios mecanismos convergen en la fosforilacién de IRS-1 en residuos de serina por las
cinasas S6K JNK y PKCB. Estas fosforilaciones en serinas impiden el reconocimiento del receptor
de insulina fosforilado y su posterior fosforilacién en residuos de tirosina. Las dietas altas en grasas y
azlicares activan la via de mTOR/S6K mediante la inhibicién de la cinasa sensora de nutrientes
AMPK, la cual es inhibida por altas concentraciones de ATP generadas en la mitocondria. Las
citocinas inflamatorias activan a la cinasa JNK y finalmente, algunos dcidos grasos saturados de
cadena larga, en particular el 4cido palmitico, activan a PKCO por diferentes mecanismos que
incluyen: la activacién de GPCRs que producen diacilglicerol (DAG) como segundo mensajero; la
formacién de DAG como metabolito directo de los 4cidos grasos, y la formacién de ceramidas

(Erika Calvo-Ochoa, 2015).
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Summary

A growing body of animal and epidemiological studies suggest that metabolic
diseases such as obesity, insulin resistance, metabolic syndrome and type 2
diabetes mellitus are associated with the development of cognitive impairment,
dementia and Alzheimer’s disease, particularly in aging. Several lines of
evidence suggest that insulin signalling dysfunction produces these metabolic
alterations and underlie the development of these neurodegenerative diseases.
In this article, we address normal insulin function in the synapse; we review
and discuss the physiopathological hallmarks of synaptic insulin signalling dys-
function associated with metabolic alterations. Additionally, we describe and
review the major animal models of obesity, insulin resistance, metabolic
syndrome and type 2 diabetes mellitus. The comprehensive knowledge of the
molecular mechanisms behind the association of metabolic alterations and
cognitive impairment could facilitate the early detection of neurodegenerative
diseases in patients with metabolic alterations, with treatment that focus on
neuroprotection. It could also help in the development of metabolic-based
therapies and drugs for using in dementia and Alzheimer’s disease patients
to alleviate their symptoms in a more efficient and comprehensive way.
Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords insulin resistance; diabetes; hippocampal dysfunction; Alzheimer’s
disease; cognitive decline; obesity

Introduction

High dietary intake and sedentary lifestyle has increased alarmingly in the past
years in western societies. The chronic consumption of diets rich in saturated
fats and high fructose joined to physical inactivity are thought to promote a
variety of metabolic disorders including the following: obesity, insulin resistance
(InsRes), metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus (T2DM) [1]. These
metabolic diseases have reached epidemic proportions; it is estimated that
500 million adults and 40 million children are obese, and 347 million people
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have diabetes worldwide [2,3]. It is known that these
diseases increase the risk of morbidities that greatly reduce
the quality and the life expectancy. In general, overfeeding
and obesity may be associated with reduced insulin sensitiv-
ity, which is defined as a diminished ability of cells to
respond to the action of insulin. When InsRes is present in
the major tissues that respond to this hormone, liver,
musdle and adipose tissue, it becomes a syndrome. Systemic
InsRes is characterized by hyperglycaemia, dyslipidemia
and compensatory hyperinsulinemia [1,4]. In general,
InRes and obesity are two diseases commonly referred as
a part of the metabolic syndrome, which is often comorbid
with elevated blood pressure, cardiovascular disease,
dyslipidemia, hypercholesterolemia and prothrombotic
and proinflammatory states [5,6]. InRes associated with
obesity, metabolic syndrome and T2DM, all of which
represent a risk for the development of a variety of cognitive
deficiencies including Alzheimer’s disease (AD) [7-11].
Epidemiological studies have also found that InsRes and
T2DM modulate AD clinical manifestations [11-14]. In fact,
T2DM has been identified as a risk factor for AD, supported
by increasing epidemiological evidence showing that
patients suffering T2DM almost doubles the risk of develop-
ing this devastating neurodegenerative condition. The risk
for developing AD increases when is associated with
cardiovascular disorders or dyslipidemia [15]. The afore-
mentioned connection between metabolic disorders that
have in common InsRes and cognitive impairment affect
millions of people worldwide and severely impact quality
of life. Therefore, studying the action of insulin in the
brain and the relationship between metabolic diseases and
altered neuronal functioning is essential to unravel the
molecular mechanisms behind it. It will also help to
develop new drugs for treating both metabolic and neuro-
degenerative diseases in a more comprehensive way and
to reduce the burden on the quality of life that these
diseases pose individually and particularly, combined.

Insulin as synaptic modulator

The notion that the brain is a direct target of insulin
action and that it regulates a variety of metabolic and
non-metabolic functions is being discovered. In general,
the molecular mechanism of insulin signalling has been
described to be the same in all organs, including the brain.
Insulin activates the insulin receptor (IR) followed by the
activation of the IR substrate (IRS) proteins on two canon-
ical pathways, the phosphoinositide-3 kinase (PI3-K)/Akt
and the Ras/mitogen-activated kinase cascades [16-19].
IR are widely expressed in the soma and enriched in
synaptic terminals of neurons of different brain regions
such as hippocampus, cortex, hypothalamus, amygdala,

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Lid.
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entorhinal cortex and olfactory bulb [18-21]. The origin
of cerebral insulin is still an ongoing subject of study, but
it is actually known that peripheral insulin produced in
the pancreas enters the brain via a blood-brain barrier
(BBB) saturable transporter, and it is believed that this
peripheral insulin is the main source of insulin present in
the cerebrospinal fluid [22-26]. On the other hand, in
mammals, it has been described that mature insulin is
produced and secreted by adult neurons present on the
olfactory epithelium and the dentate gyrus (DG) of the
hippocampus, although in much smaller concentrations
than in the pancreas [27-31]. Because IR are expressed in
very particular brain regions, it has been proposed that this
locally produced insulin functions mostly in an autocrine
manner within the olfactory bulb and the hippocampus,
although some paracrine function by means of diffusion of
insulin into the cerebrospinal fluid cannot be discarded. It
has also been described that IR and insulin levels can be
up-regulated in the olfactory epithelium by reducing
peripheral insulin levels with a 24 or 48 h fasting, which
suggest that there is a compensatory effect for the lack of
peripheral insulin in some brain regions [30]. Insulin plays
a pivotal role in neuronal function, by regulating energy
metabolism, growth, survival and differentiation [30-35].
Optimal levels of insulin in the brain are neuroprotective
and neurotrophic, and also enhance memory and facilitate
synaptic plasticity in the hippocampus, a brain region that
plays important roles in memory and learning [33,36-38].
PI3-K/Akt and S6K/mTOR pathways are mostly believed
to be the ones involved in neuronal survival, whereas
Ras/mitogen-activated kinase pathway is mostly involved
in cell death [35]. Activity-dependent modification of
synaptic strength underlies cognitive functions such as
learning and memory in plastic regions of the brain, such
as the cortex and hippocampus. Emerging data indicate
that insulin may participate in synaptic plasticity through
the activation of canonical PI3-K signalling [33]. Further-
more, the IR and its mRNA are largely localized in synaptic
terminals where they regulate neurotransmitter release and
receptor recruitment [19] supporting its role in the control
of synaptic events. In this regard, it has been firmly
recognized that insulin promotes the establishment of
hippocampal long-term potentiation (LTP), a process
thought to underlie learning and memory (Figure 1)
[33,37]. Some of the mechanisms by which insulin exerts
its effects on cognition and learning are thought through
modulating the expression of NMDA and AMPA receptors,
increasing Na* and Ca®* influx and reinforcing synaptic
transmission [38,39]. Insulin can also regulate the concen-
tration of several neurotransmitters such as acetylcholine
and increases the release of norepinephrine and epineph-
rine and inhibits their reuptake [40,41]. Additionally,
insulin promotes the accumulation of GABA, receptors to
the postsynaptic membranes and participates in the
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Figure 1. Insulin signalling in hippocampal synapses. Insulin (INS) activates its receptor, which leads to the activation of the
IRS-1/P13-K/Akt cascade. mTOR/S6K signalling becomes activated and promotes protein synthesis within the synapse, particulady of
PSD-95 and NMDAR, AMPAR and GABA,R receptors. Akt promotes the localization of the insulin-dependent glucose transporter GLUT4
and of the glutamate receptors NMDAR, AMPAR and GABA,R to the membrane, therefore promoting the uptake of glucose and the

entrance of Na* and Ca®"

to the synapse. Insulin signalling also inhibits GSK3f§ activity, avoiding tau phosphorylation. Overall, enhanced

synaptic metabolism, glutamate transmission, protein synthesis and transport form and to the nucleus promoted by insulin lead to the
synapse and neuron survival, growth, and to the establishment of LTP and finally, memory and learning

translation of the postsynaptic protein PSD-95 [4243].
Altogether, this data indicates that IR signalling regulates
structural and functional aspects of synapses.

It has been traditionally considered that the brain is an
insulin-insensitive organ regarding glucose uptake and
energy metabolism, in view that the brain mainly expresses
the two insulin-insensitive glucose transporters GLUT1 and
GLUT3. However, recent studies have found GLUT4 expres-
sion and insulin-dependent translocation in hippocampus
[44,45]. In fact, it was recently reported that insulin at
physiological doses transiently enhances the mitochondrial
redox activity in the presynapsis of cortex and hippocampus
[46]. These findings suggest an additional role of insulin as
an energy expenditure regulator within the hippocampus
that might be crucial to maintain the high metabolic
demands associated with the establishment of synaptic
plasticity, learning and memory.

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Lud.

Metabolic alterations and cognitive
performance

Although obesity, metabolic syndrome, InsRes and T2DM
are different diseases, they often occur combined because
they share most of their pathological markers and physio-
pathological cascades. These metabolic alterations could
be understood as a continuum where the state of InsRes
and insulin production determines the pathotological
outcome of the disease. InsRes is the central feature of
lipid and hemodynamic abnormalities occurring in meta-
bolic syndrome and is frequently a precursor of glucose
uptake dysregulation and T2DM. In obesity, the amount
of insulin production remains unchanged, and therefore,
insulin signalling is normal. But as this condition pro-
gresses, InsRes increases up to the point where more insulin

Diabetes Metab Res Rev 2015; 31: 1-13,
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is produced in order to maintain insulin signalling. If the
disease worsens, pancreatic fj-cells are not able to produce
more insulin, and therefore, the blood glucose concentra-
tion starts to increase. Because high glucose is cytotoxic to
fi-cells, the amount of insulin produced drops. In this case,
T2DM develops. Obesity and metabolic syndrome generally
are present through the development of InsRes and its
transition to T2DM [1,47,48].

Due to the role of insulin in the hippocampus, changes
in systemic insulin levels and sensitivity as a result of
metabolic disturbances may have a negative impact into
neuronal function. In fact, insulin effects on memory
performance have been documented in both humans and
animals. In rats, one dose of intracerebroventricular (icv)
insulin improves passive avoidance memory task [49] and
chronic intranasal administration by 1 week induced an
increase in object recognition memory in awake mice
[50]. In humans, the same procedure induces better perfor-
mance of hippocampal-dependent declarative memory in
healthy adults, obese men and young and postmenopausal
women [51-56]. Interestingly, the improvement of verbal
memory in Alzheimer’s disease (AD) and mild cognitive
impairment (MCI) patients induced by insulin was
dependent on the apolipoprotein E genotype [57].

Because insulin promotes cognitive performance in the
hippocampus, alterations in different elements of its signal-
ling pathway have been implicated in cognitive decline. For
example, icv infusions of the PI3-K inhibitor LY294002
blocked LTP maintenance in the hippocampus in vivo
[58]. Additionally, in vivo infusion of the PI3-K inhibitor
wortmannin together with LY294002 and the mTOR
inhibitor, rapamycin into the prefrontal cortex also inhibited
the long-term retention of trace fear memory [59].

A growing body of epidemiological studies, clinical anal-
ysis and animal models has associated insulin dysfunction
with diminished cognitive skills ranging from learning and
memory disturbances to MCI and even with AD [60-64].
These observations have led some groups to propose that
AD is fundamentally a metabolic disease with substantial
and progressive derangements in brain glucose utilization
and responsiveness to insulin [65-67]. Therefore, when
insulin signalling is disturbed, a specific form of InsRes may
develop as a brain-specific form of diabetes. In fact, there is
a current hypothesis of the ‘metabolic-cognitive syndrome’
and AD as a ‘type 3 diabetes mellitus’ [62,67,68]. However,
it is important to distinguish between the impact of insulin
signalling disturbances in the origin of cognitive alterations
and the brain insulin-mediated neuromodulatory effects. It
is also important to establish the relationship between
peripheral insulin levels and insulin contents and activity in
the brain. In this regard, a recent case—control designed epi-
demiological analysis has found that higher insulin circulat-
ing levels associates with slower cognitive decline and with
less brain atrophy at early steps of AD over 2 years; but in
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normal controls, higher insulin was associated with worse
performance and more rapid decline [68]. From these
results, it is possible to suggest that InsRes might have a role
in the development of AD, but once the neuropathology is
established, some changes occurring in AD brain also affect
peripheral insulin-mediated physiology.

In older adults without dementia, InsRes has detrimen-
tal long-term cognitive effects [69], and it was found that
high serum insulin levels associated with worse cognitive
performance in multiple domains, but it was not a
consistent predictor for AD cases [70]. Thus, these studies
point the necessity to expand current investigation to
better understand the timing of insulin effects with a
specific brain function and the interplay between systemic
and brain insulin signalling.

Based on experimental and clinical studies that support
arole for insulin in a variety of neuronal functions ranging
from energy production to plasticity events, particularly in
the hippocampus, insulin is currently being analysed as a
therapeutic tool to preserve cognitive function during
aging and in neurodegenerative diseases.

Epidemiological studies

Cumulative evidence derived from epidemiological stud-
ies has found an increased risk for diverse cognitive
disabilities in patients that carried different degrees of
metabolic alterations, ranging from obesity to T2DM.
Obesity in midlife was found to be associated with an
increased risk of dementia and AD in aging [71-74]. Also,
it was reported that in aged overweight women, an
increase in one point in body mass index, from age 70,
increased the AD risk by 36% [75]. Patients suffering of
metabolic syndrome have increased risk for presenting
cognitive decline, dementia and AD [76-83]. In the
same way, metabolic syndrome, InsRes and diabetic aged
patients had a decreased performance on cognitive test
and greater risk of developing MCI and AD. This
association was also found in insulin-treated diabetic
subjects [84-94]. It was also reported that T2DM in
midlife increases the risk for presenting AD later in life
and that T2DM accelerates the progression from MCI to
dementia [94,95]. It is of interest that centenarian
individuals that show increased sensitivity to insulin also
have decreased activity of its downstream effector, the
mammalian target of rapamycin (mTOR) [96]. Thus,
longevity seems to be associated with the reduced activity
of the insulin-mediated PI3-K/Akt/mTOR pathways, im-
plicating these signalling cascades as important targets
for pharmacological manipulation [96].

Even though epidemiological studies provide essential
information on the occurrence and association of
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metabolic alterations and cognitive impairment in
humans, they do not provide information about the mo-
lecular mechanisms of this relationship and the therapeu-
tic windows that allow the treatment of this metabolic
diseases before irreversible damage occurs in both, systemic
functionality and cognitive skills. Therefore, animal models
have been used to study the complex molecular and cellular
mechanisms underlying the metabolic component of
cognitive impairments associated to MCI and AD.

Animal models of metabolic diseases

Because obesity, InsRes, metabolic syndrome and T2DM share
some physiopathological traits, a number of animal models
have been designed for the study of more than one of these dis-
eases. They have been used for studying, among other things,
the association of insulin signalling and cognitive disabilities.

The relevance of the insulin/PI3-K pathway to the
development of AD biomarkers has been studied in a
mouse model of hyperinsulinemia in which systemic
insulin administration promoted tau phosphorylation as
shortly as 10 min after insulin administration [97]. In this
sense, it has been also demonstrated that insulin prevents
the phosphorylation of presenilin 1 via PI3-K/Akt, and in
this way, positively regulates Ap production [98].

High fat and sugar diets

One of the most widely used model for studying metabolic
alterations in non-transgenic animals is the use of high
fat and sugar diets (HFD) [1]. Both wild-type and obe-
sity-prone rodents develop obesity, dyslipidemia, InsRes
and some markers of metabolic syndrome after chronic
consumption of high-caloric diets, particularly those
supplemented with saturated fat and fructose [1,48,49].
HFD fed rodents show a deficient execution in memory
and learning tasks associated with structural and physio-
logical neuronal changes such as reduced number and
complexity of dendritic spines in CAl, altered establish-
ment of LTP and long-term depression, and diminished
DG neurogenesis [33,99-107]. The reduction of LTP and
synaptic plasticity in HFD models has been correlated
with a decreased expression of brain-derived neurotrophic
factor, cyclic adenosine monophosphate response element-
binding protein, and the synaptic proteins synapsin and
stargazin [99,102]. The intake of high fat and high choles-
terol diets for 8 weeks was also associated with loss of
dendritic integrity and signs of neuroinflammation with
gliosis and a reduced BBB integrity [103,108]. These find-
ings suggest a biological mechanism for the poor cognitive
performance after chronic HFD feeding. Interestingly, the
positive effect on intrahippocampal insulin administration on

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ld.

memory function is significantly reduced in rodents fed with
HFD demonstrating that the insulin-resistant state contributes
to an abnormal hippocampal memory processing [109].

Because rodents do not develop AD, several transgenic
mice have been developed to mimic the physiopathologi-
cal markers that accumulate in the AD brain, which are
the deposition of amyloid plaques and neurofibrillary
tangles (NFTs), formed by the amyloid-f protein (Ap)
deposits and the hyperphosphorylated tau, respectively
[15,110,111]. In several AD transgenic mice, HFD aggra-
vates the memory deficits and the amyloidogenic amyloid
precursor protein (APP) processing trough y-secretase
activity. Other pathological markers including AP deposi-
tion and inhibition of the AP clearing enzyme insulin
degrading enzyme (IDE) were also present. Additionally,
an increase in insoluble pool of tau, signs of neuro-
inflammation and increased markers of oxidative stress
are consistently observed in the brain of this transgenic
mouse models exposed to HFD [110,112-115]. Interest-
ingly in a non-transgenic model of AD, HFD drives an in-
crease of APP protein levels, correlating with
proinflammatory changes consisting of reactive gliosis
and elevated microglial TNFa production [111].

Strepzotocin-induced diabetes and its
relationship with AD-type dementia

This model of drug-induced diabetes has been widely
used in rodents for testing the effects of the lack of insulin
in the organism. Streptozotocin (STZ) is particularly toxic
to pancreatic f-cells; therefore, the lack of insulin mainly
mimics type 1 diabetes mellitus. STZ is taken into the B
cells because of the glucose portion of the molecule by
the low affinity glucose transport 2, and once inside the
cell, it induces prooxidant molecules such as nitric oxide.
The nitric oxide reacts with a form of oxygen, either
superoxide or oxygen, causing oxidative and nitrosative
stress that damages the DNA of the [ cells [116]. It has
been reported that STZ-diabetic rats have an impaired
performance in learning and memory tasks, associated
with dendritic and synaptic reduction, LTP impairment
and diminished hippocampal neurogenesis [117-120].
Another feature of this model includes the presence of
hippocampal tau phosphorylation [121-123]. When AD
transgenic mice are treated with STZ, hyperphosphorylated
tau became more insoluble and progressed to form NFTs, a
hallmark of AD pathology [124]. Moreover, an association
between insulin deficiency and accelerated Ap accumula-
tion has been also found by a mechanism dependent
of transcriptional activation of the APP cleaving en-
zyme 1 [125]. Additional evidence of the relationship
between insulin dysfunction, cognitive alterations and
dementia have arisen from the icv injection of STZ
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(icv-STZ) used as a model of AD-type dementia [126]. Iev-
STZ depletes insulin signalling in brain, leading to LTP im-
pairment and decreased cognitive performance in the hole
board task and the passive avoidance paradigm [126—
128]. At a molecular level, icv-STZ causes a diminished ex-
pression and activity of insulin signalling proteins, GLUT1
and GLUT3, a permanent-impaired brain energy metabo-
lism, mitochondrial function and increased oxidative stress
and neuroinflammation [126-130]. Impaired cognition on
icv-STZ models has been associated with a reduced expres-
sion, trafficking and function of NMDA and AMPA receptors
[130-132]. Also, it was found an increase in tau phosphor-
ylation, formation of NTFs and decreased microtubule-
binding of tau [130,131]. Reduced functions of the gluta-
mate receptors and tau phosphorylation have been linked
to an up-regulation of the enzyme GSK3p [128,129]. It
was also found that cholinergic dysfunction is present in
this model [129,133,134]. All these features closely resem-
ble AD alterations. Results obtained with the icv-STZ model
are in accordance to evidence showing that abnormalities in
brain glucose metabolism and insulin signalling in the hip-
pocampus precede cognitive alterations and AD pathogene-
sis [135-139]. It is also known that AD further increases
this insulin-deficient state [47,138].

Genetic and transgenic models of obesity,
InsRes, metabolic syndrome and T2DM

Zucker obese rats, db/db and ob/ob mice are leptin
receptor and leptin-deficient rodents, respectively. They
are used as a model for obesity, dyslipidemia, InsRes
and T2DM because they present hyperphagia and develop
obesity, hyperglycaemia and hyperinsulinemia [140-144].
Leptin, first discovered as the product of ‘the obesity gene’
is an adipokine involved in the control of food intake,
regulation of energy expenditure metabolism and adipose-
tissue mass, through its hypothalamic receptors [145].
Leptin gives signals of satiety and improves insulin signal-
ling, therefore stopping food intake [146]. In these obese
and InsRes rodents, a diminished hippocampal-dependent
memory associated with impaired LTP and long-term
depression in hippocampal CA1l region was reported
[147-150]. Also remarkable is a reduction synaptic
transmission correlating with decreased Ca**/Calmedulin-
dependent protein kinase II function in CAl and DG
[147,149]. It was reported a reduced insulin signalling and
impaired glucose metabolism in the brain of these rodents,
due to a reduced central nervous system (CNS) import
of insulin through the BBB and a decreased GLUT4 ex-
pression in the cell surface [150,151]. It has been found that
AD transgenic mice crossed with leptin-deficient mice pres-
ent an earlier and more severe onset of tau phosphoryla-
tion, as well as AP deposition, neurcinflammation and
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cognitive alterations [151]. These data provide direct
evidence of the relationship between the altered neuronal
metabolism regulated by a proper balance between
insulin/leptin and hippocampal functional damage.

Neuron-specific insulin receptor
knockout mice

To study the specific effects of insulin signalling in the
brain, a transgenic mice with a knock-out of the IR in
neurons was generated. These neuron-specific insulin
receptor knockout (NIRKO) mice present increased food
intake, diet-induced obesity and InsRes [152]. Addition-
ally, it has been reported an increased activation of GSK3f
accompanied by a more than threefold increase of tau
hyperphosphorylation [153], peointing out the role of
insulin signalling in the development of this characteristic
lesion of AD. However, NIRKO mice do not present
alterations in neuronal proliferation or survival, brain de-
velopment, glucose metabolism or memory performance
[152,153]. These data might indicate a role of InsRes as
a predisposing factor for development of AD but not a suf-
ficient condition for expressing all the neurodegenerative
features characteristic of this disease. This leads to the
suggestion that there are other signalling pathways that
can compensate the loss of insulin signalling on the brain
in NIRKO mice, that is, insulin-like growth factor 1 and
that there are alterations present in T2DM or InsRes that
affect insulin signalling as well as insulin-like growth
factor 1 and other compensatory signalling pathways
present not just in the brain, but also centrally.

Molecular changes in the hippocampus
caused by metabolic alterations and their
relationship with the expression of AD’s
markers

Because some of the effects of insulin in the hippocampus
are related with the establishment of synaptic plasticity,
neuronal growth, antioxidant protection and in some
degree, control of glucose metabolism (Figure 1), it is
not surprising that the impairment of insulin signalling
in hippocampus has a profound effect on LTP establish-
ment and cognitive performance. At a molecular level,
the disruption of synaptic IR/PI3-K/Akt/mTOR signalling
alters the rate of protein synthesis, mitochondrial func-
tion, neurotransmission and protein clearance, among
other synaptic processes (Figure 2). It is known that
insulin and A peptide have affinity and compete for the
IR binding and for IDE, the enzyme responsible for the
degradation and clearance of extracellular insulin and
AP [154,155]. In the AD synapse of a patient with
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Figure 2. Synaptic insulin signalling dysfunction. A decreased insulin signalling in synapses due to (a) insulin resistance, (b) insulin
absence, or both, promotes a decrease in membrane localization of GLUT4, AMPAR and NMDAR to the membrane, which leads to impaired
metabolism and glutamate neurotransmission. Insulin impairment promotes GSK3f activity and tau phosphorylation. Phosphorylated
tau does not bind to microtubules, most probably leading to microtubule instability and impaired nuclear transport. Reduced
metabolism, synaptic transmission and nuclear transport lead to synaptic damage and eventually, to synaptic loss

hyperinsulinemia, insulin will preferably bind IDE,
diminishing A clearance and promoting its oligomeriza-
tion into insoluble aggregates. On the other hand, AD
pathology will increase synapse insulin dysfunction
through Ap binding to the IR [47], increasing extracellular
insulin that will occupy IDE, in a vicious cycle (Figure 3).
Additionally, InsRes may lead to activation of GSK3f, one
of the kinases responsible for tau hyperphosphorylation
found in AD. This phosphorylation could contribute to
the insolubility and aggregation of tau, aggravating the
formation of NFTs already present in AD. Although the
pathophysiology of AD is a matter of intense study, a
promising area of research concerns the elucidation of
abnormal spatiotemporal integration of metabolic signals,
particularly those downstream of PI3-K/Akt/mTOR activity.
In line with this, it has been found a bidirectional

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Lud.

modulation of the APP metabolism by insulin in neuroblas-
toma cells: increasing the release of soluble APP [156], re-
ducing intracellular levels of AB40/42 and increasing
AP40/42 secretion [157]. Additional evidence shows that
PI3-K mediates a switch in the expression of neurotrophin
receptors, from the high affinity catalytic neurotrophin re-
ceptor that binds specifically nerve growth factor, TrkA, to
the low affinity neurotrophin receptor, p75NTR. The latter
favours sphingomyelinase activity, ceramide production
and the stabilization of j site of the APP cleaving enzyme,
suggesting that AB production depends on growth factors
and the cell metabolic state [158]. Several lines of evidence
suggest that hyperglycaemia is associated with cognitive
impairment and with structural alterations in the brain
[159]. Prolonged hyperglycaemia, dyslipidemia and oxida-
tive stress in diabetes result in the increased production
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Figure 3. Insulin signalling dysfunction in the Alzheimer’s disease synapse. In the Alzheimer’s disease synapse, the amyloidogenic
processing of amyloid precursor protein leads to AP peptide accumulation, forming aggregates, and ultimately plaques. Also,
hyperphosphorylated tau forms neurofibrillary tangles, which promote neuroinflammation and reactive oxygen species generation.
In addition to this, insulin signalling impairment leads to a reduced metabolism and glutamate neurotransmission, as well as an
additional increase in tau phosphorylation via GSK3p activation. Ap and insulin compete for binding to the insulin receptor and to
the insulin degrading enzyme, which leads to an increased synaptic insulin resistance state and to extracellular Ap accumulation.
All these effects aggravate the metabolic and synaptic dysfunction and lead to synaptic loss

and accumulation of advanced glycation end products
[130]. It has been reported that levels and activities of pro-
teins of the IR/PI3-K/Akt signalling pathway are decreased
in the autopsied frontal cortices from AD, T2DM and T2DM-
AD patients, particularly in IRS-1 and Akt [160,161]. The
PI3-K/mTOR pathway also plays an important role in
autophagy, a catabolic process that helps to maintain cellu-
lar homeostasis. The regulation of autophagy is intimately
associated with the control of cell growth, cell proliferation,
survival and death. Impairment of autophagy has also been
demonstrated in neurodegenerative diseases, in which
proteins inclusion and damaged organelles are present in-
side the neurons [162]. It is of interest the recent finding
that the hormone glucagon-like peptide-1 facilitates insulin
signalling, opening the possibility of using analogues of this
hormone to improve cognition in AD [163,164].

Conclusions

Growing data point that insulin plays a critical role as
cognitive modulator. Thus, evidence presented here

Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.

strongly suggests that metabolic alterations including
obesity, InsRes, metabolic syndrome and T2DM produce
systemic and possibly brain InsRes that modify hippocam-
pal physiology increasing the risk of age-associated
cognitive impairments, MCI and finally, AD. One of the con-
clusions obtained from the studies mentioned is that insulin
function in the brain could be explained with an inverted U
graph: too litte insulin (as in type 1 diabetes mellitus and
T2DM) or too much insulin (as in metabolic syndrome
and InsRes) would have reduced insulin-dependent func-
tions on neurons. Hypoinsulinemia obviously leads to the
reduction of insulin signalling because there is no insulin
production. Paradoxically, hyperinsulinemia leads to a
‘hypoinsulinemic state’ in the brain, because it leads to
InsRes that ultimately represents the clinical outcomes of
impaired insulin-dependent function in the CNS. It is
noteworthy to mention that even though InsRes is the
medullar pathology of metabolic alterations, there are
several metabolic consequences that should be also be taken
into consideration when studying the relationship between
metabolic alterations and cognitive impairment. Some of
them are the following: dyslipidemia, hypercholesterolemia,
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alrered vascular dynamics and inflammadon, among others,

It is of utmost importance that the extensive basic research

showing the mechanisms behind the associarion berween
metabolic alterations and cognidve impairment helps w the
early detecion and treamment of these patients. The oppor-

232879.

mne treamment of metbolic alterarions focusing on
neuroprotection could be employed to delay the onset of cog-
nitive impairment. On the other hand, metabolic-based ther-

apies and drugs could be used in the future in M, dementia

and AD patients to alleviate their symptoms and treat their
diseases in a more comprehensive way.
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Planteamiento del problema

A pesar de que se conocen las consecuencias perjudiciales de la obesidad y resistencia a la
insulina sistémica sobre la memoria y la cognicién, se desconoce si éstas se asocian con
cambios en la sensibilidad a insulina hipocampal. Adicionalmente, aunque se han descrito
algunos efectos de las dietas HFFD a largo plazo en el hipocampo, se desconoce el impacto
que tiene la administracién de HFFD a corto plazo sobre la estructura y funcién del

hipocampo.

Importancia del proyecto

México ocupa el primer y segundo lugar mundial en prevalencia de obesidad infantil y
adulta, respectivamente, lo que coloca el estudio de las causas y consecuencias de esta
epidemia como prioritario para entender sus implicaciones en salud, su papel en la
fisiopatologia de una gran cantidad de enfermedades crénico-degenerativas y desarrollar
enfoques farmacolégicos mds racionales y efectivos. En este sentido, a pesar de la
prevalencia creciente y del claro efecto dafino para los individuos y la sociedad, todavia no
se conoce el impacto que el consumo de dietas hipercaléricas, asociadas con el desarrollo de
obesidad y resistencia a la insulina, tienen sobre sistemas de alta tasa metabdlica y gran
plasticidad como es el sistema nervioso central. De hecho, trabajo experimental y estudios
epidemioldgicos apuntan a la presencia de resistencia cerebral a la insulina como un evento
central de la fisiopatologia de la Enfermedad de Alzheimer. Sin embargo ningtin trabajo ha
abordado el andlisis del impacto a corto plazo que el consumo de dietas altas en grasa y
fructosa (que emula en buena medida el tipo de dieta hipercalérica del mexicano), en el
desarrollo de resistencia a insulina en el hipocampo, una de las regiones de mayor
plasticidad cerebral y una de las mds vulnerables al dano en la EA.

Es por ello que el presente trabajo presentamos un modelo de estudio de desarrollo de
obesidad y resistencia a la insulina cerebral asociado con cambios estructurales y
bioquimicos en esta regién que permitird ahondar en el conocimiento sobre el control del

metabolismo sistémico y la funcién cerebral mediados por insulina.
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Hipétesis

La administracién subaguda de una dieta alta en grasa y fructosa inducird cambios en la
sensibilidad a la insulina en el hipocampo, la cual estard asociada a modificaciones
morfoldgicas, estructurales, bioquimicas y funcionales que se relacionen con la pérdida de

plasticidad en esta region.

Objetivo general

Evaluar las alteraciones de la via de la insulina en el hipocampo en un modelo de obesidad y
resistencia a la insulina sistémica debida a la ingesta subaguda de una dieta alta en grasa y
fructosa (HFFD), asi como estudiar modificaciones neuronales y gliales asociadas a la

pérdida de plasticidad, debidas al consumo de esta dieta.

Objetivos particulares

Desarrollar un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica debida a la

administracién subaguda de HFFD en ratas. Evaluar:

1.  Alteraciones en la via de sefalizacién de la insulina IRS-1/PI3-K/Akt en el
hipocampo.

2. Activacién de la via mTOR/S6K por la administracién de altas grasas y azidcares.

3.  Impacto funcional de la resistencia a la insulina hipocampal, mediante determinacién
de la actividad mitocondrial sindptica en respuesta a la insulina.

4.  Cambios morfolégicos neuronales relacionados con pérdida de la plasticidad
hipocampal.

5.  Alteraciones en proteinas estructurales asociadas al citoesqueleto asociadas a cambios
morfoldgicos y a las alteraciones metabélicas encontradas.

6.  Marcadores de inflamacién hipocampal relacionados con la obesidad.
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Materiales y métodos

Animales y dietas — Los animales fueron manejados de acuerdo a las reglas del Comité de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IBB. Se utilizaron ratas macho de la cepa
SpragueDawley de 250-270g (Harlan, Facultad de Quimica, UNAM). Las ratas fueron
almacenadas en condiciones estdndar con ciclos de 12 horas de luz/obscuridad y fueron
divididas en dos grupos y alimentadas durante 7 dias como se describe a continuacién: el
grupo control (ctrl) (n=30) fue alimentado con chow estdndar de roedor (3kcal/g, Harlan) y
agua, mientras el grupo de dieta alta en grasa (HFD) (n=30) fue alimentado con chow
estindar de roedor complementado con 10% de manteca animal (5.4 kcal/g Bio-Serv) y
agua complementada con 20% de jarabe de alta fructosa (0.83 kcal/ml, miel de maiz Karo).
Todas las ratas tuvieron acceso ad libitum a la comida y agua. Algunos animales de ambos
grupos recibieron un bolo de insulina intraperitoneal. En todos los casos, removimos la
comida de las jaulas en la manana de los experimentos. Después de 5 horas de ayuno, las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (80mg/kg) y sacrificadas. A las ratas que
recibieron bolo de insulina se les aplicé una inyeccién intraperitoneal de insulina (5U/kg)

después de la anestesia, y fueron decapitadas 15 min después de recibir el bolo.

Determinacién de la glucosa, insulina y leptina séricas — Se obtuvo sangre de los
animales posterior a su decapitacién. Se recolect6 suero por centrifugaciéon y se almacené a -
20°C. Para la determinacién de la concentracién de glucosa se utilizé un medidor de
glucosa estindar OneTouch Ultra. Se realizaron determinaciones de concentracién de
insulina y leptina por duplicado mediante un radioinmunoensayo de fase sélida 1125. La
sensibilidad del ensayo fue de 0.04 ng/ml para la insulina y de 0.08 ng/ml para leptina. Los

coeficientes de variacidn intraensayo e interensayo fueron de 4% y 6%, respectivamente.

Obtencién de lisados y Western blot — Las ratas fueron anestesiadas y decapitadas como
estd descrito previamente. Se extrajeron los hipocampos y se congelaron los tejidos
inmediatamente a -20°C. Se realiz6 un homogenado mecdnico, posteriormente se lisaron

los tejidos por 20 min. y se sonicaron con 20 pulsos de 1 seg a 4°C en buffer de lisis RIPA
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complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Las muestras fueron
centrifugadas a 14,000 RPMs por 15 min a 4°C y se recolectaron los sobrenadantes. Se
determiné la concentracién de proteina de las muestras usando un kit de BCA. Los lisados
fueron hervidos con buffer Laemmli y se sometieron a electroforesis SDS-PAGE en geles
de 10% acrilamida. Posteriormente, se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa en condiciones estdndar. Las membranas fueron bloqueadas con TBS-t 5%
leche descremada y posteriormente se incubaron con alguno de los siguientes anticuerpos
primarios a 4°C toda la noche: anti-pIR (1:1,000); anti-pIRS-1 (1:250); anti-pAkt
(1:1,000); anti-pS6K (1:250); anti-pTau (1:2,000); anti-SYP (1:1,000); anti-tubulina
(1:30,000). Posteriormente, las membranas fueron lavadas e incubadas con anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rdbano, segtin el caso (anti-mouse IgG o anti-
rabbitlgG HRP-conjugated). Finalmente, se revelaron las membranas con un kit de
bioluminiscencia en placas Kodak X-Omat. Se realizé un andlisis densitométrico de las
bandas obtenidas y para normalizar los datos, se dividieron los valores obtenidos de cada
banda con su respectivo control de carga y se obtuvo una relacién. Este valor fue

convertido a porcentaje del control en cada experimento.

Obtencién de sinaptosomas — Se decapité a las ratas sin previa anestesia y se obtuvieron
los hipocampos. Para obtener la fraccién sinaptosomal se utilizé el método de Loscher
modificado (Heras-Sandoval et al. 2012). Brevemente, se homogenizaron los hipocampos
en una solucién de sacarosa 0.32 M y HEPES pH 7.2 y posteriormente se centrifugaron a
1000 g por 10 mins. El sobrenadante se deposité sobre una solucién de sacarosa 1.2M y se
centrifugaron las muestras a 32,500 g por 30 mins. Posteriormente se colecté la interfase
del gradiente y se diluyé en una solucién de sacarosa 0.32 M a un volumen final de 2 ml.
Esta solucién se deposité sobre 1 ml de sacarosa 0.8 M y se centrifugé por 30 min a 32,500
g. el botén sindptico obtenido se resuspendié en 2 ml de solucién de Locke pH 7.2.
Finalmente, se tomaron alicuotas de 200 ul de cada grupo y se realizaron ensayos de
reduccién de MTT. Todo este protocolo se llevé a cabo a 4°C y sobre hielo. A los grupos
tratados con insulina se les agregd insulina 100nm y se incubd en agitacién durante 15

mins a 37° C.
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Determinacién de la reduccién de MTT — Para evaluar la funcién mitocondrial se
examing la actividad redox mitocondrial a través de la conversién de las sales de bromuro
de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico o MTT, a cristales de formazdn al ser
reducidos por la cadena respiratoria mitocondrial. Se disolvié el MTT en PBS a una
concentracién de 5 mg/ml y se agregd a los sinaptosomas al 10% (v/v). Se dejé incubar
durante 45 mins. A 37°C en agitacién y posteriormente los sinaptosomas se centrifugaron a
15,000 rpm por 5 min, se removié el sobrenadante y se agregaron 500 pl de isopropanol
dcido. Se cuantific6 la absorbancia de cada muestra leyendo a 570 nm en un

espectrofotdmetro.

Histologia e inmunohistoquimica — Las ratas fueron perfundidas transcardialmente con
buffer de fosfatos (PBS) y paraformaldehido al 4%. Se removieron los cerebros y se
guardaron a 4°C en paraformaldehido. Posteriormente, los cerebros fueron colocados en
soluciones de sacarosa al 20% y 30% por 24 h cada una y cortados coronalmente en
secciones de 30 um utilizando un criostato a -20°C. Las rebanadas coronales se incubaron a
temperatura ambiente en flotacién con PBS/0.25% Triton X-100 y 0.3% H2O2 por 30
min. y posteriormente se fijaron por 2 hrs. con PBS/5% BSA. Posteriormente, las
rebanadas se incubaron toda la noche a 4°C en solucién de fijado con los siguientes
anticuerpos: anti-GFAP (1:500), anti-Ibal (1:250), anti-MAP-2 (1:500). Después de la
incubacidn, se lavaron las rebanadas tres veces con PBS por 5 min. y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-ratén o anti-conejo biotinilado (1:500) del kit Vector.
Finalmente, se utiliz6 el kit ACB-biotina-avidina-peroxidasa de Vector y se revelé la
reaccién con tetrahidroclorato de diaminobencidina como sustrato de la peroxidasa. Todas

las imdgenes fueron capturadas con una cdmara digital montada en un microscopio Zeiss,

Axioskop 40.

Densitometria de MAP-2 y cuantificaciones de GFAP — Para la densitometria de MAP-
2 se tomaron tres o cuatro secciones de 100pm x 100pum de imdgenes tomadas a 20x del

estrato piramidal de CA1 y de la capa granular del giro dentado. Se calculd la intensidad de
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pixel promedio en estas secciones de forma automdtica utilizando Image]. Para el conteo de
células GFAP positivas, se contaron de forma manual los astrocitos presentes en cuatro
secciones diferentes por animal, de imdgenes tomadas a 20x en el estrato radiado de CAl y
en el giro dentado. Las células se contaron cuando sus procesos fueran completos y se
observaran claramente los nucleos. Para el cdlculo del drea se utilizé Image], se usaron
amplificaciones 40x y se seleccioné de forma manual la forma de cada astrocito para el

conteo.

Tincién de Golgi, andlisis de Sholl y conteo de espinas dendriticas — Se utiliz6 el kit
FD Rapid Golgi Stain y se siguieron las instrucciones del proveedor. Se obtuvieron
rebanadas coronales de 150pm utilizando un vibratomo. Para el andlisis de Sholl, se
obtuvieron trazos de neuronas individuales obtenidas a magnificaciones 20x y se us6 un
plug-in de Image] para el andlisis automdtico
(http://labs.biology.ucsd.edu/ghosh/software/). Para el conteo de espinas dendriticas, se
obtuvieron imdgenes a 40x y se contaron segmentos de 10um de longitud. Se seleccionaron
s6lo dendritas secundarias y terciarias y se realizd el conteo de espinas de forma manual. No
se contaron mds de tres segmentos en la misma dendrita. Ambos andlisis fueron llevados a

cabo en un andlisis de doble-ciego.

Anilisis estadistico — Los resultados representan el promedio + SEM. Se realizaron
comparaciones entre grupos utilizando el andlisis de t de Student no pareado y ANOVA de
dos vias con un test post hoc de Tukey. La correlacién de los niveles de insulina y leptina
séricos se realizd con la prueba de Spearman. La correlacién del peso hipocampal con la
ingesta calérica de cada rata fue determinada con una regresién lineal. Una p <0.05 fue

considerada significativa. Se utiliz6 GraphPad 6 para las gréficas y el andlisis estadistico.
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Resultados I. Modelo iz vivo de administracién subaguda de dietas altas

€n grasa'y fructosa en ratas

“‘Short-term high-fat-and-fructose feeding produces insulin signaling alterations, dendritic and

synaptic loss and astroglial response in the rat hippocampus”
Calvo-Ochoa Erika, Herndndez-Ortega Karina, Ferrera Patricia, Morimoto Sumiko, Arias

Clorinda. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 2014. 34(6):1001-8. doi:
10.1038/jcbfm.2014.48.
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Desarrollo y validacién de un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica
debida a la administracién subaguda de dietas alta en grasa y fructosa (HFFD) en

ratas

Para el desarrollo del modelo nos basamos en estudios previos que reportan que 3 dias de
alimentacién con HFFD producen resistencia a la insulina hepdtica, y que 7 dias producen
resistencia a la insulina sistémica (Wang et al., 2001; Samuel et al., 2004). Se alimentaron
ratas macho Sprague Dawley jévenes de 240 — 260 g durante siete dias ad libitum con una
dieta control (ctrl) consistente en chow para roedor (Harlan 2018S) y agua bidestilada, o
con una dieta alta en grasa y fructosa (HFFD) que consistié en chow para roedor
complementado con 10% de manteca animal (BioServ) y agua complementada con 20% de
jarabe de alta fructosa (miel de maiz comercial). Los valores nutrimentales de ambas dietas

se presentan en la Tabla 1.

ctrl HFFD
Contenido energético chow 3 Kcal/g 5.4 Kcal/g
Contenido energético agua 0 Kcal/ml 0.832 Kcal/ml

Tabla 1. Dietas utilizadas

Posteriormente se determiné el estado metabélico de los animales control mediante la
evaluacién de pardmetros nutricionales, metabélicos y hormonales. Encontramos que la
ingesta de HFFD por 7 dias produce hiperfagia, obesidad y resistencia a la insulina
sistémica. El grupo HFFD consumié mds alimento (43.8%, p < 0.05) y agua (33%, P <
0.05) que los controles, resultando en un incremento significativo de la ingesta calérica

(254%, P < 0.001), y ganancia de peso (132%, P < 0.001) (Figura 4).

Adicionalmente, estudiamos la sensibilidad sistémica a la insulina en las ratas mediante la
determinacién de la captura de glucosa inducida por insulina. Para ello se midieron los
niveles de glucosa séricos en ayuno en condiciones basales y 15 minutos después de la

inyeccién de un bolo de insulina intraperitoneal (5 U/kg) (Figura 5).
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Figura 4. Evaluacién de pardmetros nutricionales. Determinacién de: A) consumo de alimento,
B) consumo de agua, C) ingesta calérica y D) ganancia de peso en ratas control y HFFD. Se

muestra el promedio y el error estdndar. n=10-12 ratas por grupo. * P <0.05, ** P <0.01 vs. ctrl.
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Figura 5. Determinacién de la captura de glucosa sérica. Concentracién de la glucosa sérica en
animales ayunados en estado basal (ctrl) y en animales tratados con un bolo de insulina
intraperitoneal de 5 U/kg por 15 min. (+INS). Se muestra el promedio y el error estdindar. n=6-10

ratas por grupo. ns: no significativo, * P <0.05 vs. ctrl. ns: no significativo.
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En primer lugar encontramos que los niveles basales de glucosa en ayuno no difieren entre
grupos. Posteriormente, observamos que la administracién de insulina por 15 minutos
disminuye los niveles séricos de glucosa de forma significativa en las ratas control (24.7%,
P < 0.05) pero no asi en las ratas HFFD (9%, ns). Lo anterior sugiere que las ratas HFFD

presentan una disminucién sistémica en la sensibilidad a la insulina.

Para complementar estos datos, determinamos los niveles séricos de dos hormonas
metabdlicas implicadas en el desarrollo de resistencia a la insulina sistémica: insulina y
leptina. Encontramos que no hubo cambios significativos en los niveles séricos de insulina
en las ratas HFFD (55.3%, ns). Sin embargo, es importante mencionar que a pesar de que
no se obtuvo significancia estadistica, se observan diferencias en la distribucién de los
grupos, donde algunas de las ratas HFFD presentan valores més altos de insulina sérica
(Figura 6). Por el otro lado, observamos que los niveles séricos de leptina aumentaron de
forma significativa en las ratas HFFD comparadas con las controles (94.5%, P < 0.001). Se
sabe que en alteraciones metabdlicas como la obesidad y la resistencia a la insulina los
niveles de leptina se encuentran aumentados, y que existe también una resistencia a la
leptina a nivel hipotaldmico (Sahu, 2003; Munzerberg et al. 2004). Adicionalmente, varios
grupos han reportado que la relacién entre los niveles de insulina y leptina puede usarse
como un marcador de alteraciones metabélicas en humanos y en modelos murinos (Silha et
al. 2003; Inoue et al. 2006; Baban et al. 2010). En este sentido, encontramos una
correlacion positiva entre los niveles de ambas hormonas en las ratas HFFD (r?=0.6697,
p=0.028). En conjunto, estos datos indican que las ratas HFFD desarrollan resistencia a la

insulina sistémica.
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Figura 6. Determinacién de los niveles séricos de insulina y leptina. Concentracién de A)
insulina y B) leptina en animales ayunados. C) Anilisis de Spearman en el que se muestra una
correlacién positiva entre la concentracién de los niveles séricos de insulina y leptina en animales
ctrl y HFFD. Se muestra el promedio y el error estdindar. n=6-10 ratas por grupo. ** P <0.001 vs.

ctrl.

La ingesta subaguda de HFFD produce cambios en la sensibilidad a la insulina

hipocampal, asociado a activacién de la via de mTOR/S6K

Ya establecido que nuestro modelo de administracién de dieta alta en grasa y fructosa por
siete dfas (HFFD) produce obesidad y resistencia a la insulina sistémica, nuestro siguiente
objetivo fue evaluar si también se producian cambios en la sensibilidad a insulina
hipocampal. Para ello, estudiamos la activacién de diferentes proteinas de la cascada de

senalizacidn de la insulina en estado basal (es decir, sin afadir insulina externa
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Figura 7. Estudio de la sefializacién de insulina hipocampal. Western blot de proteinas de la via
de sefalizacién de insulina: (A) p-Y1146-receptor de insulina (pIR), (B) p-Y608-sustrato del
receptor de insulina 1 (pIRS-1) y (C) p-S473-Akt. Se muestran western blots representativos asi
como el histograma del andlisis densitométrico. Se graficé el promedio y error estindar. n=6-10

ratas por grupo. *P<0.05, **P<0.01 vs. ctrl.

en el hipocampo de ratas control y HFFD. Para ello, realizamos ensayos de western blot de
diferentes proteinas fosforiladas en su sitio de activacién. En primer lugar, estudiamos la
fosforilacién del receptor de insulina (p-IRY1146), y encontramos que no hay diferencias
entre los grupos control y HFFD (3%, n.s.) (Figura 7). Lo anterior sugiere que: 1) los
niveles de insulina disponibles en el hipocampo son equivalentes en ambos grupos de ratas
y 2) los niveles del receptor de insulina, asi como su funcionabilidad son equiparables.
Posteriormente, examinamos la fosforilacién de los efectores de la via de insulina: IRS-1 (p-
IRS-1Y608) y la cinasa Akt (p-AktS473). En ambos casos, encontramos una disminucién
considerable en la activacién de estas proteinas en las ratas HFFD (51%, P<0.001 y 25%,
P<0.05, respectivamente). Estos datos indican que la HFFD promueve una resistencia a la
insulina hipocampal, ya que a pesar de que existe una activacién del receptor de insulina
equivalente en los hipocampos de ratas control y HFFD, las proteinas efectoras de la via de

la insulina no se activan eficientemente en las ratas HFFD.
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Figura 8. Estudio de la sefializacién de mTOR/S6K en el hipocampo. Western blot de p-
S6KT389. Se muestran western blots representativos asi como el histograma del andlisis

densitométrico. Se grafic6 el promedio y error estindar. n=10 ratas por grupo. **P<0.01 vs. ctrl.

En basqueda de un posible mecanismo molecular detrds de la disminucién de la
sensibilidad a la insulina hipocampal que encontramos, decidimos analizar el estado de
activacion de la via mTOR/S6K. Se sabe que esta cinasa promueve la disminucién a la
sensibilidad a insulina debida a dietas altas en grasas en tejidos como el higado, musculo y
el hipotdlamo en el SNC (Ono et al. 2008; Oh et al. 2013). mTOR puede ser activada por
diferentes factores de crecimiento, hormonas y nutrientes, entre ellas la insulina. Como ya
se describié en la introduccién, la via de mTOR/S6K se encuentra rio debajo de Akt
cuando es activada por la insulina, pero también puede ser activada directamente por
nutrientes. Sin embargo, no existe informacién sobre el estado de activacién de la via
mTOR/S6K en el hipocampo en modelos de dietas altas en grasas. Debido a lo anterior, se
analizé el estado de fosforilacién del efector de la via, la cinasa S6K (p-S6KT389) en el
hipocampo. Encontramos que existe un aumento significativo en la activacién de S6K en
las ratas HFFD comparadas con los controles (71.9%, P<0.001) (Figura 8). Esto muestra
que en el hipocampo de las ratas HFFD la via de mMTOR/S6K se activa preferencialmente
por nutrientes, y no se disminuye su actividad a pesar de que existen fenémenos de
resistencia a la insulina hipocampal, lo que sugiere que esta via pudiera ser la responsable de

la resistencia a la insulina hipocampal observada.
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La resistencia a la insulina hipocampal producida por HFFD se asocia con disfuncién

mitocondrial en respuesta a la insulina en sinapsis aisladas del hipocampo

Ya que la dieta HFFD produce una disminucién de la respuesta a la insulina en el
hipocampo, quisimos explorar las posibles consecuencias funcionales que estos cambios
pueden tener en las neuronas hipocampales, de forma particular en las sinapsis. Estd bien
establecido que la obesidad y la resistencia a la insulina se caracterizan por una disminucién
en marcadores de actividad y metabolismo mitocondrial (Bonnard et al. 2008; Turner y
Heilbronn, 2008; Cheng et al. 2010). Por otro lado, nuestro grupo de investigacién reportd
que la insulina aumenta la actividad respiratoria mitocondrial en terminales sindpticas
aisladas de hipocampo de rata (Heras-Sandoval et al. 2012). Teniendo estos antecedentes,
se evalto si la HFFD modifica la respiracién mitocondrial debida a insulina en terminales
sindpticas aisladas. Para ello, se realizaron ensayos de respiracién mitocondrial por
reducciéon de MTT en sinaptosomas. Nuestros resultados muestran que la insulina aumenta
la respiracién mitocondrial en las terminales sindpticas aisladas de neuronas de ratas control
(18.4% P<0.05) (Figura 9). De forma interesante, en el grupo HFFD no sélo no se observa
este aumento en la respiracién mitocondrial, sino que se observa una disminucién con
respecto al control sin insulina (75.4% P<0.001). No se encontraron diferencias entre
grupos ctrl y HFFD sin insulina. Estos datos sugieren que la resistencia a la insulina
hipocampal producida por la HFFD tiene consecuencias funcionales en las sinapsis a nivel
mitocondrial, posiblemente mediante un desacoplamiento mitocondrial que ocurre en

presencia de insulina.

La administracién de HFFD produce una disminucién del peso del hipocampo

Debido a que los déficits cognitivos asociados al consumo de HFFD pueden relacionarse
con alteraciones morfoldgicas y estructurales en las neuronas hipocampales, quisimos
evaluar diversos pardmetros de integridad, estructura y morfologia hipocampal. En primer
lugar se observé una reduccién significativa en el peso himedo del hipocampo en el grupo

HFFD en comparacién con las ratas controles (19.5% P<0.05) (Figura 10).
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Figura 9. Evaluacién de la actividad mitocondrial en sinaptosomas. Se realiz6 un ensayo de
reduccién de MTT en sinaptosomas de ratas ctrl. y HFFD, en ausencia y presencia de insulina
100 nm por 15 minutos. Se graficé el promedio y error estindar. n=10 ratas por grupo, por

triplicado. *P< 0.05, **P<0.01 vs. ctrl. ns: no significativo.

Adicionalmente, se encontré una correlacién positiva entre la disminucién del peso
hipocampal y la ingesta calérica de cada rata (r=0.7622) lo que sugiere que este efecto en la
pérdida de peso en el hipocampo se relaciona a la administracién la dieta HFFD
hipercalérica. De manera interesante, no se encontraron diferencias entre el peso del
cerebro total entre ratas HFFD y controles, lo que muestra que los efectos de la HFFD
sobre la pérdida de peso del hipocampo son especificos de esta zona, y sugiere que esta drea
presenta una vulnerabilidad particular a los componentes de la dieta o a alguna de las

alteraciones metabdlicas que ésta produce.

La HFFD promueve una disminucién en la arborizacién dendritica en neuronas

hipocampales sin afectar el tamafio o niimero de somas neuronales

Para estudiar si la disminucién en el peso del hipocampo en las ratas HFFD se debe a
alteraciones estructurales del hipocampo, se realizé un estudio histolégico de esta regién
mediante tinciones de Nissl. No se encontraron cambios evidentes en la forma, el tamafio o

la apariencia de las capas neuronales de ninguna de las regiones del hipocampo en las ratas

HFFD (Figura 11).
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Figura 10. Andlisis del peso del hipocampo. A) Determinaciones del peso himedo de
hipocampos disectados. B) Anilisis de regresién lineal entre el peso del hipocampo y la ingesta
calérica por animal. C) Determinaciones del peso himedo de cerebros completes disectados. Se
graficé el promedio y error estdndar. n=10 ratas por grupo para A), n=5 ratas por grupo para C).

*P< 0.05 vs. ctrl.

Ya que el colorante usado en la técnica de Nissl tifie exclusivamente los somas neuronales se
realizaron tinciones de Golgi, que permiten visualizar a la neurona completa, para realizar
un andlisis morfolégico mds detallado de las regiones neuronales que presentan mayor
plasticidad: las dendritas y las espinas dendriticas. Primero, para estudiar la complejidad de
la arborizacién dendritica de las neuronas se realizaron andlisis de Sholl. Este anilisis
consiste en trazar circulos concéntricos alrededor del soma neuronal hacia la periferia y
posteriormente se grafica el nimero de intersecciones de las dendritas con cada circulo
(Sholl, 1953). Se encontré que neuronas piramidales del drea CAl de ratas HFFD
presentan una disminucién en la arborizacién dendritica de 100 pm a 300 um a partir del

soma de dendritas tanto apicales como basales (Figura 12).
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Figura 11. Andlisis histolégico del hipocampo. Tincién de Nissl del hipocampo. Panel superior:
Reconstruccién del hipocampo completo de imdgenes 10x. Panel medio: CAl. Panel inferior: Giro
dentado. n=5 ratas por grupo. Barra de escala: 100 pm. Recuadros correspondientes a 200 pm. Pyr,

stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gel, capa granular; H, hilus.
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Figura 12. Andlisis morfolégico de neuronas piramidales del hipocampo. (A) Trazos
representativos de neuronas control (ctrl) y HFFD tefiidas con Golgi, asi como la representacién
grafica de los pardmetros del andlisis de Sholl realizado (circulos concéntricos: 20 pm). (B) Gréfica
del andlisis de Sholl en neuronas ctrl y HFFD. Se muestra promedio y error estdndar. n=3 a 5
neuronas por rata; 4 ratas por grupo. Barra de escala: 100um. ns: no significativo, *P < 0.05, *P <

0.001 vs ctrl.

La disminucién de la arborizacién dendritica por HFFD se relaciona con una

reduccién en marcadores sindpticos en neuronas hipocampales

Posteriormente, se estudié el ndmero de espinas dendriticas en neuronas piramidales de

CA1 tenidas con Golgi y se encontré que las ratas HFFD presentan una disminucién

significativa en el nimero de espinas en dendritas apicales (81% P<0.001) y basales (83%
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P<0.05) con respecto a los controles (Figura 13). Adicionalmente, para confirmar que esta
reduccién en el nimero de espinas dendriticas en ratas HFFD se relaciona con una
disminucién en las sinapsis, determinamos el contenido total de la proteina presindptica
sinaptofisina y observamos una disminucién significativa comparada con las ratas controles
(82% P<0.05) (Figura 13). Los datos anteriores muestran que la administracién de HFFD
produce cambios morfolégicos importantes en las neuronas hipocampales de CAl. Estos

cambios podrian subyacer a la pérdida de peso hipocampal observada en las ratas HFFD.
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Figura 13. Estudio de marcadores sindpticos. (A) Conteo de espinas dendriticas en dendritas
apicales y basales de neuronas piramidales de CAl. (B) Dendritas representativas de neuronas
control y HFFD tefiidas con Golgi. (C) Western blot representativo y densitometria del contenido
total de sinaptofisina. Se muestra promedio y error esténdar. n=15-20 segmentos de 10 pm tomados
de 6-12 neuronas por rata; 4 ratas por grupo para (A), n=8-10 ratas por grupo para (B). Barra de

escala: lpm. *P<0.05, *P < 0.001 vs curl.



La disminucién de arborizacién dendritica y sindptica por HFFD en neuronas
hipocampales se relacionan con alteraciones en las proteinas asociadas al citoesqueleto

MAP-2 y tau

Debido a que se observaron reducciones significativas en las dendritas y espinas de las
neuronas hipocampales de CA1 de ratas sometidas a HFFD, quisimos estudiar si existian
cambios en proteinas asociadas al citoesqueleto que se relacionaran con estos fenémenos, ya
que estas proteinas regulan la dindmica de remodelacién dendritica, sindptica y axonal. Una
de las proteinas que brindan mayor estabilidad estructural a las dendritas es la proteina
asociada a microtiibulos 2 (MAP-2). Por ello, se determiné la presencia de MAP-2 en el
hipocampo mediante una inmunohistoquimica. Un posterior andlisis cuantitativo revel6
una reduccién en la tincién de MAP-2 en las ratas HFFD tanto en CAl (29.78%,
P < 0.001) como en el giro dentado (18.75%, P < 0.001) con respecto a ratas control
(Figura 14). Se observa ademds de esta disminucién en las neuronas de las ratas HFFD,
una redistribucién de MAP-2 hacia el soma neuronal, asi como un adelgazamiento en las
dendritas. Dicho adelgazamiento también se observa en las tinciones de Golgi (Figura 13).
Estos datos muestran que la reduccién en la complejidad de la arborizacién dendritica
observada en las ratas HFFD se asocia a un adelgazamiento en las dendritas y a cambios en

la distribucién y presencia de MAP-2 en estas regiones neuronales.

Ademids de MAP-2, decidimos estudiar otra proteina asociada a microtdbulos axonal, tau.
La hiperfosforilacién de tau en varios residuos se ha relacionado con el desarrollo de la
Enfermedad de Alzheimer, demencias y algunas enfermedades neurodegenerativas llamadas
tauopatias (REFs). Ya que tau puede ser fosforilada por GSK3, una cinasa que es regulada
directamente por la via de sehalizacién de la insulina, decidimos estudiar si los residuos
fosforilados por esta cinasa (§199/202) se encontraban alterados en el hipocampo de las
ratas HFFD. Encontramos que la fosforilacién de tau en el residuo S199/202 se incrementa
de forma significativa en el hipocampo de las ratas HFFD (52%, P<0.001) (Figura 14).
Estos resultados demuestran que la administracién de HFFD produce cambios importantes

en proteinas asociadas a microtiibulos axonales y dendriticas en neuronas hipocampales.
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Figura 14. Andlisis de proteinas asociadas al citoesqueleto neuronal. (A) Inmunohistoquimica
de la proteina asociada a microtdbulos 2 (MAP-2) en CAl (A-D) y giro dentado (GD) (E-H). (B)
Densitometria de la intensidad de seial de MAP-2 en CA1 y en giro dentado (GD). (C) Western
blot representativo y densitometria de ptau (§199/202). Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum
radiatum; Gel, capa granular; H, hilus. Se muestra promedio y error estdndar. n=4 ratas por grupo

para (A), n=8 ratas por grupo para (C). ** P < 0.001 vs ctrl.

La ingesta de HFFD promueve la activacién de astrocitos y microglia hipocampales

Debido a que las alteraciones metabdlicas como la obesidad, la resistencia a la insulina y el
sindrome metabélico presentan inflamacién de bajo grado (Cancello et al. 2006; Lasselin et
al, 2014), se ha estudiado el papel de agentes inflamatorios en el desarrollo de las
comorbilidades de dichas alteraciones. Dentro de estos estudios se ha descrito que en
modelos de obesidad murina por HFFD presentan inflamacién y astrogliosis reactiva en el
hipotdlamo (Laura et al. 2013; Buckman et al. 2013). Por lo anterior, quisimos estudiar si
el hipocampo es una zona susceptible a presentar inflamacién debido a la exposicién de
HFFED a corto plazo. Para ello, estudiamos marcadores de activacién gliales y microgliales.
Primero estudiamos la activaciéon de los astrocitos hipocampales mediante una
inmunohistoquimica contra GFAP. Un andlisis cuantitativo posterior revelé que las ratas
HFFD presentan un incremento en el nimero de astrocitos reactivos (GFAP+) en CAl

(51% P<0.001) como en giro dentado (GD) (62.5% P<0.05) (Figura 15) contra ratas
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controles. Adicionalmente, se encontré un incremento en el drea de los astrocitos tanto en
CAl (77.7% P<0.001) como en giro dentado (62.5%, P<0.05) en las ratas HFFD,
acompanado de cambios importantes en la morfologia celular, sugerentes de activacion
astrocitica. De forma muy interesante, encontramos que los astrocitos que se encuentran en
la capa subgranular del giro dentado extienden un mayor niimero de procesos astrociticos
hacia la capa neuronal granular en las ratas HFFD. Estos datos en conjunto muestran una

activacién astrocitica en respuesta a la dieta HFFD.

Posteriormente, para estudiar si esta activacion se acompafia también de una respuesta de la
microglia, determinamos por inmunohistoquimica contra Iba-1 la morfologia de la
microglia hipocampal. En el caso de los controles, la mayoria de las células Iba+ presentes
en todas las zonas del hipocampo mostraron caracteristicas de microglia en reposo,
consistente en una morfologia redonda y con varios procesos delgados, largos y ramificados
(Figura 16). En el caso de las ratas HFFD, ademds se encontraron células Iba+ que
presnetan una morfologia de microglia activa, con un soma alargado y ameboide, ademis de
procesos mucho menos ramificados. La mayorfa de las células con estas caracteristicas
fueron encontradas en la regién de CAl, aunque también pudieron encontrarse algunas en
giro dentado. Estos datos en conjunto sugieren que la administracién a corto plazo de
HFFD produce una respuesta inflamatoria a nivel hipocampal, la cual activa a glia y

microglia de esta zona.
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Figura 15. Andlisis de marcadores de activacién astrocitica. (A) Inmunohistoquimica contra la
proteina fibrilar acidica glial (GFAP) en CAl (A-D) y en giro dentado (GD) (E-H).
Magnificaciones de ambas 4reas son mostradas en (C, D, G, H). (B) Griéfica del nimero de células
GFAP+ por mm2 en CALl y giro dentado. C) Gréfica del del 4rea astrocitica total (GFAP+) en CA1
y giro dentado. C) Procesos de células GFAP+ subgranulares hacia la capa granular del giro dentado
(L, ]). Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus. n=4 ratas por
grupo. Barra de escala: 100 pm en (A): a, b, e, f, i, y j; 20 pm en (A): ¢, d, g, y h. Se muestra

promedio y error estdndar. *P< 0.05, ** P < 0.001 vs curl.



Figura 16. Andlisis de marcadores de activacién microglial. Inmunohistoquimica contra la
proteina microglial Ibal en CAl (A-F) y en giro dentado (G-L). Magnificaciones de ambas 4reas
son mostradas en (C, D, E, F, I, K, ], L). Pyr, stracum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl,
granular layer; H, hilus. n=4 ratas por grupo. Barra de escala: 100 um en A, B, G, H; 20 pm en C,
D,E,F, LK J, L.
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Short-term high-fat-and-fructose feeding produces insulin
signaling alterations accompanied by neurite and synaptic
reduction and astroglial activation in the rat hippocampus

Erika Calvo-Ochoa', Karina Hernandez-Ortega’, Patricia Ferrera', Sumiko Morimoto® and Clorinda Arias’

Chronic consumption of high-fat-and-fructose diets (HFFD) is associated with the development of insulin resistance

(InsRes) and obesity. Systemic insulin resistance resulting from long-term HFFD feeding has detrimental consequences on cognitive
performance, neurogenesis, and long-term potentiation establishment, accompanied by neuronal alterations in the hippocampus.
However, diet-induced hippocampal InsRes has not been reported. Therefore, we investigated whether short-term HFFD feeding
produced hippocampal insulin signaling alterations associated with neuronal changes in the hippocampus. Rats were fed with a
control diet or an HFFD consisting of 10% lard supplemented chow and 20% high-fructose syrup in the drinking water. Our results
show that 7 days of HFFD feeding induce obesity and InsRes, associated with the following alterations in the hippocampus:

(1) a decreased insulin signaling; (2) a decreased hippocampal weight; (3) a reduction in dendritic arborization in CA1 and
microtubule-associated protein 2 (MAP-2) levels; (4) a decreased dendritic spine number in CA1 and synaptophysin content,
along with an increase in tau phosphorylation; and finally, (5) an increase in reactive astrocyte associated with microglial
changes. To our knowledge, this is the first report addressing hippocampal insulin signaling, as well as morphologic, structural,
and functional modifications due to short-term HFFD feeding in the rat

Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism advance online publication, 26 March 2014; doi:10.1038/jcbfm2014.48
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tau phosphorylation

INTRODUCTION

High intake of hypercaloric diets has increased alarmingly in the
past years in western societies. The chronic consumption of diets
rich in saturated fats and in processed sugars (high-fat-and-
fructose diet, HFFD), particularly high fructose, is strongly
associated with a variety of related metabolic diseases including
obesity, systemic insulin resistance (InsRes), metabolic syndrome,
and type-2 diabetes mellitus.'? These diseases have reached
epidemic proportions and increased comorbid conditions such
as elevated blood pressure, cardiovascular disease, and
inflammation, which in tum lead to a reduced quality and
expectancy of life.* Obesity caused by hypercaloric diets may be
associated with a diminished ability of cells to respond to the
action of insulin, leading to InsRes and metabolic syndrome,
characterized by hyperglycemia, dyslipidemia, and compensatory
hyperinsulinemia.'®

Several epidemiologic studies have found that patients with
obesity and InsRes have an increased risk for diverse cognitive
impairments, including cognitive decline, mild cognitive impair-
ment, and even Alzheimer's disease (AD).”"'° Studies performed in
animal models of diet-induced obesity and InsRes such as long-
term HFFD feeding show a deficient execution in memory and

leaming tasks.'''® These cognitive alterations were associated
with functional and structural changes in the hippocampus,
such as reduced number and complexity of dendritic spines in
the CA1 subfield, altered establishment of long-term potentiation
and long-term depression, and diminished dentate gyrus (DG)
neurogenesis.' "' The latter was correlated with decreased expre-
ssion of brain derived neurotrophic factor, cyclic AMP-response
element-binding protein and the synaptic proteins synapsin, and
stargazin.''

It has been extensively shown that insulin has a pivotal role in
hippocampal neuronal function as a metabolic, growth, synaptic,
and survival modulator.'’~2° Additionally, insulin also has a role in
enhancing memory and establishing long-term potentiation
through several molecular mechanisms that indude neuro-
transmitter release, expression and insertion of receptors at the
postsynaptic membrane, and expression of postsynaptic proteins,
mainly via the P3-K/Akt signaling pathway?'"> It has also been
proposed that insulin can modify microtubule stabilization
through inhibition of glycogen synthase kinase 3f (GSK3f), a
kinase that can phosphorylate the microtubule-associated protein
(MAP) tau.2** Given these crucial roles of insulin in the hippo-
campus, it could be speculated that systemic insulin alterations
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resulting from obesity and InsRes could result in hippo-
campal insulin alterations that underlie cognitive impairment. In
this regard, it has been reported that long-term high-fat (not
fructose) feeding in mice produced alterations in Akt and GSK3[f
signaling in the hippocampus.® Since virtually all studies on
hippocampal dysfunction due to HFFD administration have
addressed the impact of long-term feeding, for more than 4
weeks, the present work aimed to investigate early biochemical
and structural changes in the hippocampus after short-term
consumption of HFFD. We found that obesity and InsRes caused
by 7 days of HFFD intake were sufficient to alter insulin signaling
in the hippocampus associated with decreased complexity of
neurites, reduced synaptic markers, modifications of MAPs, and
increased number of reactive astrocytes and microglia. These
findings shed light on the early molecular and cellular changes in
response to reduced hippocampal insulin sensitivity associated
with excessive lipid and fructose intake.

MATERIALS AND METHODS

All chemicals and salts were purchased from JLT. Baker Chemicals
(Phillipsburg, NJ, USA), unless otherwise stated.

Animals and Diets

Animals were handled in accordance with local govemment rules and the
Society for Neuroscience Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
with approval of the Animal Care Committee of the Instituito de
Investigaciones Biomédicas, UNAM., Efforts were made to minimize animal
suffering and to reduce the number of subjects used. We used 48 male
Sprague Dawley rats weighing 250 to 2709 (Harlan Laboratories, Facultad
de Quimica, UNAM, Mexico). Animals were individually housed under
standard conditions (12 hours light/dark cycles, 22°C). Rats were divided
into two groups and fed for 7 days as follows: The control (ctd) group
(n=20) was fed a standard rodent chow (3 kcal/g; Harlan Laboratories,
Indianapolis, IN, USA) and bidistilled water (0 keal/g), and the experimental
group (n=22) was fed a high-fat diet consisting of standard rodent chow
supplemented with 10% lard (5.4 kcal/g; Bio-Serv, Frenchtown, NJ, USA),
and 20% high-fructose corn syrup in the bidistilled water (0.83 kcal/ml,
commercially available corn syrup). All rats had ad libitum access to their
diets and drinking water. Food and water intake were recorded. Food was
removed the morning of the studies. After a S5-hour fast, rats were
anesthetized with sodium penthobarbital (80mg/kg) and killed. Rats
receiving an insulin bolus (n= 8 per group) were anesthetized and given
an intraperitoneal injection of insulin (5U/kg; Sigma, St Louis, MO, USA)
and decapitated after 15 minutes.

Serum Glucose, Insulin, and Leptin Determination

Trunk blood was collected from animals after they were killed. Serum was
collected by centrifugation and stored at — 20 "C. For glucose concentra-
tion determinations, a OneTouch Ultra glucose monitor was used (Johnson
& Johnson, New Brunswick, MJ, USA). Insulin and leptin concentrations
were performed in dupliate by solid-phase '**| radioimmunoassay
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) in serum samples. The sensitivity
of the assays was 0.04ng/mL to insulin and 0.08ng/mL to leptin. The
intraassay and interassay coefficients of variation were 4% and 6%, and
5.1% and 7%, respectively.

Western Blotting

Animals (n =16 control, n= 16 HFFD) were anesthetized as desaibed and
decapitated. We rapidly dissected hippocampus from whole brains that
were immediately frozen and stored at —20°C. Then, tissues were
homogenized, lysed for 20 minutes and then sonicated in 1-second pulses
for 20 times at 4°C in RIPA lysis buffer (50 mmol/L HEPES, pH 7.7;
100mmolL sodium chloride; 2mmol/L PMSF; 1% NP-40; complete
inhibitor cocktail from Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA)} and
phosphatase inhibitor cocktail from Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Samples were centrifuged at 20817g for 15minutes at 4°C and
supernatants were collected. Protein concentration was determined using
a BCA kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Lysates were boiled in Laemmli buffer
and fractionated in SDS-PAGE 10% acrylamide gel, Proteins were then
transferred onto a nitrocellulose membrane (Amersham, Buckinghamshire,
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England) under standard conditions. We blocked membranes with 5%
nonfat-milk-TBS-T and incubated them with one of the following primary
antibodies at 4°C overnight in 3% BSA (bovine serum albumin)-TBS-T: anti-
pIR Y1146 (1:1,000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); anti-
pIRS-1 Y608 (1:250; BioSource, Carlsbad, CA, USA); anti-pAkt 5473 (1:1,000;
Cell Signaling Technology); anti-pS6K T389 (1:500; Cell Signaling Techno-
logy); anti-pTau $199/5202 (1:2000; Chemicon, Temecula, CA, USA); anti-
SYP (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) anti-tubulin
(1:30,000; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Next, we incubated
membranes with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
for 2 hours at room temperature in 5% nonfat-milk-TBST-T (anti-mouse IgG
or anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated; Samta Cruz
Biotechnology) and membranes were revealed using a chemoluminiscent
substrate ECL (Millipore) on Kodak X-Omat film, Densitometric analysis of
the bands obtained was performed using Photoshop. To normalize the
data, we divided the values obtained for each band into their respective
tubulin loading control and obtained a ratio. This value was then
converted to percent of control for each experiment.

Histology and Immunohistochemistry

Animals (n=8 control, n=8 HFFD) were perfused transcardially
with phosphate-buffered saline (PBS) 1 x and 4% paraformaldehyde as
a fixative (Sigma). Brains were then removed and stored at 4°C in fixative.
Afterwards, brains were successively transferred to 20% and 30% sucrose
solutions for 24 hours each, and then sectioned coronally throughout the
entire hippocampus into 30 um thick sections using a cryostat at —20°C.
Coronal sections were treated for immunochistochemistry or were
stained with cresyl violet or Golgi staining. For immunohistochemistry,
free-floating sections were incubated at room temperature for 30 minutes
in PBS containing 0.25% Triton X-100 and 0.3% H;0, and left for 2 hours at
4°Cin PBS/5% BSA solution. Slices were then immersed overnight at 4 "Cin
a PBS/5% BSA solution containing one of the following antibodies: anti-
GFAP (1:500; Dako, Glostrup, Denmark), anti-lba1 (1:250; Dako), anti-MAP-2
(1:500; Millipore). After this period, the brin slices were washed three
times with PBS, each for Sminutes, and incubated with the secondary
antibody, biotinylated mouse IgG (1:500; Vector, Burlingame, CA, USA) for
2hours at room temperature. Finally, the slices were processed with the
ABC-biotin-avidin-peroxidase kit (Vector) and developed with diamino-
benzidine tetrahydrochloride as a substrate for peroxidase reaction. For
negative controls, primary antibodies were omitted from the procedure.
All images were captured with a digital camera attached to a Zeiss,
Axioskop 40 micoscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Microtubule-Associated Protein 2 Densitometry and GFAP
Quantification

Four animals per group were used for immunostaining. For MAP-2
densitometry, 3 to 4 100 um = 100 um sections were selected from x 20
magnification images of different sections of the stratum pyramidale
of CA1 and the granular cell layer of the DG. The mean pixel intensity
was automatically calculated using Imagel (httpy/imagej.nih.gov/). Glial
fibrillary acidic protein (GFAP) immunopositive cells were hand recorded
from x 20 magnification images of four different sections of the stratum
radiatum of CA1 and the hilus of DG per animal. Cells were counted when
complete processes and nuclei were clearly observed, and expressed as
the number of cells per mm’. For calculating GFAP area, Imagel was used.
* 40 magnification images were used, and only complete astrocytes were
selected, The area of each cell was automatically calculated.

Golgi Staining, Sholl Analysis, and Dendritic Spine Count

Four animals per group were used for Golgi stainings. We used the
FD Rapid Golgi Stain kit with the manufacturers' instructions
(FD NeuroTechnologies, Columbia, MD, USA). Stained brains were sliced
using a Vibratome (VT1000S; Leica, Wetzlar, Germany) at a thickness of
150 um. For Sholl analysis, traces of CA1 neurons obtained at magnification
x 20 were loaded into Image) and then the Sholl Analysis plug-in was
used for automatic analysis (http://labs.biology.ucsd.edu/ghosh/software/).
For dendritic spine count, x40 magnification images of CA1 neurons
were used, and spine was counted in segments of 10 um of the dendrite
manually. Only secondary and tertiary dendrites were used for the analysis,
and no more than three 10um segments of the same dendrite were
counted, Both Sholl Analysis and spine counting were performed in a blind
manner.

© 2014 ISCBFM
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Figure 1. Obesity and insulin resistance parameters. (A) Determination of: food consumption, water consumption, caloric intake, and weight

gain in ctrl and high-fat-and-fructose diet (HFFD) rats. (B) Serum glucose concentration in fasted animals in basal state and after 15 minutes of
an intraperitoneal insulin bolus administration of 5U/kg ( + INS). (C}) Serum insulin and leptin levels in fasted animals; Spearman rank test
showing a positive correlation between the concentration of insulin and leptin serum levels. Mean and s.e.m. are shown. n=10to 12 rats per
group for (A), n=6 to 10 rats per group for (B and C). n.s.: not significant*P<0.05, *P<0.01 vs. ctrl.

Statistical Analysis

Results represent the mean+s.e.m. Comparisons among groups were
made using a nonpaired Student's t-test. Comelation of hippocampal
weight with caloric intake per rat was assessed by linear regression
analysis, and the correlation of insulin and leptin levels was evaluated
by the Spearman Rank test (r), A P<0.05 was considered as significant. We
used GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) for graphs
and statistical analysis.

RESULTS

Short-Term High-Fat-And-Fructose Diet Feeding Induces Obesity
and Systemic Insulin Resistance

Previous studies have shown that rats fed with HFFD for 3 days
show hepatic InsRes, while 7 days of HFFD feeding are required for
InsRes to be systemic.*?’ To assess the metabolic state of the rats
used in this study, we examined some nutritional, metabolic, and
hormonal parameters. We found that ingestion of HFFD for 7 days
produces hyperphagia, obesity, and InsRes (Figure 1). Further,
HFFD-fed rats consumed significantly more chow (43.8%, P <0.05)
and water (33%, P< 0.05) than controls and thus had an increased
caloric intake (254%, P <0.001), leading this experimental group to
gain more weight (132%, P<0.001) (Figure 1A). We also
investigated whether systemic insulin sensitivity was diminished
in HFFD-fed animals. Fasting serum glucose levels were evaluated
at basal state and after 15minutes of the administration of an
intraperitoneal insulin bolus (5U/kg) (Figure 1B). While basal
glucose levels were not different in both groups, insulin injection
significantly reduced blood glucose levels in control rats (24.7%,
P <0.05) but not in HFFD rats (9%, ns.), indicating an impairment
in systemic insulin sensitivity in HFFD-fed rats. In agreement with
this, we found that serum insulin levels were increased in
HFFD rats (55.3%, ns.). Additionally, we measured leptin levels
since it has been reported by some groups that InsRes is
accompanied by leptin resistance, and that the ratio of both
hormones can be used as a parameter for measuring metabolic
alterations in humans and rodents.*® We found a significant
increase in leptin levels in the HFFD rats as compared with
controls (94.5%, P<0.001) as well as a positive comrelation bet-

€ 2014 ISCBFM

ween the two hormones levels (r= 06697, P= 0.0280) (Figure 1C).
These data indicate that HFFD-fed rats develop systemic InsRes
and elevated levels of leptin, which has also been associated with
the development of obesity and InsRes.

High-Fat-And-Fructose Diet Downregulates Insulin Signaling in the
Hippocampus

To investigate whether HFFD feeding modulates hippocampal
insulin signaling, we examined the phosphorylation state of
insulin receptor (IR"''*%), insulin receptor substrate-1 (IRS-17%°%),
and protein kinase B (Akt®*%). There was a marked decrease in
IRS-1 and Akt phosphorylation in rats fed with HFFD for 7 days
compared with control rats (51%, P<0.001 and 25%, P<0.05,
respectively) (Figures 2B and 2C), whereas no significant change in
IR phosphorylation was found (3%, ns.) (Figure 2A). These findings
collectively indicate that 7 days of HFFD feeding are sufficient to
modify hippocampal insulin signaling. Earlier experiments in rats
have shown that HFFD feeding activates the mTOR/S6K pathway
in muscle, liver, and mediobasal hypothalamus.?*=" Therefore, we
analyzed whether HFFD also induces the activation of S6K in the
hippocampus. As shown in Figure 2D, we found an enhanced S6K
phosphorylation of threonine 389 after 7 days of HFFD feeding
(71.9%, P<0.001).

High-Fat-And-Fructose Diet Decreases Hippocampal Weight,
Dendritic Branching in CA1 and Induces Cytoskeletal Protein
Modifications

To evaluate whether HFFD-mediated blunting of insulin signaling
in the hippocampus was accompanied by morphologic altera-
tions, we examined different parameters of hippocampal integrity.
As shown in Figure 3A, a significant reduced hippocampal wet
weight was observed in the HFFD group (19.5%, P<0.05) as
compared with control animals (Figure 3A). This decrease in
hippocampal weight positively correlated with the caloric intake
of each rat (*=0.7622) (Figure 3A), but was not associated with
morphologic changes assessed by Nissl staining (Figure 3B).
However, a detailed histologic analysis by Golgi impregnation and
a Sholl analysis revealed a reduction in the dendritic arbor
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complexity of the pyramidal CA1 neurons from HFFD-fed animals
(Figure 3C). This reduced dendritic branching was observed in
both basal and apical dendrites. Furthermore, MAP-2, a protein
related with changes in structural stability in dendrites, was
significantly decreased in HFFD rats as compared with controls in
both CA1 (29.78%, P<0.001) and DG (18.75%, P <0.001) (Figures
3D and 3E). In addition, we found the axonal MAP tau was
significantly phosphorylated in a reported GSK3f site, $199/202
(52%, P<0.001), in HFFD-fed rats (Figure 3F).

High-Fat-And-Fructose Diet Feeding Is Associated with Reduced
Synaptic Markers

Since it was found that CA1 neurons of HFFD rats presented a
reduction in the dendritic arbor complexity, we wanted to analyze
whether this reduction was accompanied by a decrease in
presynaptic and postsynaptic elements. To this end, we counted
the number of dendritic spines in Golgi-stained CA1 neurons.
Quantitative analysis revealed a significant decrease in spines on
both apical (81%, P<0.001) and basal (83%, P<0.05) dendrites in
the HFFD rats (Figure 4A). Additionally, we found a significant
reduction in the presynaptic protein synaptophysin (82%, P < 0.05)
(Figure 4B).

High-Fat-And-Fructose Diet Causes Glial Activation

Given that inflammation and reactive astrogliosis have been found
in the hypothalamus in response to obesity,’' we wanted to
evaluate the impact of a short-term exposure to HFFD feeding in
astrocytic  activation in  the hippocampus wusing GFAP
immunohistochemistry to evaluate the number and morphology
of astrocytes. Diet-induced obesity was associated with a significant
increase in GFAP + cell number in CA1 (51%, P<0.001) and DG
(25.69%, P <0.05) (Figures 5A and B), accompanied by a significant
increase in GFAP area in both CA1 (77.7% P<0.001) and DG (62.5%,
P<0.05) (Figure 5B). The latter was associated with a change in
astrocyte morphology from rounded to stellate shape (Figure 5A).
We also found an increase in astrocytic processes extending to the
neuronal layers of the DG in the HFFD rats (Figure 5B). Overall, these
data suggest a reactive astrocytic response of the hippocampus.
Microglial changes were analyzed with Iba 1 staining. The majority
of cells showed the characteristic resting microglia morphology
consisting in a rodshaped cell body with many thin processes
along all areas of the hippocampus and similarly in both groups of
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rats. However, it was also observed the presence of few cells that
showed the morphology of activated microglia with elongated cell
somata and fewer branches mainly located in the CA1 region from
HFFD rats (Figure 5C).

DISCUSSION

The goal of this work was to find biochemical and structural
changes in the hippocampus of short-term HFFD-fed rats, since
there is no information about the early modifications that occur
during acute intake of HFFD in this particular highly plastic region.
In this work, we show that HFFD feeding for 7 days reduced
hippocampal insulin signaling accompanied by several cytoskele-
tal modifications, dendritic and synaptic reductions, and astroglial
activation.

It is important to mention that the HFFD used in this work
substantially reflects hypercaloric western diets consisting of high
saturated fats and cholesterol as well as beverages containing
high fructose syrup, and therefore is one of the most complete
models of metabolic alterations due to hypercaloric diets.

Although it has been thoroughly studied that 7 days of
overfeeding rapidly induced hepatic and then systemic InsRes,’
to our knowledge, this is the first report that shows the impact of
an acute HFFD on hippocampal insulin signaling associated with
rapid structural changes in this region.

The results of this study show that 7 days of HFFD feeding were
effective for inducing systemic InsRes as determined by the presence
of moderately higher circulating insulin and leptin levels and a
diminished insulin-dependent reduction in blood glucose. In the
hippocampus, we did not find changes in the phosphorylation state
of the IR, suggesting that they respond to basal insulin levels in a
similar way in both HFFD and control rats. In contrast, IRS-1"%%
phosphorylation was importantly diminished in the hippocampus of
the HFFD group, although insulin receptor is apparently functional
and phosphorylated. Phosphorylation of serine residues of IRS-1
mediated by kinases such as S6K JNK and PKC, among others,
prevents IRS-1 from recognizing the phosphorylated insulin receptor,
and therefore gives rise to InsRes in HFFD-fed animals?’2** In line
with this, we found an increase in 56K kinase activation, which might
in tumn phosphorylate IRS-1 in serine residues and therefore blunt
insulin signaling in the HFFD-fed rats. mTOR/SEK signaling can be
activated by insulin, some growth factors and nutrients. Since insulin
signaling is downregulated in our model, we believe that S6K
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Figure 3. Immunohistochemical and morphologic analysis of the hippocampus. (A) Wet weight measurements of dissected hippocampus and
linear regression analysis showing a negative linear cormrelation between hippocampus weight and caloric intake. (B) Nissl staining in whole
hippocampus reconstructions from x 10 images. (C) Sholl analysis in Golgi-stained CA1 neurons. Representative traces of ctrl and high-fat-
and-fructose diet (HFFD) neurons along graphic description of Sholl analysis parameters (concentric circles: 20 um). (D) Microtubule-
associated protein 2 (MAP-2) immunohistochemistry in CA1 (A-D) and dentate gyrus (DG) (E-H). (E) MAP-2 densitometry. (F) Representative
western blot of phospho-5199/5202-tau. Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, granular layer; H, hilus. Mean and s.e.m. are
shown. n.s.: not significant n = 10 rats per group for (A, E), n=4 rats per group for (B, D), n =3 to 5 neurons per rat; 4 rats per group for (C).
Scale bar=100um in (C, D): a, b, e, and f; 20 um in (D): ¢, d, g, and h. *P<0.005, **P <0.001 vs. ctrl.

activation is caused by signaling pathways activated by the increase  decrease in Akt™*”® phosphorylation, which is indicative that
in saturated fartg adids, as has been found in the hypothalamus and hippocampal insulin signaling can be compromised at different
the amygdala?** Another interesting finding was a significant  levels after consumption of an HFFD.
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Figure 4. Evaluation of synaptic markers. (A) Dendritic spine count on basal and apical dendrites of CA1 neurons. Representative Golgi-stained
dendrites of ctrl and high-fat-and-fructose diet (HFFD) neurons. (B) Representative western blot and densitometry of synaptophysin. Mean
and s.e.m. are shown. n= 15 to 20 10 um segments taken from 6 to 12 neurons per rat; 4 rats per group for (A), n= 8 to 10 rats per group for
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Figure 5. Changes in hippocampal astrocytes and microglia. (A) Glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunohistochemistry in CA1 (A-D) and
dentate gyrus (DG) (E-J). (1 and J)The detail of GFAP + processes onto the granular layer of the DG is shown. (B) Number of GFAP + cells per
mm?, and total astrocytic area (GFAP + ) in CA1 and DG. (C) Iba1 immunohistochemistry in CA1 (A-F) and DG (G-L). Pyr, stratum pyramidale;
Rad, stratum radiatum; Gel, granular layer; H, hilus. Mean and s.e.m. are shown. n= 4 rats per group. Scale bar: 100 umin (A): a, b, e, f, i, and j; in
(C):a b,g, and h; 20um in (A): ¢, d, g and h; in (C) ¢, d, e, f, i j, k and |. *P<0.05, **P=0.001 vs. ctrl.

The hippocampus is a highly plastic structure and particularly
sensitive to environmental and nutritional stressors. Thus, we
were interested in studying neuronal alterations that could be
associated with the hippocampal blunted insulin signaling we
observed. In line with this, we analyzed several structural changes
within the hippocampus. Surprisingly, we found a slight reduction
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of the hippocampal wet weight in HFFD-fed rats that linearly
correlates with caloric intake. It is noteworthy that total brain
weight was not different among groups (data not shown). In a
previous study, a reduction of hippocampal volume in patients
with type-2 diabetes mellitus was reported, while total brain
weight remains unaffected, suggesting that the hippocampus
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Figure 6. Proposed integrative model of systemic and hippocampal
alterations associated with insulin resistance and obesity caused by
short-term high-fat and fructose feeding. Parameters/mechanisms
assessed in this work are written in bold font, whereas known
mechanisms reported in the literature are shown in plain font.
MAP-2, microtubule-associated protein 2; IRS-1, insulin receptor
substrate-1.

presents a particular sensitivity to metabolic diseases’? The
decrease that we observed in hippocampal weight was not
accompanied by evident changes in the area or the general
appearance of the hippocampal layers, as showed by the
conventional Nissl staining. At this point, it is unclear whether
all the hippocampal morphologic changes due to HFFD that we
observed are the sole responsible for the reduction of weight in
the hippocampus, or other mechanisms such as tissue dehy-
dration, a modification in the composition of the membrane lipids
and cholesterol levels, etc. could also be responsible.

A more detailed histologic examination revealed a significant
decrease in the dendritic complexity of CA1 neurons, associated
with a significant reduction in MAP-2 immunoreactivity in
dendrites on the whole hippocampus of HFFD rats. We also
found a reduction in dendritic spine density of neurons in CA1 and
a significant decrease in the presynaptic protein synaptophysin.
MAP-2 is a microtubule-associated protein that has been shown to
be decreased in some models of neurodegeneration and AD.***
In particular, it was reported that rats fed with a high-fat
diet (soybean oil and cholesterol supplemented, no fructose)
for 8 weeks present a diminished staining of MAP-2 in the
hippocampus, and that this reduction is correlated with memory
errors.'® Microtubule-associated protein 2 modifies and controls
microtubule assembly and spacing within dendrites. Thus, a fine
regulation of MAP-2 dynamics can alter hippocampal plasticity.
The downregulation of MAP-2 immunoreactivity found in HFFD-
fed rats associated with reduced hippocampal insulin signaling
may involve an altered protein localization, increased
phosphorylation, and/or degradation and diminished gene
expression. The last possibilities can be excluded because we
did not find changes in total MAP-2 content in the HFFD group
(data not shown). It is remarkable that such dramatic changes in
neuronal morphology are found with just 7 days of HFFD feeding.
Further studies will be required to assess whether these
morphologic changes are correlated with synaptic or neuronal
dysfunction. Impairment of dendritic spine density and MAP-2
reduction were accompanied by an increased phosphorylation of
tau in the 5199/202 residue, a reported GSK3fi phosphorylation
site. It has been reported that long-term HFFD feeding causes
GSK3[ activation associated with tau phosphorylation at PHF-1
(S396/404) and T231 (ref. 26). Tau phosphorylation sites have been
extensively studied in terms of the impairment for microtubule
binding and the formation of insoluble neurofibrillary tangles that
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cause multiple anomalies, from axonal dysfunction to the loss of
neuronal integrity and neuronal death?* 2%

Finally, we examined whether the biochemical, morphologic,
and structural changes found in the hippocampus of HFFD rats
were accompanied by reactive astrocyte activation. One of the
pathologic features of obesity and InsRes is inflammation, and it
has been described that central inflammation has an impact on
brain function possibly through the import of inflammatory
cytokines and immune cells into the central nervous
system.*'?%*®  Consistent with these reports, we found a
significant increase in reactive astrocyte number and size in the
hippocampus of HFFD rats, as well as GFAP + subgranular cells
extending vertical processes onto the granular layer of the DG of
what we believe, based on morphology and location, is radial glia.
In addition, we found slight changes in some microglial cells
consistent in increased body size suggesting the onset of a subtle
microglial activation. These results are indicative of neuroinflam-
matory changes within the hippocampus due to acute HFFD
feeding.

The structural changes found in the hippocampus may arise
from peripheral InsRes as well as alterations in hippocampal insulin
signaling. However, an alternative explanation would be that
differences in the metabolic balance of carbohydrates, and fats
might have a direct effect on hippocampal plasticity and
inflammation independently of peripheral metabolic alterations.
It is possible that the high fructose intake promotes the increase in
circulating triglycerides and accelerates the observed metabolic
disturbances in the present model. However, additional studies will
be necessary to parse the relative contributions of diet-induced
alterations in lipid and glucose metabolism in the hippocampus.

In conclusion, we propose a model in which obesity and InsRes
caused by a short-term HFFD feeding produce downregulation of
hippocampal insulin signaling (Figure 6). This work provides novel
evidence of the early biochemical and structural alterations in
functional relevance caused by short-term HFFD feeding in the
hippocampus, which ultimately might determine cognitive out-
comes and disease susceptibility after longer exposure to a
nutritional imbalance.
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Resultados II. Modelo iz vitro de administracién subaguda y aguda de

dcido palmitico en células de neuroblastoma humano

“Saturated fatty acids induce newronal insulin resistance and mitocondrial dysfunction in

isolated synapses and in vitro: role of mTOR/S6K”
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En la seccién anterior se muestran los resultados de la caracterizacién de los efectos de la
administracién de una dieta HFFD subaguda sobre las neuronas y glia del hipocampo a
nivel bioquimico, morfolégico y estructural en un modelo iz vivo, y se propuso un modelo

integrativo en el cual se pueden relacionar todas las alteraciones que encontramos.

Adicionalmente, quisimos desarrollar un modelo de resistencia a la insulina neuronal in
vitro mediante el cual se pueda estudiar los efectos de diferentes componentes de la dieta
HFFD sobre las neuronas, asi como los mecanismos moleculares responsables de dichas
alteraciones. Debido a que uno de los componentes mds perjudiciales presentes en la dieta
HFFD son los 4cidos grasos saturados, nos enfocamos en ellos. Algunos efectos nocivos de
los dcidos grasos saturados estdn bien establecidos y se han reportado en modelos in vivo en
tejidos como el higado, pdncreas y musculo esquelético (van Herpen y Schrauwen-
Hinderling, 2008), y también en modelos iz vitro administrados de forma directa a cultivos
celulares. El 4cido graso saturado mds abundante en la dieta HFFD que utilizamos para el
modelo in vivo es el dcido palmitico (3.3% de la dieta). Ademds, se ha reportado que el
dcido palmitico (AP) induce resistencia a la insulina en células hepdticas, y en neuronas
hipotaldmicas in vitro, promoviendo apoptosis (Lee et al. 2010; Benoit et al. 2010; Mayer
et al. 2010). El 4cido palmitico también puede modificar la composicién lipidica de las
membranas e induce estrés de reticulo endopldsmico en células de glioblastoma y

neuroblastoma, respectivamente, lo que lleva en ambos casos a muerte por apoptosis

(Burratta et al. 2008; Kim et al. 2011).

Objetivo

Por lo tanto, el objetivo de la segunda parte de este trabajo fue desarrollar un modelo 7z
vitro de administracién subaguda y aguda de 4cido palmitico en células de neuroblastoma

humano diferenciadas a neuronas.
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Materiales y métodos

Cultivo de neuroblastoma humano diferenciadas — Cultivos celulares de neuroblastoma
humano MSN (Reynolds et al. 1986) se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con
aminodcidos no esenciales y suero fetal bovino inactivado a 60°C al 10% (v/v). Las células
se sembraron a una densidad de 1 x 10° células por pozo y se incubaron a 37°C con 5% O,
y 85% CO,. Después de 24 hrs de cultivo las células se diferenciaron a neuronas con un
tratamiento de dcido retinoico 10uM y NGF 50ng/ml durante 5 dias. Al terminar el
periodo de diferenciacién se reemplazé el medio por medio fresco y se anadieron los

tratamientos con dcido palmitico durante 1 o 24 hrs.

Preparacién de 4cido palmitico — Se prepara un stock de palmitato de sodio (Sigma) a
200mM en etanol absoluto de grado molecular. Se disuelve con movimiento constante por
unos minutos y se hace una dilucién posterior a 5SmM en PBS-BSA 10% previamente
filtrado. Se mantiene la solucién a 37°C por lo menos 30 minutos y en movimiento
constante para permitir la solubilizacién y posteriormente se almacena a -20°C. Previo a su

uso se mantiene la solucién a 37°C.

Ensayos de viabilidad celular por exclusién de azul de tripano - Se colectan las células
resuspendiéndolas en 500pul de PBS por pozo. De esta solucién se toman 10ul y se agregan
10ul (1:1) de una solucién de azul de tripano al 0.4% en PBS (p/v). Se toman 10ul de esta
solucién y se cuentan en un citémetro de Neubauer por duplicado. Se registra el niimero de

células vivas y muertas y se reporta el porcentaje de células vivas por cada experimento.

Determinacién de reduccién MTT - Para las condiciones experimentales con 4cido
palmitico, las células fueron incubadas por 24 hrs en la presencia de diferentes
concentraciones de dcido palmitico o con medio como control. Se retir6é el medio y se
agregaron 250 pl de medio sin suero por 1 hora para ayunar a las células. Los grupos
tratados con 4cido palmitico durante una hora se trataron con 200 um durante este periodo

de ayuno. Posteriormente se agregé 100 nm de insulina a los grupos experimentales y PBS a
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los controles y se incubé a 37°C durante 15 minutos. A los grupos experimentales sin
glucosa se les reemplazé el medio por PBS durante 1 hora, durante la cual se incub6 con
dcido palmitico a ciertos grupos experimentales y posteriormente se agregé insulina como se
describi6 anteriormente. El grupo control de dcido palmitico mds glucosa fue incubado en
PBS con la concentracién de glucosa presente en el medio de cultivo (2 g/l). Los grupos
experimentales tratados con los inhibidores fueron tratados con wortmanina 100nm o
rapamicina 100nm por 1 hr durante el periodo de ayuno, algunos grupos experimentales
fueron tratados simultdneamente con é4cido palmitico por el mismo periodo de tiempo.
Posteriormente, ~ se trataron con insulina algunos de estos grupos experimentales.
Finalmente, en todos los grupos experimentales se agregaron 25 pl de la solucién de MTT
(10% v/v) y se incubd durante 30 minutos. Se retiré el medio y se agregaron 800 ul de
isopropanol dcido. Posteriormente se leyeron las muestras a 570 nm en un

espectrofotémetro. En la Figura 17 se presenta un esquema del disefio experimental.

Western blots y andlisis estadistico — Metodologia completa se encuentra en las pdginas

41,42 y 44.

medio sin suero INS/ MTT isopropanol
AP 1 hr/PBS PBS leer a 570 nm
PBS sin/con glucosa
inhibidores
AP 24 hrs 1
v
[e v J '\ v ‘H’_I%’_I
24 hrs 1hr 15 min 45 min

Figura 17. Disefio experimental y linea temporal de los puntos y tiempos de incubacién que se

utilizaron en el trabajo.
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Curva dosis-respuesta en células de neuroblastoma diferenciadas tratadas con é4cido

palmitico por 24 horas para evaluar su neurotoxicidad.

En estudios previos se han determinado concentraciones de dcido palmitico (AP) que
producen alteraciones gliales y neuronales iz vitro (Patil et al, 2005; Patil et al, 2007;
Benoit et al. 2010; Mayer et al. 2010). Asimismo, estas concentraciones de AP son similares
a las encontradas en suero de animales y pacientes obesos y con dislipidemias (100 pM- 200
pM) (Rustan et al. 1992). Se usaron estas concentraciones de AP (100 uM, 200 pM y 500
puM) para realizar una curva dosis-respuesta en dos ensayos de viabilidad celular para
determinar si el tratamiento subagudo con dcido palmitico por 24 hrs., produce
neurotoxicidad. Para ello se utilizaron dos métodos: un ensayo de reduccién de MTT que
determina la respiracién mitocondrial y que es utilizado como ensayo de viabilidad celular
in vitro (Mendoza-Oliva et al. 2013) y posteriormente un ensayo de exclusién con azul de

tripano.

Se observé que el 4cido palmitico induce una disminucién de la respiracién mitocondrial
s6lo a la concentracién de 500 uM (74.4% P<0.05) (Figura 18). Estos resultados fueron
replicados en el ensayo de azul de tripano, donde se observé una disminucién de la
viabilidad celular con el tratamiento de 500 uM de AP (70.2% P<0.05). Debido a que a
500 uM se comienza a observar muerte neuronal, se utilizé la dosis de 200 pM de AP para

los experimentos posteriores.
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Figura 18. Ensayos de viabilidad celular con 4cido palmitico. A) Ensayo de reduccién de MTT
B) Ensayo de exclusién de azul de tripano. Se muestra promedio y error estindar. n=4-5

experimentos independientes por duplicado para ambos ensayos. . * P <0.05 vs ctrl.

El 4cido palmitico produce cambios en la sensibilidad a la insulina en células de

neuroblastoma de forma dosis-dependiente.

Para estudiar si la administracién subaguda de 4cido palmitico produce cambios en la
respuesta a insulina en neuronas analizamos la activacién de diferentes proteinas de la
cascada de sefializacién de la insulina. Se encontré que en el grupo control la insulina es
capaz de inducir la activacién de IRS-1 (p-IRS-1Y608), mientras que en células incubadas
con 100 uM y 200 uM de AP estd activacién disminuye de forma significativa (38.43%,
P<0.001 y 16.41%, P<0.0001, respectivamente)(Figura 19). De forma similar, la insulina
es capaz de inducir la activacién de Akt (p-AktS473), pero cuando las células tratadas con
AP 200 puM, observamos una disminucién significativa en esta activacién (48.20%,
P<0.05). Estos resultados indican que el tratamiento con 4cido palmitico es capaz de
disminuir la sensibilidad a la insulina en células de neuroblastoma diferenciadas de forma

dosis-dependiente.
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Figura. 19. Determinacién de la sefializacién de insulina. Western blots de lisados de
neuroblastomas diferenciadas tratadas con 100 pM o 200 uM AP por 24 horas, ayunadas 1 hr. y
tratadas sin y con insulina 100 nM por 15 min. A) pY608-IRS-1. B) pS473-Akt. Se muestra

promedi y error estdndar. n=3 experimentos independientes. * P<0.05, **P<0.001, *** P < 0.0001
vs ctrl + INS

El tratamiento agudo, no asi el sub-agudo, con écido palmitico promueve una

disfuncién mitocondrial en respuesta a insulina en células de neuroblastoma.

Debido a que en el modelo in vivo encontramos que la HFFD disminuye la respiracion
mitocondrial en sinaptosomas tratados con insulina, quisimos explorar si la exposicién al
4cido palmitico in vitro podria tener un efecto similar. Para ello, se realizaron ensayos de
MTT para determinar la respiracién mitocondrial en neuroblastomas diferenciadas tratadas
sin y con insulina y previamente incubadas con AP 200 uM. Se probaron dos tiempos ya
que se quiso probar el efecto de la exposicién aguda (1hr) y sub-aguda (24 hrs) de 4cido
palmitico. Encontramos que la insulina es capaz de inducir la respiracién mitocondrial en
neuroblastomas de forma significativa (31%, P<0.05), al igual que la incubacién con AP

por 1 hora (45.85%, P<0.001) (Figura 20).
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Por otro lado, la incubacién con AP por 24 horas no aumenta la actividad mitocondrial (-
10.4%, ns vs. el control, significativo vs. el grupo tratado con insulina y el grupo tratado
con AP). Interesantemente, de forma similar a lo que ocurre en el modelo iz vivo, al agregar
insulina a las células tratadas con 4cido palmitico por lhr no se observa el aumento en el
MTT obtenido con ninguno de los dos compuestos por separado (0%, ns vs. el control,
significativo vs. el grupo tratado con insulina y el grupo tratado con AP). Este efecto no se
observa en células incubadas por 24 hrs con AP, donde se obtiene una respiracion
mitocondrial similar a la obtenida con insulina (18.23%, no singnificativo contra el grupo

tratado con insulina).

Creemos que el grupo de AP 1lhr + INS reproduce los resultados obtenidos en los
sinaptosomas de ratas HFFD y sugerimos que se debe a un probable desacoplamiento
mitocondrial debido a un exceso de 4cidos grasos. Este mecanismo ha sido reportado por
otros grupos como uno de los efectos de lipotoxicidad por dcidos grasos en tejidos
periféricos (Rial et al. 2010; Hermesh et al. 2014). De forma interesante, este efecto se
pierde cuando la incubacién con 4cido palmitico se realiza por 24 horas. Lo anterior sugiere
que a pesar de que en las células exista un estado de resistencia a la insulina inducido por el
4dcido palmitico a 24 hrs, los efectos a nivel mitocondrial se ven desde tiempos mds
tempranos, y estos efectos se pierden a las 24 horas, posiblemente por un mecanismo de

compensacién mitocondrial.
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Figura 20. Evaluacién de la actividad mitocondrial. Ensayo de reduccién de MTT en neuronas
incubadas sin y con 4cido palmitico (AP) por 1 hr y 24 hrs y tratadas sin y con 100 nm de insulina
por 15 min. n=6-10 experimentos independientes por duplicado. Se muestra el control en una linea
punteada, promedio y error estindar. ns: no significativo vs CTRL, nsi: no significativo vs INS, *

p<0.05 vs CTRL, **p<0.001 vs CTRL, *** p<0.001, # p<0.001 vs INS.

La disfuncién mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el dcido palmitico es

independiente de la entrada de glucosa a las neuronas.

Para estudiar con mds detalle algunos elementos del aumento en la respiracién mitocondrial
obtenidos con insulina y AP por 1 hr, se determiné la reduccién de MTT en ausencia de
glucosa extracelular. No se encontraron diferencias entre el control sin glucosa (barra) y con
glucosa (linea punteada) (-4.5%, ns) (Figura 21). Adicionalmente, se realizé un control de
dcido palmitico al cual se le agregé glucosa (2mg/ml, concentracién presente en el medio de
cultivo) para asegurarnos que se obtiene una respuesta mitocondrial comparable a la

obtenida en resultados anteriores. En este grupo, el MTT aumenté de forma significativa

(36.78 %, P > 0.001).
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Figura 21. Evaluacién de la actividad mitocondrial en ausencia de glucosa. Ensayo de
reduccién de MTT en neuronas incubadas sin glucosa, con dcido palmitico (AP) por 1 hr y tratadas
sin y con 100 nm de insulina por 15 min. n=6-9 experimentos independientes por duplicado. Se

muestra el control en una linea punteada. * p<0.05 vs, **p<0.001 vs ctrl.

Al incubar las células con insulina en ausencia de glucosa no se observé aumento
significativo en la respiracién mitocondrial contra el control sin glucosa (11.9%, ns) lo que
sugiere que el aumento de reduccién de MTT en neuroblastomas se debe, al menos
parcialmente, a la entrada de glucosa a la célula. Por el otro lado, el 4cido palmitico
aumentd la respiracién mitocondrial de forma significativa (19.67%, P<0.05). El grupo
incubado con AP + INS no tuvo cambios en la reduccién de MTT (6.2%, ns), lo que
indica que el mecanismo de disfuncién mitocondrial en respuesta a insulina mediado por el
dcido palmitico es independiente de la entrada de glucosa a las células. Es importante

mencionar que no existen diferencias entre los grupos AP y AP + glucosa.
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La disfuncién mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el 4cido palmitico

requiere a la via de sefializacién de mTOR/S6K.

Posteriormente para estudiar si el 4cido palmitico produce la disfuncién mitocondrial en
respuesta a insulina mediada por la via de sefializacion mTOR/S6K, la cual se activa por
altos nutrientes, se realizaron ensayos de MTT en presencia del inhibidor especifico de
mTOR, la rapamicina. Encontramos que la incubacién con rapamicina no cambia los
niveles basales de MTT con respecto al control sin tratamiento (5.3%, ns) (Figura 22). Sin
embargo, la preincubacién con rapamicina inhibe la respiracién mitocondrial inducida
tanto por insulina (19.6%, ns), como por dcido palmitico (19.1%, ns), lo que implica que
el aumento en la reduccién de MTT obtenido por ambos compuestos depende de la
activacién de mTOR. De forma inversa, la rapamicina es capaz de revertir el efecto del AP

con insulina sobre la respiracién mitocondrial (61.3%, P<0.05).
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Figura 22. Evaluacién de la actividad mitocondrial con la inhibicién de mTOR. Ensayo de
reduccién de MTT en neuronas incubadas con rapamicina 100 nm por 1 hr, con 4cido palmitico
(AP) por 1 hr y tratadas sin y con 100 nm de insulina por 15 min. n=6-10 experimentos

independientes por duplicado. Se muestra el control en una linea punteada. * p<0.05 vs ctrl.
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La disfuncién mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el 4cido palmitico se

revierte al inhibir a PI3K.

Debido a que nuestros resultados muestran que se presenta disfuncién mitocondrial debido
al dcido palmitico s6lo cuando se trata a las neuronas con insulina, quisimos estudiar la
participacién de la via PI3K/Akt en este fendmeno. Para ello se realizaron ensayos de MTT
utilizando el inhibidor especifico de PI3K, la wortmanina. Se encontré que la incubacién
con wortmanina no cambia los niveles basales de MTT con respecto al control sin
tratamiento (5.38%, ns) (Figura 23). Por otro lado, la preincubacién con wortmanina
inhibe la respiracién mitocondrial inducida por insulina (13.7%, ns), pero no asi la
respiracién inducida por el dcido palmitico (52.65%, P<0.05), lo que muestra que el
aumento en MTT producido por el AP es independiente de la activacién de PI3K.
Asimismo, se observé un aumento en el MTT en el grupo de AP + INS incubado con
wortmanina (44.3%, P<0.05). Lo anterior sugiere que PI3K media la disfuncién

mitocondrial resultante de la co-incubacién de AP con insulina.
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Figura 23. Evaluacién de la actividad mitocondrial con la inhibicién de PI3K. Ensayo de
reduccién de MTT en neuronas incubadas con wortmanina 100 nm por 1 hr, con dcido palmitico
(AP) por 1 hr y tratadas sin y con 100nm de insulina por 15 min. n=6-10 experimentos

independientes por duplicado. Se muestra el control en una linea punteada. * p<0.05 vs ctrl.
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Discusién

La resistencia a la insulina ligada a la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2, las demencias y
la Enfermedad de Alzheimer son enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas,
respectivamente, que han alcanzado proporciones epidémicas en la sociedad moderna. El
aumento en la expectativa de vida aunado al estilo de vida sedentaria y a la ingesta de dietas
occidentales hipercaléricas, apunta a que la incidencia de estas enfermedades seguird
aumentando de forma considerable en el futuro de la poblacién. La busqueda de la etiologia
asi como el desarrollo de firmacos para tratar y prevenir estas enfermedades de forma
individual ha sido uno de los desafios mds grandes de la investigacion bdsica y clinica de las

tltimas décadas (Elliott et al. 2002; Shapiro et al. 2008; Bocarsly et al. 2010).

Aunado a lo anterior, la asociacién entre las enfermedades metabdlicas y el desarrollo de
déficits cognitivos, demencias y Enfermedad de Alzheimer ha sido documentada y
estudiada de forma amplia. Sin embargo, ya que tanto las enfermedades metabdlicas como
las deficiencias cognitivas son padecimientos de etiologfa multifactorial, elucidar los
mecanismos celulares y moleculares implicados en esta compleja asociacién, ha sido una
tarea monumental. Por lo tanto, la prevencién y el tratamiento de estos padecimientos de

forma conjunta e integral, es un ideal muy lejano.

Actualmente se encuentran en la literatura varias hipdtesis sobre la relacién entre la
obesidad y la diabetes con el desarrollo de déficits cognitivos y Enfermedad de Alzheimer.
Existen multiples reportes del papel de la insulina en procesos de memoria y aprendizaje en
zonas del cerebro de alta plasticidad como la corteza y el hipocampo (Zhao et al. 1999;
Skeberdis et al. 2001; Gerozissis, K. 2003; Nelson et al. 2005; Huang et al. 2010).
Asimismo, se sabe que una disfuncién en la sefializacién a insulina es la responsable de las
alteraciones metabdlicas mds importantes en el desarrollo de la resistencia a la insulina y
diabetes mellitus tipo 2 (Meigs et al. 2000; Samuel et al. 2001; Weir et al. 2001; Ali et al.
2015; Gustafson et al. 2015). En conjunto, esta evidencia ha llevado a proponer por

algunos grupos la hipétesis de la disfuncién a la insulina sistémica y en el sistema nervioso
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central como un componente determinante de la relacién entre las enfermedades
metabdélicas y neurodegenerativas antes mencionadas. Los multiples trabajos que apoyan
esta hipétesis han sido desarrollados en varios modelos animales, lo cual ha brindado un
cumulo de informacién consistente y reproducible, pero también algunas contradicciones,

lo cual ha llevado a revisiones y discusiones sobre los modelos para realizar estos estudios

(Calvo-Ochoa y Arias, 2015).

Adicionalmente, una de las preguntas importantes que quedaba sin contestar, era si existian
alteraciones en la sefalizaciéon de insulina neuronal como respuesta a alteraciones
metabdlicas. Para contestar esta pregunta, primero desarrollamos un modelo animal que
representa las condiciones alimenticias hipercaléricas prevalentes en occidente, mediante la
ingesta de dietas altas en grasas saturadas y fructosa (HFFD). Posteriormente, desarrollamos
un modelo 77 vitro de exposicidn a altas concentraciones de 4cido palmitico en neuronas, y

en ambos casos estudiamos si existian cambios en la sensibilidad a la insulina neuronal.

Encontramos en ambos modelos una disminucién considerable a la respuesta a la insulina
neuronal como respuesta a altos dcidos grasos saturados. Estos resultados respaldan la
hipétesis de la disfuncién de insulina sistémica y en sistema nervioso central como un
componente principal de la relacién entre las alteraciones metabdlicas y los déficits
cognitivos y demencias. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que el exceso de
dcidos grasos saturados libres presentes en la obesidad, sindrome de resistencia a la insulina
y la diabetes mellitus tipo 2, es uno de los principales componentes responsables de la
resistencia a la insulina neuronal. En este sentido ha sido reportado en un estudio en
pacientes sanos que en un paradigma de resistencia a la insulina por infusién de lipidos
sistémica, se produce una reduccién en el metabolismo energético mitocondrial del

hipocampo durante la ejecucién de tareas cognitivas (Emmanuel et al. 2013).
Otro hallazgo importante relacionado con la resistencia a la insulina neuronal fue la

disminucién de la actividad mitocondrial en respuesta a insulina en ambos modelos. La

disfuncién mitocondrial es una caracteristica fisiopatolégica temprana de demencias y la
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Enfermedad de Alzheimer, ya que lleva a dano y disfuncién sindptica antes de que existan
alteraciones cognitivas o muerte neuronal evidente (Mungarro-Menchaca et al. 2002;

Luque-Contreras et al. 2014; Muriach et al. 2014).

En este sentido proponemos que la resistencia a la insulina hipocampal debida a altos 4cidos
grasos tiene como consecuencia funcional una disminucién en la respuesta mitocondrial a
insulina; ésta es seguida de dano sindptico, el cual demostramos mediante la disminucién de
espinas dendriticas y marcadores sindpticos; y finalmente planteamos que estos fenémenos
traen como consecuencia la disminucién en la ejecucién de tareas de memoria y

aprendizaje.

Nuestro estudio sobre la estructura y funcién hipocampal en respuesta a la administracién a
corto plazo de una dieta alta en grasa y fructosa (HFFD) es el primero existente en la
literatura, ya que todos los estudios previos que describen la disminucién en el desempefio
de tareas cognitivas y alteraciones en el hipocampo debido a dietas altas en grasa han sido
por periodos de administracién de al menos 4 semanas. Para el uso de este modelo, se
validaron varios pardmetros metabdlicos y hormonales indicativos de obesidad y de
resistencia a la insulina sistémica. Es importante mencionar que a pesar de que no se
encontré hiperinsulinemia, la cual es caracteristica en el sindrome de resistencia a la
insulina, observamos un ligero desplazamiento de la distribucién de la concentracién de
insulina sérica hacia niveles mds elevados en el grupo HFFD. En este sentido, se obtuvo una
correlacién positiva de la relacién entre los niveles séricos de leptina e insulina de cada rata,
lo cual nos que sugiere que los niveles de ambas hormonas se relacionan con el estado
metabélico y que tienden a aumentar en conjunto cuando se presentan alteraciones
metabdlicas, como la resistencia a la insulina. Este andlisis ha sido reportado previamente
por grupos que lo utilizan como marcador de enfermedades metabdlicas en modelos

animales y en pacientes humanos (Silha et al. 2003; Inoue et al. 2006; Baban et al. 2010).

Al evaluar la sensibilidad del hipocampo a la insulina después de la administracién de

HFFD, encontramos una disminucién en la senalizacién de los efectores mds importantes
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de la via, pero no asi del receptor de insulina. Lo anterior nos sugiere lo siguiente: 1) los
receptores de insulina hipocampales de las ratas HFFD son funcionales, 2) los niveles de
insulina hipocampal en ambos grupos son equiparables y 3) la via de sehalizacién se ve
afectada de forma intracelular, a nivel del IRS-1, que es incapaz de reconocer al receptor de

insulina fosforilado y autofosforilarse.

Se ha descrito que uno de los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a la
insulina sistémica es la fosforilacién de IRS-1 en residuos de serina por varias cinasas como
S6K, JNK y PKC. Esta fosforilacién produce un cambio alostérico en IRS-1 que le impide
reconocer al receptor de insulina fosforilado y propagar la sefial (Samuel et al., 2004; Ono
et al., 2008; Oh et al., 2013). En este sentido, encontramos que la cinasa S6K, la cual es
activada preferencialmente por nutrientes, se encuentra mds activa en el hipocampo de ratas
HFFD, lo cual sugiere que esta cinasa podria fosforilar a IRS-1 en residuos de serina y

promover el desacople en la sefalizacién de insulina hipocampal que observamos.

Ademids de los cambios metabdlicos y bioquimicos observados en el hipocampo posterior a
la ingesta subaguda de HFFD, también encontramos cambios estructurales importantes que
podrian estar relacionados con los déficits cognitivos que se observan en los modelos de
alteraciones metabdlicas por HFFD. El primero de estos cambios fue una reduccién en el
peso del hipocampo, en correlacién con la ingesta calérica de los animales y sin cambios en
el peso total del cerebro. En relacién con este hallazgo, se ha encontrado una reduccién del
volumen hipocampal en pacientes con DMT2, mientras que el volumen cerebral total
permanece sin cambios (Gold et al. 2007). Es importante mencionar que la reduccién del
peso del hipocampo que observamos en las ratas HFFD podria deberse no sélo a los
cambios estructurales y morfolégicos neuronales que describimos en este trabajo, sino
también a otros efectos de la dieta, como por ejemplo: deshidratacién del tejido, a un
cambio en la composicién lipidica y/o de colesterol de las membranas, etc. (Sallam et al.

2015).
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En un estudio morfolégico mds detallado encontramos una disminucién en la arborizacién
y el grosor dendriticos, asi como reduccién en el nimero de espinas dendriticas y
marcadores sindpticos. Se sabe que los cambios en el tamano, forma y niimero de las espinas
dendriticas, asi como la composicién de las proteinas sindpticas presentes en ellas, son un
componente fundamental de la plasticidad sindptica, la cual representa uno de los sustratos
celulares del aprendizaje y la memoria (Moser et al. 1994; Engert y Bonhoeffer, 1999;
Zhou et al. 2004; Kasai et al. 2010; Zhang et al. 2012). Por otro lado, se sabe que una
disminucién en el nimero y tamafio de espinas dendriticas hipocampales estd relacionada
con la pérdida de las funciones cognitivas en diferentes modelos de neurodegeneracién,
Enfermedad de Alzheimer y déficits cognitivos (Knobloch y Mansuy, 2008; Rubino et al.
2009; Dumitriu et al. 2010; Kasai et al. 2010).

Las modificaciones estructurales en estas zonas neuronales altamente pldsticas muestran que
la HFFD produce alteraciones en la dindmica activa de remodelacién dendritica y sindptica,
y aumentan la informacién disponible en la literatura en cuanto a los mecanismos
moleculares asociados con la disminucién de la funcién cognitiva (Popov & Bocharova
1992; Lambert et al. 1998; Masliah et al. 2004; Magarifios et al. 2006; Titus et al. 2007;
Ivy et al. 2010). Debido a que estd reportado que la administracién de HFFD a largo plazo
promueve una disminucién en la produccién hipocampal del factor de crecimiento BDNF
(brain-derived neuronal factor), y ya que éste es uno de los factores principales que
promueven la remodelacién dendritica y que regulan el nimero y la maduracién de espinas
dendriticas, asi como el establecimiento de la potenciacién a largo plazo, nos sugiere que es
uno de los mecanismos que podria estar involucrado en las modificaciones estructurales que
encontramos en nuestro modelo (Hall et al. 2000; Tyler et al. 2002; Molteni et al. 2004;
Radecki et al. 2005; Hu et al. 2005; Greenberg et al. 2009; Chen et al. 2010; Park et al.
2010).

Las proteinas asociadas al citoesqueleto controlan su ensamblaje y por ello regulan procesos
de ajuste morfoldgico dendritico y neuronal asociado con cambios en la plasticidad

dendritica, axdnica y sindptica. Encontramos que la administracién de HFFD produce
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cambios en dos de estas proteinas (dendriticas y axénicas) lo cual podria relacionarse

directamente con los cambios estructurales encontrados en las neuronas.

MAP-2, proteina asociada a los microtibulos de las dendritas, se encuentra reducida y
relocalizada hacia el soma en las neuronas hipocampales de las ratas HFFD. Existen reportes
de disminucién y relocalizacién somdtica de MAP-2 en diferentes enfermedades
degenerativas, incluyendo la Enfermedad de Alzheimer (Fifre et al., 2006; Takahashi et al.,
2013). Adicionalmente, se reporté que el consumo de una dieta alta en grasas por largo
plazo, produjo una reduccién de MAP-2 en el hipocampo y que esta disminucién
correlacioné con el niimero de errores en una prueba de memoria (Granholm et al. 2008),
lo cual relaciona directamente la pérdida de la funcién de MAP-2 con una pérdida

cognitiva.

Por otro lado encontramos cambios en la fosforilacién de tau, proteina asociada a
microtibulos en los axones, y la cual se regula mediante la fosforilacién de sus maltiples
epitopos. Estudiamos la fosforilacién del epitopo $199/202 ya que es un sitio fosforilado
preferencialmente por la cinasa GSK3B que es inhibida directamente por la via de la
insulina, la cual estd desensibilizada en nuestro modelo de HFFD. Tau puede sufrir una
hiperfosforilacién patoldgica que se lleva a cabo en multiples residuos y por varias cinasas
que fosforilan de manera secuencial. Estas fosforilaciones aberrantes pueden promover la
disociacién de tau de los microtibulos y posteriormente la formacién de fibrillas insolubles
que causan multiples anomalias, desde la disfuncién axonal hasta la pérdida de la integridad
neuronal y posteriormente la muerte celular. (Kimura et al., 1996; Planel et al., 2007;

Mercado-Gémez et al. 2008; Bhat et al., 2013).

Otro componente importante asociado con las alteraciones metabdlicas, en particular con
la obesidad, es la inflamacién de bajo grado. Se sabe que en estas enfermedades se producen
cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefélica, lo que produce un trafico de
citocinas inflamatorias y macréfagos hacia el sistema nervioso central, incluido el

hipocampo (Drake et al. 2011; Freeman et al. 2012; Buckman et al. 2013; Laura et al.
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2013). Por ese motivo estudiamos marcadores de inflamacién en el hipocampo debidas a la

ingesta de HFFD, y encontramos activacién tanto astrocitica como microglial.

Recientemente se ha demostrado el papel fundamental que tienen los astrocitos en la
regulacién de la remodelacién sindptica y en el establecimiento de plasticidad en el
hipocampo (Cristopherson et al. 2005; Nishida y Okabe, 2007; Eroglu y Barres, 2010;
Pekny y Pekna, 2014). Asimismo los astrocitos reactivos, que han sido activados por varios
estimulos aversivos o dafinos, pueden en primera instancia resultar neuroprotectores y
neuromoduladores, pero después de una activacién continua producir dafio y pérdida
sindptica (John et al. 2003; Liberto et al. 2004; Wilhelmsson et al. 2004; Sofroniew et al.
2005; Rao et al. 2012; Avila-Mufoz y Arias, 2014). En este sentido, la presencia continua
de marcadores inflamatorios sistémicos y en el hipocampo por la administracién de dietas
HFFD podria relacionarse también con la disminucién en el nimero de espinas dendriticas
que observamos en nuestro modelo. Otro hallazgo interesante fue encontrar células
subgranulares del giro dentado que expresan a la GFAP (glial-fibrillary astrocytic protein)
astrocitica. Basados en la posicién y morfologia de dichas células, proponemos que son glia
radial las cuales extienden un gran nimero de procesos celulares a través de la capa granular
del giro dentado en las ratas HFFD. Estos resultados sugieren un efecto protector, o
inclusive de andamiaje hacia las capas neuronales del giro dentado. Este tipo de procesos de

neuroproteccién se han observado en otros modelos de dafo en el giro dentado (Huttmann

et al. 2003; Lugert et al. 2010).

La presencia de microglia activa en el hipocampo sugiere una importacién de macréfagos
activos desde la periferia, lo cual sugiere que existen cambios en la permeabilidad de la
barrera hematoencefilica por administracién aguda de HFFD como ha sido descrito en

otros modelos de alteraciones metabdlicas.
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Figura 24. Modelo integrativo propuesto de los resultados obtenidos en el modelo de
administracién subaguda de HFFD. Se muestra un esquema de los resultados obtenidos en este
trabajo y de la. En flechas verdes se muestran aquellos pardmetros que se encontraron aumentados,
en flechas rojas se presentan aquellos que se encontraron disminuidos. Se presentan en flechas
negras las posibles relaciones entre dos pardmetros en base a diversos reportes en la literatura. Se
presenta en flechas blancas nuestras propuestas de relaciones entre pardmetros, que tendrdn que

validarse experimentalmente.

A forma de conclusién grifica de la primera parte de la discusién, correspondiente al
modelo de administracién subaguda de dietas HFFD 7 vivo, proponemos un modelo en el
cual integramos los hallazgos de este trabajo y los relacionamos con fenémenos previamente

reportados en la literatura (Figura 24).

Las diferentes alteraciones neuronales y gliales en el hipocampo debidos a la HFFD que
reportamos en este trabajo muy probablemente son de origen multifactorial. Para probar la
hipétesis del papel de los dcidos grasos saturados en el desarrollo de la resistencia a la

insulina, desarrollamos un modelo en el cual se expusieron altas concentraciones de dcido
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palmitico a neuronas in vitro. Encontramos que la exposicién a muy altas concentraciones
de dcido palmitico por 24 hrs produce muerte neuronal, lo cual coincide con los reportes de

que el 4cido palmitico produce apoptosis en otros cultivos celulares neuronales (Lee et al.

2010; Benoit et al. 2010; Burratta et al. 2008; Mayer et al. 2010; Kim et al. 2011).

Posteriormente encontramos el que la incubacién por 24 hrs con dcido palmitico produce
pérdida de sensibilidad a la insulina en las neuronas de forma dosis-dependiente, lo que
indica que los efectos deletéreos sobre la senalizacién de insulina relacionan directamente

con el metabolismo o la sefializacién de los dcidos grasos saturados.

Estudiamos la funcién mitocondrial neuronal en respuesta a dcido palmitico y encontramos
que a lhr, pero no a 24 hrs, puede ser utilizado como sustrato metabdlico,
independientemente de la captura de glucosa. También observamos que la preincubacién
por 1 hr con dcido palmitico, impide el aumento de la actividad oxidoreductora
mitocondrial producida por insulina. Creemos que estos resultados reproducen lo que
observamos en el modelo in vivo en el cual la actividad mitocondrial de terminales
sindpticas aisladas inducida por insulina, se abate en el grupo HFFD. Es importante
mencionar que la incubacién por 24 hrs con dcido palmitico no tuvo estos efectos. Més
adelante se discutirdn posibles explicaciones de este fenémeno en relacién con los demds

resultados.

Encontramos también que la insulina requiere de la captura de glucosa para aumentar la
actividad mitocondrial en los neuroblastomas, lo que indica que transportadores de glucosa
insulino-dependientes como GLUT4 o GLUTS median esta funcién. Existen reportes de
que varias lineas celulares de neuroblastoma expresan el transportador GLUT4, pero

desconocemos si en la linea que utilizamos se expresa este transportador (Benomar et al.

2006; Patel et al. 2011; Rizzo et al. 2013).

Adicionalmente estudiamos el papel de las vias de sefalizacién de mTOR/S6K y de PI3K

en la activacién mitocondrial inducida por insulina, AP y en la disfuncién mitocondrial
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obtenida de la co-incubacién de ambos compuestos, y encontramos que la insulina requiere
de la activacién tanto PI3K como de mTOR para aumentar la actividad mitocondrial.
PI3K media la activacién de Ake, la cinasa que regula el transporte de GLUT4 hacia la
membrana plasmdtica y que permite la captura de glucosa, necesaria para aumentar la
actividad mitocondrial en este modelo (Figura 2). El requerimiento de mTOR en este caso
puede explicarse, ya que a pesar de que de forma candnica se esquematiza la activacion de
mTOR rio abajo de Akt y de forma lineal, se sabe que Akt requiere de dos fosforilaciones
para activarse: la primera en un sitio fosforilado por mTOR, lo cual sirve como sitio
“primer” para permitir la posterior fosforilacién por PDK cuando esta se activa (Sarbassov
et al. 2005; Hresko y Mueckler, 2005; Zeng et al. 2007). Ya que mTOR se activa por
nutrientes y por factores de crecimiento, en células saludables y metabdlicamente activas
existird una activacién basal de esta cinasa que permite la primera fosforilacién de Akt para
favorecer su posterior activacién. Por lo tanto al inhibir a mTOR esta fosforilacién se
pierde, lo que podria explicar el por qué la actividad mitocondrial no aumenta al tratar a

las células con insulina y rapamicina.

Ademds encontramos que el 4cido palmitico requiere de la via de senalizacién de
mTOR/S6K, pero no de PI3K, para inducir activacién mitocondrial. Estd bien establecido
que los dcidos grasos promueven la activacién de mTOR y que a su vez esta cinasa regula el
metabolismo de éstos (Wang et al., 2001; Harrington et al., 2005; Um et al., 2006; Blouet
et al., 2008; Ono et al., 2008; Soliman, 2011). Adicionalmente, resultados preliminares no
incluidos en esta tesis sugieren que el tratamiento con 4cido palmitico por 1 hora promueve

la activacién de S6K, lo cual confirmaria el papel de esta via de sefializacién en los efectos

del AP.

Finalmente nuestros resultados indican que la pérdida de la activacién mitocondrial
inducida por insulina con la co-incubacién de dcido palmitico requiere de la activacién
tanto de PI3K como de mTOR. Con los resultados que obtuvimos no es posible explicar
por completo el mecanismo molecular de la disfuncién mitocondrial debida a la co-

incubaciéon de 4cido palmitico con insulina, por lo que a continuacién presentamos una
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hipétesis de lo que podria estar ocurriendo y que requerird su posterior validacién

experimental.

Se ha descrito que una parte esencial de la sefalizacién de insulina es la generacién de un
pulso de peréxido de hidrégeno (H202) generado en respuesta a la unién de la insulina
con su receptor (Mukherjee et al. 1978; May et al. 1979; Mahadev et al. 2001; Goldstein et
al. 2005). Este pulso se genera de forma casi instantdnea y es transitorio, durando de 5 a 10
segundos y se ha rastreado su origen al complejo II mitocondrial, la succinato
deshidrogenasa. Esta generacién pulsitil de H202 mitocondrial funciona como un
“priming” que promueve la autofosforilacién del receptor de insulina y por lo tanto es
fundamental para la transduccién de la senal (Schmid et al. 1998; Schmid et al. 1999;
Pomytkin et al. 2002; Pomytkin et al. 2003; Storozhevykh et al. 2007; Persiyantseva et al.
2013). Sin embargo, es importante mencionar que la presencia de especies reactivas de
oxigeno (EROs) por tiempos y en concentraciones fisiopatolégicas tienen un efecto

inhibidor en la sefalizacién de insulina (Goldstein et al. 2005; Anderson et al. 2009).

Por otro lado, existe evidencia de que en paradigmas de exposicién a altos dcidos grasos in
vitro o mediante administracién de dietas altas en grasas in vivo las células presentan un
aumento en la generacién de EROs mitocondriales, asi como un incremento en el potencial
méximo de generacién de H202 mitocondrial, lo cual trae como consecuencia un aumento
en la concentracién de éste y por periodos més prolongados de tiempo (Koves et al. 2005;
Bonnard et al. 2008; Anderson et al. 2009). El incremento en la generacién de H202
mitocondrial tiene como consecuencia la disminucién en la capacidad del sistema
antioxidante, adicionalmente se promueve el escape de electrones de la cadena de transporte
de electrones, lo cual ocasiona un posterior desacoplamiento mitocondrial (Korshunov et al.
1997; Liu et al. 1999; Tretter et al. 2000; Lameloise et al. 2001; Evans et al. 2005;
Anderson et al. 2009; Moser et al. 2009).

En relacién con nuestros resultados, es importante mencionar que la reduccién de MTT a

sales de formazdn se lleva a cabo en gran medida por el complejo II mitocondrial, o la
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succinato deshidrogenasa, la misma enzima que produce el H202 mitocondrial en
respuesta a insulina (Slater et al. 1963; Musser y Osseroff, 1994; Takahashi et al. 2002).
Tomando en cuenta todas las evidencias anteriores y nuestros resultados experimentales,

nuestra hipétesis es la siguiente (Figura 25):

1) La incubacién con 4cido palmitico por 1 hora genera una gran cantidad de EROs
mitocondriales, incluido el H202, lo que promueve un estado pro-oxidante, la
disminucién de equivalentes reductores, disrupcion de la permeabilidad de la membrana
interna mitocondrial y posterior escape de electrones de la cadena respiratoria, lo cual puede
llevar al desacoplamiento mitocondrial (Ballinger et al. 2000; Lin y Beal, 2006; Hamanaka
y Chandel, 2010).

2) Al afadir insulina, se genera un pulso de H202 por la succinato deshidrogenasa. Ya que
las mitocondrias presentarian un incremento en el potencial mdximo de generacién de
H20O2 asi como menos capacidad anti-oxidante, el pulso de H202 generado por insulina
serfa mayor y durarfa mds tiempo, lo cual aumentarfa atin mds el estado oxidante

mitocondrial.

3) Durante los 15 minutos de incubacién de la insulina, en los cuales en los grupos control
se ha generado una actividad metabdlica que aumenta la reduccién del MTT, en las células
tratadas con dcido palmitico e insulina las mitocondrias se encontrarfan en un estado pro-
oxidante y con una disminucién de los equivalentes reductores mitocondriales. Por lo tanto
al agregar el MTT, la reduccién de éste estarfa disminuida en comparacién con grupos

tratados con AP o con insulina.

Creemos que este mecanismo también podria ser el responsable de la disminucién en la

reduccién de MTT que observamos en las sinapsis hipocampales de las ratas HFFD.
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Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto para la inhibicién en la reduccién de
MTT en neuronas tratadas con 4cido palmitico e insulina. A) Generacién de un pulso
ripido y transitorio de H,O, mitocondrial en respuesta a la unién de insulina con su
receptor. La generacién de este H,O, media la autofosforilacién del receptor de insulina.
Debido a nuestros resultados, creemos que PI3K es parte de esta primera parte de la via de
senalizacién de insulina. B) Senalizacién de insulina después de 15 minutos (tiempo de
incubacién que usamos en este trabajo) y reduccién de MTT generada por la aptura de
glucosa y la posterior glucdlisis. C) Generacién de y H,O, y EROs mitocondriales por la
incubacién de AP durante 1 hora; reduccién de MTT debida a la 3-oxidacién del AP. D)
Hipétesis de la disminucién de la reduccién de MTT en respuesta a la insulina en neuronas
pre-incubadas con AP. Durante la incubacién con AP se generan y H,O, y EROs, los
cuales se incrementan al tratar a la célula con insulina. Esta acumulacién excesiva de EROs
promueve una disminucién de los equivalentes reductores generados por la B-oxidacién,
disrupcién de la permeabilidad membranal y posible filtrado de electrones. Esto ocasionaria
una disminucién en la capacidad de la mitocondria para reducir el MTT. Adicionalmente,
los EROs podrian promover un estado de resistencia a la insulina por lo que se perderia la

captura de glucosa dependiente de insulina y el efecto de la glucdlisis sobre la reduccién de

MTT.
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Conclusiones

A pesar de que la relacién entre el padecimiento de alteraciones metabélicas como obesidad,
resistencia a la insulina, sindrome metabdlico y diabetes mellitus con el desarrollo de
déficits cognitivos, demencias y Enfermedad de Alzheimer ha sido ampliamente descrita en
estudios epidemioldgicos y en modelos animales, se sabe muy poco sobre los mecanismos

moleculares que subyacen esta relacién.

Ya que uno de los componentes determinantes para el padecimiento de enfermedades
metabdlicas es la ingesta de dietas altas en grasas, nos enfocamos en este factor. Por ello, en
el presente trabajo presentamos dos modelos para el estudio de la ingesta de dietas altas en

grasas y su impacto en cambios estructurales, funcionales y bioquimicos en neuronas y glia.

En el primer modelo de ingesta sub-aguda de dietas altas en grasa de origen animal y
fructosa in vivo demostramos que la obesidad y la resistencia a la insulina ocasionadas por
esta dieta producen cambios en la sensibilidad a la insulina hipocampal y que esto se asocia
con cambios estructurales, funcionales, morfolégicos y bioquimicos en esta regién.
Proponemos este modelo como uno de los mds completos para el estudio de la relacién
entre alteraciones metabdlicas y déficits cognitivos ya que se utilizan animales jévenes,
saludables y sin modificaciones genéticas. El desarrollo de obesidad y resistencia a la
insulina y de todas las alteraciones asociadas son dependientes exclusivamente de la
administracién de la dieta; Adicionalmente, la dieta HFFD usada es la mds cercana a la
dieta hipercalérica occidental humana, consistente en altas grasas saturadas de origen
animal y alta fructosa en la bebida. Esta dieta, que es altamente obesogénica, es capaz de
inducir obesidad y resistencia a la insulina en sélo 7 dias, lo cual provee ventajas

experimentales.
Posteriormente, en el segundo modelo de exposicion a dcidos grasos saturados in vitro

encontramos semejanzas con los resultados obtenidos en el modelo de administracién de

dieta HFFD en ratas, por lo que lo proponemos como un modelo de estudio alternativo de
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los mecanismos moleculares que subyacen los cambios neuronales en respuestas a
componentes especificos de las dietas altas en grasas. En particular, mostramos que la
exposicién aguda y sub-aguda de dcido palmitico promueve también cambios en la

sensibilidad a insulina neuronal, relacionada con cambios en la actividad mitocondrial.

Los resultados de este estudio muestran por primera vez que la sensibilidad a la insulina
cerebral reducida debida a alteraciones metabdlicas puede asociarse con el desarrollo de
alteraciones neuronales que lleven al deterioro cognitivo e inclusive, ser un factor de riesgo
claro para enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer y también

complementan la literatura respecto a las evidencias del papel de la insulina en la cognicién.

La identificacién de los mecanismos centrales y periféricos relacionados con la resistencia a
la insulina y la neuroinflamacién como mediadores potenciales de disfuncién cognitiva y
factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y déficits
cognitivos puede llevar al desarrollo de estrategias preventivas y farmacoldgicas mds efectivas

para el tratamiento de ambos tipos de padecimientos.
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