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ResumenResumenResumenResumen        

 

El consumo de dietas altas en grasas saturadas y azúcares, en particular la fructosa (high-fat-

and-fructose-diets, HFFD), promueve el desarrollo de enfermedades metabólicas como la 

obesidad, resistencia a la insulina, síndrome metabólico y diabetes mellitus tipo 2. Algunas 

de estos padecimientos se han asociado como condiciones de riesgo epidemiológico 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 crónica 

de dietas altas en grasas y fructosa promueve un desempeño deficiente en tareas de memoria 

y aprendizaje, asociado a una reducción de la síntesis de factores neurotróficos, del 

establecimiento de potenciación 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, región 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, así como en el 

establecimiento de la potenciación a largo plazo que subyace a éstos procesos cognitivos. 

Dado el papel fundamental de la insulina en las neuronas hipocampales, se podría especular 

que alteraciones en la sensibilidad a la insulina en esta región, secundarias a resistencia a la 

insulina periférica, podrían 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 región. Nuestros hallazgos muestran que el consumo de 

una dieta alta en grasa y fructosa  por siete días induce incremento del peso corporal y 

resistencia a la insulina sistémica; asociados con las siguientes alteraciones hipocampales: 

disminución de la sensibilidad a la insulina y activación de la vía de mTOR/S6K; 

disfunción mitocondrial sináptica; disminución del peso del hipocampo y de la complejidad 

del árbol dendrítico neuronal; reducción de marcadores sinápticos;  alteraciones en 

proteínas asociadas a microtúbulos dendríticas y axónicas y procesos de neuroinflamación. 
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Adicionalmente, para tratar de profundizar en los mecanismos moleculares responsables de 

estas alteraciones neuronales en el modelo in vivo, desarrollamos un modelo de exposición a 

dietas altas en grasas in vitro utilizando cultivos de neuroblastoma expuestos al ácido 

palmítico, el cual es el ácido graso saturado más abundante en la dieta HFFD. En este 

modelo encontramos que la exposición aguda al ácido palmítico produce una disminución 

de la sensibilidad de la insulina neuronal, y que la exposición sub-aguda promueve una 

disminución en la actividad mitocondrial inducida por insulina, mediada por las vías de 

señalización de PI3K y mTOR/S6K. De esta manera, planteamos dos modelos 

experimentales para estudiar cómo cambios metabólicos sistémicos modifican la repuesta 

neuronal a la insulina que pueden repercutir en modificaciones de la plasticidad neuronal y 

explicar la relación 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 permitirá el desarrollo de nuevos blancos para el tratamiento y prevención del 

deterioro cognitivo en poblaciones vulnerables tales como el grupo clínico creciente de 

pacientes con enfermedades metabólicas y crónico-degenerativas. 
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Abstract Abstract Abstract 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/S6K 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 in 

vivo model, we developed a model of high-fat exposure in vitro using neuroblastoma cell 

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

 

HFFD – High-fat and high-fructose diet (dieta alta en grasa y fructosa) 

DMT2 – Diabetes Mellitus tipo 2 

EA – Enfermedad de Alzheimer 

LTP – Long term potentiation (potenciación a largo plazo) 

AP – Ácido palmítico 

AD – Alzheimer’s Disease 

PA – Palmitic acid 

OMS – Organización Mundial de la Salud 

MCI – Mild Cognitive Impairment (deterioro cognitivo leve) 

IMC – Índice 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 

PIP2 – fosfatidilinositol-4,5-difosfato 

PIP3 – fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 

PDK1 – Phosphoinositide-dependent kinase 1 (cinasa dependiente de fosfoinosítidos) 

GSK3β – Glugogen synthase kinase 3β (cinasa de la sintasa de glucógeno 3β) 

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 mamíferos) 

AMPK – AMP-activated kinase (cinasa activada por AMP) 

ATP – Adenosintrifosfato 

ADP –   Adenosindifosfato 

AMP –  Adenosinmonofosfato 

FABP –  Fatty acid-binding proteins (proteínas de union a ácidos grasos) 

GPCR – G protein-coupled receptor (receptor acoplado a proteínas G) 
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PKC – Protein kinase C (proteína cinasa C) 

DAG – diacilglicerol  

TNF-α –  Tumor necrosis factor α (Factor de necrosis tumoral α) 

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 (proteína asociada a microtúbulos) 

GFAP – Glial fibrillary acidic protein (proteína fibrilar acídica glial) 

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

EROs – Especies reactivas de oxígeno 
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Organización de la tesis Organización de la tesis Organización de la tesis Organización de la tesis     

    

Este trabajo está dividido en once secciones: Introducción, Antecedentes, Planteamiento del 

problema, Hipótesis y Objetivos, Materiales y métodos, Resultados I, Resultados II, 

Objetivos II, Materiales y métodos II, Discusión y Conclusiones.  

 

En la introducción se presenta un marco teórico general sobre dos grupos de enfermedades 

relacionadas en las que se basa la investigación 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 información sobre la vía de señalización de la insulina y su 

relevancia en el hipocampo, la principal zona cerebral de estudio de nuestro grupo de 

investigación 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 sección de Antecedentes se presenta una revisión integral de: 1) los 

mecanismos moleculares detrás de la función de la insulina en el hipocampo y su papel en 

el establecimiento de memoria y  aprendizaje; 2) la relación entre el padecimiento de 

trastornos metabólicos 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 metabólicas y disfunción 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 revisión corresponde a la publicación 

“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 continuación se presenta el planteamiento del problema así como la hipótesis, objetivos y 

materiales y métodos. Posteriormente, en Resultados I se muestran los efectos de la 

administración subaguda de dietas altas en grasa y fructosa en ratas sobre el hipocampo a 

nivel bioquímico, morfológico y estructural, y que corresponde a la publicación  
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“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 in vitro por administración aguda y subaguda de ácidos 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 preparación 

titulado “Saturated fatty acids induce neuronal insulin resistance and mitocondrial dysfunction 

in isolated synapses and in vitro: role of mTOR/S6K”. Esta sección es seguida de sus 

correspondientes Objetivos y Materiales y métodos.  

    

Finalmente, se presenta una discusión integral de los hallazgos del presente trabajo, así 

como dos modelos integrativos para los resultados obtenidos en los modelos in vivo e in 

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

    

    

La ingesta de dietas altas en grasas saturadas y azúcares aunado a un estilo de vida sedentario 

ha incrementado de forma alarmante durante los últimos años en las sociedades 

occidentales. La alta ingesta calórica promueve el desarrollo de alteraciones metabólicas 

como: obesidad, resistencia a la insulina sistémica, síndrome metabólico y diabetes mellitus 

tipo 2 (Kraegen et al. 1991; Elliott et al. 2002; Shapiro et al. 2008; Bocarsly et al. 2010). 

Estas enfermedades metabólicas han alcanzado proporciones epidémicas e incrementan el 

riesgo a padecer otras enfermedades que en conjunto limitan de forma dramática 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., 

2010; 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 traído como consecuencia un incremento en la aparición de 

enfermedades crónico-degenerativas asociadas a la edad, dentro de las cuales se unas de las 

más importantes y que comprenden el mayor impacto económico 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 población se está volviendo más longeva (OMS, 

2013; Olaiz-Fernandez et al. 2006). Es por ello que es fundamental el estudio de la relación 

que existe entre el desarrollo de enfermedades metabólicas y padecimientos 

neurodegenerativos, para poder desarrollar enfoques preventivos y farmacológicos más 

efectivos e integrales en el futuro.  
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Deterioro Deterioro Deterioro Deterioro cognitivo cognitivo cognitivo 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 algún tipo de demencia, en particular la EA (Morris et al. 2001; Tabert et al. 

2006).  

 

DemenciaDemenciaDemenciaDemencia    

    

Se conoce como demencia a una categoría 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 ánimo, la 

personalidad, del sueño 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 Organización 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 más 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 AlzheimerEnfermedad de AlzheimerEnfermedad de AlzheimerEnfermedad de Alzheimer    

 

La EA es el tipo más común 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 años 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 desorientación 
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espacio temporal, seguida de afectaciones cognitivas más severas como: afasia, alteraciones 

generalizadas de la memoria y pérdida del juicio. Estos cambios son normalmente 

acompañados o precedidos por irritabilidad, depresión, ansiedad y cambios en la 

personalidad. Finalmente, en las últimas 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 histopatológico la EA se caracteriza por una neurodegeneración crónica de áreas 

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 histopatológicos característicos: las placas amiloideas, 

compuestas de péptido βA insoluble extracelular; y las marañas neurofibrilares formadas de 

agregados intracelulares insolubles de tau hiperfosforilada. La presencia de estos factores en 

conjunto promueven la pérdida sináptica y posterior muerte neuronal asociada a la pérdida 

de la memoria y las funciones cognitivas que son características de la EA (Mungarro-

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

 

    

ObesidadObesidadObesidadObesidad    

    

La obesidad es un trastorno metabólico crónico que se caracteriza por una acumulación de 

grasa corporal excesiva, resultante del desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético. Su 

definición clínica toma en cuenta la masa corporal y la estatura del individuo (kg/m2) en un 

parámetro conocido como índice 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 

más de 300 millones de personas a nivel mundial padecen obesidad, siendo México el país 

con mayor presencia de esta condición en adultos y niños, con una prevalencia mayor al 

30% de la población (Olaiz-Fernandez et al. 2006). La presencia de obesidad aumenta el 

riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 y otros trastornos 

metabólicos.   
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Resistencia a la insulina sistémicaResistencia a la insulina sistémicaResistencia a la insulina sistémicaResistencia a la insulina sistémica    

 

Se conoce como resistencia a la insulina a la disminución de la señalización de insulina en  

células, tejidos u órganos. Cuando se presenta en el hígado, músculo y tejido adiposo, se 

convierte en un trastorno metabólico caracterizado por una disminución de los efectos 

metabólicos 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 sobreproducción de insulina. Generalmente estas alteraciones se 

acompañan de dislipidemia (Samuel et al., 2004; Um et al., 2006; Savage et al., 2007). A 

medida que el síndrome de resistencia a la insulina progresa, se observa un aumento gradual 

en la producción de insulina. Si este transtorno continúa, en algunos casos, las células β-

pancreáticas comienzan a disminuir la producción de insulina debido a lipotoxicidad, 

glucotoxicidad o inflamación. Lo anterior promueve la elevación de los niveles sanguíneos 

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

 

Dietas altas en grasa y desarrollo de trastornos metabólicosDietas altas en grasa y desarrollo de trastornos metabólicosDietas altas en grasa y desarrollo de trastornos metabólicosDietas altas en grasa y desarrollo de trastornos metabólicos    

 

El consumo de dietas altas en grasas y azúcares, particularmente grasas saturadas y fructosa, 

componentes abundantes en la dieta occidental, produce un incremento en la adiposidad 

visceral, así como de los niveles de triglicéridos y colesterol en sangre, lo que promueve el 

desarrollo de obesidad y de una reducción a la sensibilidad a la insulina. La obesidad y la 

resistencia a la insulina forman también parte de otro padecimiento llamado síndrome 

metabólico, el cual puede presentar adicionalmente: hipertensión, hipercolesterolemia,  

dislipidemia e hiperuricemia (Lind et al., 1992; Meigs et al., 2000). El síndrome 

metabólico además representa un estado pro-trombótico y pro-inflamatorio y está 

altamente asociado al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, 

y algunos tipos de cáncer (Larqué et al. 2011).  

 

 



15 

 

 

    

Figura 1. Relación entre la producción, la resistencia y la función de la insulina y el desarrollo Figura 1. Relación entre la producción, la resistencia y la función de la insulina y el desarrollo Figura 1. Relación entre la producción, la resistencia y la función de la insulina y el desarrollo Figura 1. Relación entre la producción, la resistencia y la función de la insulina y el desarrollo 

de tde tde tde trastornos metabólicos. rastornos metabólicos. rastornos metabólicos. rastornos metabólicos. El esquema representa la creciente resistencia a la insulina a lo largo del 

tiempo, así como su relación con la aparición de trastornos como el síndrome de resistencia a la 

insulina y el síndrome metabólico. La producción de insulina aumenta cuando la función de ésta 

disminuye, hasta que se alcanza un pico máximo de producción. En algunos casos, esta producción 

se detiene por daño a las células β pancreáticas, lo que produce una caída en la producción 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 fisiopatológicos y algunas de 

ellas usualmente se presentan juntas. Estas enfermedades metabólicas pueden ser entendidas 

como un continuum, donde el balance entre la resistencia a la insulina y la producción de 

insulina determina las características patológicas y da como resultado el desarrollo de alguna 

de estas enfermedades (Figura 1). 
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La insulina La insulina La insulina La insulina     

 

La insulina es un polipéptido de 51 aminoácidos producido en las células β de los islotes de 

Langerhans del páncreas. Se libera al torrente sanguíneo en respuesta a altas concentraciones 

de glucosa en sangre. Sus efectos metabólicos más importantes son el aumento de: la 

captación de glucosa en la mayoría de las células del organismo, la síntesis de glucógeno en 

el hígado y músculo y la lipogénesis en tejido adiposo y la síntesis de proteínas en las células 

de todos los tejidos. La captación de la glucosa por las células debida a la acción de la 

insulina provoca una disminución en la concentración de glucosa en sangre hasta alcanzar 

los niveles fisiológicos (Klip y Paquet, 1990; Sonsksen y Sonsksen, 2000; Dimitriadis et al. 

2011).  

La insulina es considerada la hormona anabólica más importante y además de regular la 

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

et al. 2010).   

    

La vía de señalización de la insulina: RI/IRSLa vía de señalización de la insulina: RI/IRSLa vía de señalización de la insulina: RI/IRSLa vía de señalización de la insulina: RI/IRS----1/PI31/PI31/PI31/PI3----K/Akt K/Akt K/Akt K/Akt     

 

La vía de señalización de insulina se comparte en todas las células del organismo. Sin 

embargo, las consecuencias funcionales de la activación de esta vía 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 unión del ligando. Esta fosforilación recluta a 

dos proteínas con dominios de unión a fosfotirosinas (PTB) que activan dos vías de 

señalización independientes: la de PI3-K/Akt y la de RAS/ERK. En la primera de ellas, el 

principal transductor de la señal es el sustrato del receptor de insulina  (IRS 1-6), una 

familia de seis proteínas, cuyas funciones no son redundantes.  IRS-1 e IRS-2 se expresan de 

manera ubicua y son las principales mediadoras de la señalización de insulina, en ese orden. 

Las proteínas IRS-3-6 se expresan en tejidos específicos y su función aún 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 (PIP2) membranal para producir 

inositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). El PIP3 funciona como segundo mensajero para la 

reclutación y activación de la cinasa dependiente de 3-fosfoinosítidos 1 (PDK1), la cual 

fosforila y activa al principal efector de la vía 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 proteínas que regula Akt y que promueven las principales acciones 

metabólicas de la insulina son: el transportador de glucosa GLUT4, la cinasa de la sintasa 

de glucógeno 3 (GSK3) y los factores de transcripción FOXO y SREBP1. El transportador 

de glucosa GLUT4 es reclutado a la membrana plasmática en respuesta a la insulina, con lo 

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

 

La GSK3 es una cinasa atípica ya que se encuentra constitutivamente activa, por lo que su 

regulación implica inhibición de su actividad. En el caso particular  del hígado y del 

músculo al estar activa, fosforila e inhibe a la sintasa de glucógeno, por lo que al ser 

fosforilada por Akt la sintasa de glucógeno se activa, lo que promueve la síntesis de 

glucógeno. 

    

Por último los factores de transcripción FOXO-1 y SREBP1C, los cuales ejercen un control 

positivo sobre la gluconeogénesis hepática y negativo sobre la lipogénesis, respectivamente 

(Burgering y Kops, 2002; Accili y Arden, 2004; Eberlé et al. 2004).  En conjunto, la 

regulación de estas proteínas 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 proteínas, cuyos efectos son el crecimiento, la supervivencia y la diferenciación 

celular (Collado et al. 2000; Cohen, 2013; O’Neill, 2013).  
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Figura 2. Vía de sFigura 2. Vía de sFigura 2. Vía de sFigura 2. Vía de señalización de la insulina. eñalización de la insulina. eñalización de la insulina. eñalización de la insulina. El receptor de insulina al ser activado por el 

ligando induce la cascada de señalización de las MAPK (izquierda) mediante el adaptador 

Shc, lo que trae como consecuencia la transcripción de genes relacionados con la 

proliferación y la inhibición de la apoptosis. Adicionalmente se activa la vía de señalización 

IRS-1/PI3-K/Akt en la cual se activan distintos efectores mediante la fosforilación de Akt: el 

reclutamiento del transportador de glucosa GLUT4 por la GTPasa AS160, lo que 

promueve captura de glucosa; mTOR/S6K que regula la síntesis de proteínas y autofagia; la 

GSK3β que regula la glucogénesis en hígado y músculo pero que también puede fosforilar 

diversas proteínas; SREB1 y FOXO, que son factores de transcripción que regulan la 

lipogénesis y la inhibición de la gluconeogénesis hepáticas, la inhibición de la apoptosis y el 

control del ciclo celular. Los círculos amarillos representan fosforilaciones que regulan a los 

efectores de la vía de señalización (Erika Calvo-Ochoa, 2015).  
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El papel de la insulina en el cerebroEl papel de la insulina en el cerebroEl papel de la insulina en el cerebroEl papel de la insulina en el cerebro    

 

El receptor de insulina se expresa de manera diferencial en el sistema nervioso central 

(SNC), siendo más abundante en el bulbo olfatorio, la corteza, el hipocampo, la amígdala y 

el hipotálamo y se encuentra enriquecido en astrocitos y neuronas, particularmente en 

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

 

A pesar de que el papel de la insulina como regulador metabólico se ha estudiado de manera 

muy extensa, su función dentro del SNC es mucho menos conocida, debido principalmente 

a que se consideraba al cerebro como un órgano sin respuesta a la insulina. Una de las 

primeras funciones conocidas de la insulina en el cerebro es la regulación hipotalámica del 

metabolismo energético, que incluye: el control sobre la ingesta de alimentos, la 

homeostasis del balance energético y la glucosa periférica, la regulación de la glucogénesis 

hepática y muscular y la lipogénesis, efectos que dependen de la estimulación de las 

neuronas productoras de pro-opiomelacortina (POMC) y de péptido relacionado con 

Agouti (AgRP) en el hipotálamo (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, 

síndrome metabólico 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. 2006). 

Por lo tanto, la insulina más que una función metabólica en las neuronas, actúa como factor 

de crecimiento y regula procesos como la supervivencia, el metabolismo, el crecimiento, la 
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migración, la diferenciación, la síntesis de proteínas, 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. Está bien establecido 

que la insulina periférica cruza la barrera hematoencefálica 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 concentración de insulina en el hipotálamo, 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 síntesis 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 

hematoencefálica) 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 hipocampoEl papel de la insulina en el hipocampoEl papel de la insulina en el hipocampoEl 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 síntesis 

de proteínas, la sinaptogénesis y el establecimiento de plasticidad sináptica y potenciación 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 sinápticas 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 administración de insulina, en condiciones euglicémicas, mejora el resultado de 

pruebas de memoria, atención 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 cognición, pero se han 

descrito algunos mediados por la cinasa Akt, la cual regula procesos de supervivencia y 
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metabolismo celular, así como la síntesis de proteínas 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 administración de insulina 

revierte estos efectos (Gerosizzis et al. 2003; Reger et al. 2003), lo que apoya más el papel 

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

 

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

 

Como se mencionó anteriormente, la resistencia a la insulina  se define como la 

disminución de la señalización de insulina en las células. Una gran cantidad de estudios han 

descrito múltiples mecanismos que contribuyen al desarrollo de esta resistencia en diferentes 

tipos celulares debido a la obesidad generada por la ingesta de dietas hipercalóricas. Es 

importante mencionar que estos mecanismos pueden ocurrir de forma individual, pero lo 

más probable es que in vivo algunos de ellos se presenten de forma simultánea.  

 

La resistencia a la insulina asociada con obesidad se presenta debido a la combinatoria de 

los siguientes factores: aumento en la cantidad de ácidos grasos libres en plasma, dentro de 

los cuales el ácido palmítico ha sido descrito como uno de los más importantes; inflamación 

del tejido adiposo; estrés del retículo endoplásmico; acumulación intracelular de ceramidas 

y estrés oxidante (Shulman, G. 2000; Qatani y Lazar, 2007; Hoen et al. 2008). Todos estos 

diferentes fenómenos, que pueden ocurrir simultáneamente en un estado de obesidad,  

convergen en un mecanismo molecular común: la fosforilación 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 transducción de señales 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 músculo no desarrollan resistencia a la insulina 

inducida por dietas altas en grasas, lo cual demuestra el papel fundamental de la 

fosforilación de estos residuos en la regulación negativa de IRS-1 (Morino et al. 2008).  
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Absorción de Absorción de Absorción de Absorción de grasas presentes en la dieta y grasas presentes en la dieta y grasas presentes en la dieta y grasas presentes en la dieta y capturacapturacapturacaptura    de ácidos grde ácidos grde ácidos grde ácidos grasos por las casos por las casos por las casos por las célulasélulasélulasélulas    

    

Las grasas presentes en la dieta se encuentran en su gran mayoría 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 apolipoproteínas y colesterol 

para formar quilomicrones, lo que permite su absorción 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 lipoproteína lipasa, la cual 

hidroliza los triglicéridos hacia ácidos grasos libres, o no esterificados. Estos ácidos grasos 

libres pueden ser internalizados a la célula de todos los tejidos mediante difusión pasiva por 

la membrana celular o por diversas proteínas tejido-específicas que también se regulan en 

respuesta a hormonas y condiciones energéticas particulares. Dentro de estos 

transportadores se encuentran las proteínas de unión a ácidos grasos, o FABPs (fatty acid-

binding proteins) membranales; las proteínas transportadoras de ácidos grasos, o FATPs 

(fatty acid-transporter proteins) y la traslocasa de ácidos 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 gDietas altas en gDietas altas en gDietas altas en grasa y aumento de la concentración de ácidos grasos libres en suerorasa y aumento de la concentración de ácidos grasos libres en suerorasa y aumento de la concentración de ácidos grasos libres en suerorasa y aumento de la concentración de ácidos grasos libres en suero    

 

Los tejidos que capturan una mayor cantidad de ácidos grasos de los quilomicrones son el 

tejido adiposo, el músculo y el hígado. En estos tejidos se produce la re-esterificación de los 

ácidos 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 ácidos grasos libres así como la mayor 

producción de triglicéridos que se almacenan como gotas de grasa dentro de los adipocitos. 

Por otro lado, en el hígado los triglicéridos forman parte de las lipoproteínas VLDL que 

también contienen grandes cantidades de colesterol y en segunda instancia se almacenan en 

caso de un exceso. En el músculo, de forma general los ácidos grasos capturados se utilizan 
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como forma de energía y sólo se almacenan en forma de triglicéridos si existe un exceso 

(Bickerton et al. 2007; Goldberg et al. 2009; Ali 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 concentración de ácidos grasos libres en plasma aumenta de forma 

considerable. Para empezar, existe una mayor concentración de triglicéridos acoplados a 

quilomicrones postprandiales, lo cual aumenta la captura de ácidos grasos sistémica y la 

lipogénesis en tejido adiposo y en el hígado. El aumento en la concentración intracelular de 

ciertos ácidos 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 ácidos 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 

glucólisis gliceraldehído-3-fosfato y fosfato de hidroxiacetona, precursores del glicerol-3-

fosfato necesario para la esterificación de los ácidos grasos. Por otro lado, se disminuye el 

control negativo que ejerce la insulina sobre la lipólisis (Ali et al. 2015; Gustafson et al. 

2015).  

 

Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del ácido palmítico Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del ácido palmítico Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del ácido palmítico Lipotoxicidad y resistencia a la insulina: papel del ácido palmítico     

 

En varios estudios se ha reportado que el incremento de la concentración intracelular y/o la 

oxidación de algunos ácidos grasos produce lipotoxicidad y resistencia a la insulina. Los 

mecanismos descritos para estos fenómenos son múltiples, dependiendo del tipo de ácido 

graso así como del tipo celular (Rial et al. 2010; Cheng et al. 2010; López et al. 2010; 

Carobbio et al. 2011; Savary et al. 2012).  

 

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

tanto ATP como múltiples 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 θ, la cual es capaz de fosforilar a IRS-1 en residuos de serina 

impidiendo su unión con el receptor de insulina fosforilado. Esta misma cinasa se activa por 

el diacilglicerol generado como segundo mensajero en respuesta a la activación de receptores 

acoplados a proteínas G cuyo ligando son algunos ácidos 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). 

 

Está descrito que no todos los ácidos grasos producen resistencia a la insulina. Los ácidos 

grasos saturados de cadena larga han sido reportados como los más deletéreos tanto in vivo 

como in vitro, por lo que se les ha asignado un rol importante en la patogénesis de 

enfermedades metabólicas 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 ácido palmítico (C16:0) es el ácido graso saturado de cadena larga más abundante en la 

dieta humana, ya que es la grasa prevalente en carnes, productos lácteos y en los aceites de 

coco y palma. Asimismo, en la literatura se encuentran múltiples reportes de que la 

exposición al ácido palmítico in vitro o in vivo, debido a la ingesta de dietas enriquecidas en 

este ácido 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 ácido palmítico administrado de forma sistémica es transportado al cerebro 

de forma rápida para su posterior metabolismo e incorporación 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 síndrome metabólico se incrementa el 

transporte de ácidos grasos al cerebro, y el ácido palmítico aumenta en más de 80% en 

varias regiones del cerebro, incluida el hipocampo (Karmi et al. 2010). 
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Dietas altas en grasas y la vía de mTOR/S6KDietas altas en grasas y la vía de mTOR/S6KDietas altas en grasas y la vía de mTOR/S6KDietas altas en grasas y la vía 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 metabólico 

de la célula. mTOR media sus acciones a través de la activación de sus dos efectores 

principales: la cinasa S6K y el inhibidor de la iniciación de la traducción, eIF-4EBP, lo que 

promueve la síntesis de proteínas, inhibición de la autofagia y crecimiento y diferenciación 

celular (Kraegen et al., 1991; Liao et al., 2008; Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008). La vía 

de mTOR/S6K es activada por la insulina y funciona como un loop de regulación negativa 

de dicha vía de señalización. S6K fosforila a IRS-1 en residuos de serina, lo que  atenúa la 

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

 

La vía de mTOR/S6K se activa preferencialmente por nutrientes. Una de las vías de 

señalización involucradas en esta activación 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 regulación 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 

azúcares generan una activación continúa de la vía AMPK/mTOR/S6K, lo que promueve la 

fosforilación en serina de IRS-1 por S6K y por lo tanto, una reducción 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 hipercalóricas en tejidos metabólicos como 

el hígado y el músculo (Wang et al., 2001; Harrington et al., 2005; Um et al., 2006), así 

como en el hipotálamo (Blouet et al., 2008; Ono et al., 2008).  Lo anterior sugiere que la 

vía de mTOR/S6K podría estar asociada a la resistencia a la insulina por dietas altas en 

grasa no solamente en órganos periféricos, sino también en el sistema nervioso central, en 

zonas de respuesta la insulina como el hipotálamo y el hipocampo.   
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Inflamación Inflamación Inflamación Inflamación     

 

Una de las características fisiopatológicas de la obesidad es la presencia de inflamación que 

comienza con la liberación de citocinas inflamatorias, adipocinas y quimiocinas por el tejido 

adiposo, lo que promueve el reclutamiento de macrófagos y monocitos de forma local. Si 

este estado pro-inflamatorio persiste se promueve un estado de inflamación sistémica que se 

ha denominado por varios grupos como “inflamación 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-α, 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 fármacos 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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Figura 3. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la Figura 3. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la Figura 3. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la Figura 3. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina celular asociados a la 

obesidad. obesidad. obesidad. obesidad. Varios mecanismos convergen en la fosforilación de IRS-1 en residuos de serina por las 

cinasas S6K JNK y PKCθ. Estas fosforilaciones en serinas impiden el reconocimiento del receptor 

de insulina fosforilado y su posterior fosforilación en residuos de tirosina. Las dietas altas en grasas y 

azúcares activan la vía de mTOR/S6K mediante la inhibición 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 ácidos grasos saturados de 

cadena larga, en particular el ácido palmítico, activan a PKCθ  por diferentes mecanismos que 

incluyen: la activación de GPCRs que producen diacilglicerol (DAG) como segundo mensajero; la 

formación de DAG como metabolito directo de los ácidos grasos, y la formación de ceramidas 

(Erika Calvo-Ochoa, 2015). 
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“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” 

    

CalvoCalvoCalvoCalvo----Ochoa ErikaOchoa ErikaOchoa ErikaOchoa Erika, Arias Clorinda. Diabetes/Metabolism Research and Reviews, 2015. 

January. doi: 10.1002/dmrr.253. 
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Summary 

A growing body of animal and epidemiological studies suggest rhat metabo l.ic 
ruseases such as obesiry. insulin resistance. membolic syndrome and rype 2 
diabetes melJjtus are associated wim the development of oognitive impairment, 
demenoa and Alzheimer's disease. panicularly in aging. Several lines of 
evidenee suggest tbat insulin signaJling dysfunction produces mese metabolic 
a1terations and underlie me development of tbese neuredegenerative diseases. 
lo this artide, we address normal insulin fuoction in the synapse; we review 
and diseuss the physiopathologicaJ haJlrnarks of synaptic insulin signalling dys
fu nctioo associated with metabolic al terations. Additionally, we describe and 
review [he majar animal models af obesiry, insulin res istance, metabolic 
syndrome and type 2 diabetes mdl itus. The comprehensive knowledge of the 
molerular mechanjsms behind [he association of metabolic alterations and 
cognitive impairment rould facilitate the early detection of neurodegenerative 
ruseases in paúents with rnccaboüc alreraoons, with treatment mat focus on 
neuroprotection. It could aJso help in lhe development of metabolic-based 
therapies and drugs for using in dementia and Alzheimer's disease patienrs 
ro alleviare rheir symproms in a more efficiem and comprehensive way. 
Copyright © 2014 John Wiley & Sons, LId. 

Keywords insulin resistance; diabetes; hippocampal dysfunction; Alzheirners 
disease; cognitive dedine; obesity 

Introduction 

High dietary intake and sedentary lifestyle has increased alarmingly in me past 
years in western societies. The chroruc consumption of diets rieh in saturated 
falS and high fruclOse joined [O physical inactivity are thought [O promete a 
variety of metabolic disorders induding ú,e following: obesity, insulin resistance 
([nsRes), metabolie syndrome and type 2 diabetes melJjtus (T2DM) [J]. These 
metaboUc diseases have reached epidemic proportions; it is estimated that 
500 million adults and 40 miUion ch ildren are obese, and 347 miUion people 
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have diabetes worldwide [2,3]. It is known that these 
diseases increase the risk of morbidities that greatly red uce 
the quality and the life expeccaney. In general , overfeeding 
and obesity may be associated wiLh reduced insulin sensitiv
ity, which is defined as a diminished ab[jty of cells lO 
respond to the action of insulin. When InsRes is present in 
the major tissues that respond to this hormone, liver, 
muscle and adipose tissue, it becomes a syndrome. Systemic 
InsRes is eharacterized by hyperglycaemia, dyslipidemia 
and compensatory hyperinsulinernia [1,4] . In general, 
lnRes and obesity are rwo diseases cornmonly referred as 
a pan of the metabolic syndrome, which is often comorbid 
with e levated blood pressure, cardiovascular disease, 
dyslipidemia, hypereholesterolemia and prothrombotic 
and proinflarnmatory states [5,6]. InRes associated with 
obesity, metabollc syndrome and T2DM, all of which 
represent a risk for me developmem of a varietyof cognitive 
deficieneies including Alzheimer's discase (AD) [7-11). 
EpidemiologicaJ studies have also found that [nsRes and 
T2DM modulate AD clinical manifestations [11-14]. In facr, 
T2DM has been identified as a risk factor for AD, supported 
by iocreasing epidemiologicaJ evidence showing that 
patienLS suffering T2DM ahnost doubles the risk of develop
ing this devastating neurodegenerative condition. The risk 
for developing AD increases when is associated with 
cardiovascular disoroers or dyslipidemia [15] . The afore
mentioned connecnon berween metabolic disoroers that 
have in cornmon lnsRes and cognitive impajrrnent alfect 
millions of people worldwide and severely impoct quality 
of life. Therefore, sludying the acOOn of insulin in the 
brain and me relationship herween metabolic diseases and 
altered neuronal functioning is essential to unravel the 
molecular mechanisms behind it. It wiU 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 quaJity of life that these 
diseases pose individually and particularly, combined. 

Insulin as synaptic modulator 

The nOlion [har the brain is a direct targel cf msulin 
aedon and that it regulares a variery of merabolic and 
non-metabolic functions is being discovered. In general, 
the molecular mechanism of insulin signalling has been 
deseribed to he the same in all organs, including the brain. 
Insulin acrivates the insulin receptor (IR) foUowed by the 
activaOOn of the IR substrate (IRS) proteins on two canon
ical pathways, the phosphoinositide-3 Idnase (PI3-K)/ Akt 
and me Ras/ mitogen-activated kinase cascades [1&-191. 
IR are widely expressed in the soma and enriched in 
synaptic lerminaJs of neurons of different brain regions 
such as hippocampus, cortex, hypothalamus, arnygdala, 

Copyright e 2014 John Wilcy 8: Sons. Lld . 
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enlOrhinal COrtex and olfactory bulb [18-21) . The origin 
of cerebral insulin is stiU an ongoing subjecr of srudy, but 
it is aetually known that peripheral insutin produced in 
me pan creas enlers the brain vía a blood-brain barrier 
(BBB) saturable transporter, and it is beHeved that this 
peripheral insulin is the majn source of insulin present in 
the cerebrospinal fluid [22- 26) . On the other hand, in 
marnmals, it has been described that mature insulin is 
produced and secreted by adult neurons present on the 
olfaclory epithelium and the dentate gyrus (DG) of the 
hippocampus, altbough in much smaller concentranons 
than in the panereas [27-311 . Secause IR are expressed in 
very particular brain regions, il has been proposed thal this 
IocaUy produced ¡nsulin funaions mostly in an auwcrine 
manner within tbe olfacrory bulb and the hippocampus, 
although some parocrine function by means of diffusion of 
insulin into me cerebrospinal fluid cannO[ be discarded. Jt 
has also been described tha t IR and insulin levels ean be 
up-regulated in the olfacrory epithelium by reducing 
peripheral insulin levels w ith a 24 or 48 h fasting, whieh 
suggest that there is a compensatory effeer for the lack of 
peripheral insulin in some brain regions [30] . Insulin plays 
a pi\lOtal role in neuronal function, by regulating energy 
metabolism, growth, survivaJ and differentiation [3t}-35]. 
Optimal levels of insulin in the brain are neuroprotective 
and neurotrophic, and also enhance memory and facilitate 
synapnc plasticity in the hippoeampus, a brain region that 
plays important roles in memory and learning [33,3&-38). 
PJ3-KI Akt and S6K1mTOR pathways are mostly believed 
to be me anes involved in neuronal survival. whereas 
Ras/ mitogen-activaled kinase pathway is mostly involved 
in ceU death [35]_ Activity-<lependent modification of 
synapnc strength underlies cogni tive funeOOns such as 
learning and memory in plastic regions of the brain, sueh 
as the COrtex and hippocampus. Emerging data indicate 
that insulin may participate in synaptic plasticity tbrough 
the activation of canonical PI3-K signalling [33). Further
more, tlle IR and ilS mRNA are largely 10caJized in synaptic 
rerminals whcre [hey regulare ncurorransmincr releasc and 
receptor recnútmem [19) supporting iLS role in the control 
of synaptic evenLS. In this regard, it has becn firmiy 
recognized that insulin promotes the establishment of 
hippocampaJ long-terrn potentiation (LTP), a process 
thought to underlie learning and mernory (Figure 1) 
[33,37). Sorne of the mecbanisms by whicb insulin exerts 
iLS effecLS on cognition and learning are thought through 
modulating the expression of NMDA and AMPA receptors, 
increasing Na + and Ca2 + influx and reinforcing synaptic 
transrnission [38,39).lnsulin can aJso regulate the concen
tranon of several neurotransmitters such as acecylcholine 
and inereases the releas. of norcpinephrine and epinepb
rine and inhibilS their reuptake [40,41]. AdditionaJly, 
insulin pro motes the accumulanon of GABA,.. receptors lO 
the postsynapnc membrancs and panicipates in the 

Diabek$ Md.ab Rn Rtv 2015; 31: 1- 13. 
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Figure 1. Lnsulin signallillg in hippocampal synapses. Insulin (lNS) acuvales iLS receptor, which leads 10 l he activation oC lhe 
lRS·l/P13-K/Akt cascade. rnTOIVS6K signaUing bccomes acti\'ated and promOles I)rotein synthcsis wiLhin lhe S)1tap.sc, particularly of 
PSD-95 and NMDAR. AMPAR and GABAAR reccplors, Akt promotes the Iocalization of lhe insulin-dcpcndcnt g lucosc transporter GLUT4 
and of t]te glutamau .. 1'Cet..>ptors NMDAR, AMPAR and GAB"'R lo tIte mt'rnbrane. lherefore prol1loting lhe uptake of glu('o.se and the 
cntranre oC Na + and Ca2

+ 10 lhe synafl'Oe. Lnsul in si1.'llalling also intúbiLS GSK3fI act:ivilY. avoiding tau p hosphorylation. ()v(orall. enham .. 't'd 
~apt ic met3bolillom, glutamatc transmission. protein synLhesis and tr.,"sport form and to the "udeus prOllloted by ¡nsutio lcad lO lhe 
~ynapsc and ncuron ~"Urvival. growlh, and lO thc esulblishmcnl of LTP and finaUy. memory a nd lcarning 

translation of the postsynaptic protein P50-95 [42,43]. 
Altogether, this data indica tes tha, IR signalling regulates 
srructural and functional aspects of synapses. 

lt has been traditionally considered that the brain is an 
insulin-insensiti"" organ regarding glucose uptake and 
cnergy metabolism, in view tha, the brain mainlyexpresses 
the two insulin-insensitive glucose transporte,('S GLlIfl and 
GLtrr3. Ho,""""r, recemstudies have found GLtrr4 expreso 
sicn and insulin-dependent translocation in hippocampus 
[44,45]. In fact, it was recently reported tha, insulin at 
physiological doses rransiently enhanees the mitochondrial 
redox act:ivity 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 tIle high metabolic 
demands associated with the establishment of synaptic 
p1asticity, learning and memory. 

COpyright e 2011 .mhn Wih.'y &: Sons. ud . 

Metabolic alterations and cognitive 
performance 

Although obesity, mOlabolir syndrome, lnsRes and T20M 
are different discases, they often QCaIr combined because 
thoy sbare most of tbeir pathological markers and physio
pathological cascad es. These metabolic alterations could 
be understood as a conrinuum where the state of 1nsRes 
and insulin production determines the patholological 
outcome of the disease. InsRes is the central feature of 
lipid and hemodynamic abnornlalities occurring in meta
bolic syndrome and is frequently a precursor of glucose 
uptake dysregulation and T20M. In obesity, the amount 
of ¡nsulin production remains unchanged, and therefore, 
insulin signalling is normal. BUl as this condition pro
gresses, InsRes ¡ncreases up to the point where more insulin 

Dia~tf:s Mdab lU:s RLv 2015 ; 31 : 1- 13. 
001: IO.I002/dmrr 



32 

 

    

4 

is produced in order to maintain insulin signalling. lf Ihe 
disease worsens, pancreatic ~oelIs are not able 'o produce 
more insutin, and therefore, Ihe blood glucose concentra· 
tion starts to increase. Because high glucose is cy!olOxic to 
~-ceUs, Ihe amount of insuJin produced drops. In this case, 
T2DM develops. Obesity and merabolic syndromegenerally 
are presem Ihrough Ihe developmen, of InsRes and its 
transition 10T2DM [1,47,48]. 

Due to Ihe role of insulin in the hippocampus, changes 
in systemic insuJin levels and sensitivity as a result of 
merabolic disturbances may have a negative impact inlO 
neuronal function . In faet, insulin effeclS on memory 
performance have been documenled in bolh humans and 
animals. In rats, one dose of intracerebroventricular (icv) 
insutin improves passive a""idance mernory task [491 and 
chronic intranasal adrninistration by 1 week induced an 
increase in object recognition memory in awake mjee 
[50]. In humans, Ihe same procedure induces betler perfor
mance of hippocampal-dependent declarative memory in 
heallhy adults, obese men and young and postmenopausal 
women [51-56]. lnterestingly, tbe improvement of verbal 
mernory in Alzheimer's disease (AD) and mild cognitive 
impaionent (Meo parients induced by insuJin was 
dependent on the apolipoprotein E genorype [57]. 

Because insulin promores cognitive performance in the 
hippocampus, alterations in different elernents of its signal
ting palhway have been implicated in cognitive decline. For 
example, icv infusions of Ihe PI3-K inhibitor LY294002 
blocked LlP maintenance in Ihe hippocampus in vivo 
[58]. Additionally, in vil., infusion of Ihe PI3-K inhibilOr 
worunannin togerher wilh LY294002 and the mTOR 
inhibitor, raparnycin in to Ihe prefrontal corteJe also inhibited 
!he long-tenn retenrion of trace fear mernory [59]. 

A growing body of epidetniological studies, clinical anal
ysis and animal models has associated insulin dysfunction 
wilh diminished cognitive skills ranging from learning and 
mernory disturbances to MO and even wilh AD [60--64]. 
These observarions have led sorne groups to propase Ihat 
AD is fundarnemally a merabolic disease wilh substantial 
and progressivc derangemems in brain glucose urilization 
and responsiveness 10 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, Ihere is 
a current hypotbesis of me 'rnetabolic-cognitive syndrome' 
and AD as a ' type 3 diabetes mellitus' [62,67,68]. However, 
it is important to distinguish between Ihe impact of insulin 
signalling disrurbances in Ihe origin of cogninve alteranons 
and Ihe brain insulin-rnedialed neuromodulatory effects. lt 
is also important 10 establish Ihe relanonship betwccn 
pe.ripheral insulin levels and insulin contents and activity ín 
!he brain. In this regard, • reeent case--control designed epi
demiological analysis has found Ihat higber insuJin circulat
ing levels .ssociates wilh slower cognitive decline and with 
less brain atrophy at early steps of AD over 2 years; but in 
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normaJ conrrols, higher insulin was assocLated wirh worse 
performance and more rapid decline [68]. From Ihese 
results, it is possible to suggest that lnsRes might have a role 
in the development of AD, but once the neuropalhology is 
established, sorne changes occurring in AD brain also affeet 
peripheral insulin-mediated physiology. 

In older ad ults without dementia, InsRes has detrimen
tallong-tenn cognitive effects [69], and it was found that 
high serurn insulin levels assoeiated with worse cognitive 
performance in multiple domains, but it was not a 
consistent predicror for AD cases [70]. Thus, these studies 
point me necessily to expand current investigarion ro 
better understand Ihe timing of insuJin effects witb a 
speeific brain function and Ihe imerplay between systemic 
and brain insulin signalling. 

Based on experimental and clinical studies Ihat support 
a role for ¡nsulin in a variery of neuronal funcaoos ranging 
from energy production to plast icity events, particularly in 
the hippocampus, insulin is currently being analysed as a 
therapeutic tool lO preserve cognitive funetian during 
aging and in neurodegenerative diseases. 

Epidemiological studies 

Cumuladve evidence derived from epidemiological stud
ies has found an increased risk for diverse cognitive 
disabilities in patients that carried different degrees of 
metabolic alteradons, ranging from obesity to T2DM. 
Obesity in midlife was found 10 be assoeiated wilh an 
increased risk of dementi. and AD in .ging [71-74]. Also, 
ir was reported mal in aged overweight women, an 
increase in one point in body mass index, from age 70, 
increased Ihe AD risk by 36% [75]. Patients suffering of 
metabolic syndrome have increased risk for presenting 
cognitivo. decline, dementia and AD [76-83] . In lhe 
same way, mctabolic syndrome, InsRes and diabetic aged 
patients had a decreased performance on cognidvo test 
and greater risk of devo.loping Mel and AD. This 
associanon was also found in insulin-treated diabetic 
subjects [84-94]. lt was also reported that T2DM in 
midlife increases Ihe risk for presenting AD la ter in life 
and Ihat T2DM accelerates tbe progression from Mel to 
dementia [94,95] . lt is of ímerest Ihat cemenarian 
individuals that show increased sensitivity tO ¡nsuUn also 
have decreased acdvity of its downstream effector, the 
mammalian target of rapamycin (mTOR) [96]. Thus, 
longevity secms to be assoeiared with the reduced activity 
of Ihe insulin-mediated PI3-K/Akt/mTOR palhways, im
plicating these signalling cascades as important targets 
for pharmacological manipulation [96]. 

Even Ihough epidemiological studies provide essential 
informalion on the occurrence and association of 

Diabttes Metab Res Rt-v 2015; 31; 1-13. 
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metabolic alterations and eognttIVe impairment in 
humans. they do nor provide informarion about me mo
lecular mechanisms of this relationsh ip and the therapeu
tic windows tha, aUow the crearment of this metabolic 
diseases before irreversible damage occurs in both, systemic 
functionality and cognitive sitiOs. Therefore, animal models 
have bcen used to srudy the complex molecular and cellular 
mechanisms underlying the merabolic component of 
cognitive impainnems associau;.·d ro MeI and AD. 

Animal models of metabolic diseases 

Because obesity, lnsRes, metabolic syndrome and T2DM share 
sorne physiopathoJogica! traits, a munber of anima! models 
have been designed for the study of more than 000 of these dis
eases. They have been used for srudying, arnong otber things, 
lbe association of insulin signalling and eognitive disabilines. 

The relevanee of the insuHn/PI3-K pathway to the 
development of AD biomarkers has been srudied in a 
mouse model of hyperinsulinemia in which systemic 
insulin adminis rrarion promoted rau phosphorylarion as 
shortly as 10 mio after insulin adroinistratioo [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 Ajl production [98]. 

High fat and sugar diets 

One of the most widely used model for studying metabolic 
alterations in non-rransgenic animals is the use of high 
fat and sugar diets (HFD) [1]. Both wild·type and obe
sity-prone rodents deveJop obesity, dyslipidemia, JnsRes 
and sorne markers of metabolic syndrome afrer chronic 
consumption of high-caloric diets, particularly those 
supplemented with sarurated fat and fructose [1,48,49]. 
HFD fed rode.nts s how a deIieient e.xecution in me.mory 
and learning tasks associated with structural and phys io
logica! neurona! changes such as rcduced number and 
complexity of dendritic spines in CAl, altered establish
ment of LTP and long-term depression, and diminished 
lJG neurogenesis [33,99-107] . The reduction of LTP and 
synaptic plasticity in HFD models has been correlared 
with a decreased expression ofbrain-<lerived neurotrophic 
facror, cyelic adenosine monophosphate response e1ement
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 associared with loss of 
dendritie integrity and signs of neuroinflarnmation w itb 
gliosis and a reduced BBB integrity [103,108). These find· 
ings suggest a biological mechanism for the poor cognirive 
perforroanoe after chronic HFD feeding. Interestingly, the 
positive effeC1 on intrahippocampaJ insulin administra non on 
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mernory funcrion is significandy reduced in rodents fed with 
HFD demomrrating mar the insulin-rcsisram !!.Yate conrribures 
10 3D abnormaJ hippocampa! memory processing [109). 

Because rodents do not develop AD, several transgenic 
mice have been developed to mimic the physiopathologi
cal markers lhat accumulate in the AD brain, which are 
the deposition of arnyloid plaques and neurofibrillary 
tangles (NFTs), formed by the arnyloid-p protein (Ajl) 
deposits and the hyperphosphorylated tau, respectively 
[15,110,111). In several AD transgenic mice, HFD aggra
vates the memory deficits and the amyloidogenic arnyloid 
precursor ptotein (APP) processing trough y-secretase 
activity. Other pathological markers inelud ing Ap deposi
tion and inhibition of the Ajl elearing enzyme insulin 
degrading enzyme ODE) were also presento Additionally, 
an increase in insoluble pool af tau. signs cf neuro
inflammation and increased markers of oxidative stress 
are eonsistenrly observed in the brain of this rransgenic 
mouse models exposed to HFD [110,112-115]. lnterest
ing ly in a non-rransgenic model of AD. HFD drives an in
crease of APP pro te in levels, correlating with 
proinJlammatory changes consisting of reactive gliosis 
and clevated microglial TNFa production [111) . 

Strepzotocin-induced diabetes and its 
re lationship 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 organismo Streptozotocin (STZ) is particularly toxic 
to panereatic ¡¡..eeOs; therefore, the lack of insu lin maioly 
mimics type 1 diabetes mellitus. STZ is taken into the p 
ceJls 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 oItric oxide. 
The nitrie oxide reacts with a form of oxygen, either 
supe.roxide o r oxygen, causing oxidative and nitrosative 
stress chat danlages the DNA of the p cells (116] . Jt has 
been reponed that STZ-diabetic rats have an impaired 
performance in leaming and memory tasks, associated 
with dendritic and synaptic reduction J LTP impai.rrnent 
and dirninishcd hippocampal neurogenesis (117-120]. 
Another feature of this mode! ineludes the presence of 
hippocampal tau phosphorylation [121- 123]. When AD 
transgenic mice are treated with STZ, hyperphosphorylated 
tau became more insoluble and progressed 10 forro NFTs, a 
hallmark of AD pathology [124]. Moreover, an association 
berween insulin deficiency and accelerated Ap accumula
tion has beeo also found by a mechanism depeodent 
of transcriprional acrivation of [he APP cleaving en
zyme 1 [1 25] . Additional evidence of the relationship 
betwecn insulin dysfunetion, eognitive alteralions and 
demenria have ar iscn from rhe icv injecrion af STZ 
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(icv-STZ) used as a model of AIJ..type dcmenlia [1261. lev
STl depletes insulin signalling in brain, leading ro LTP ¡m
pairmcm and dccreased cognitive perfOlmance in me hale 
board rask and the passive avoidance paradigm [126-
1281. Al a molecular level, icv-STZ causes a d iminished ex
prcssion and act:iviry of insulin signalling prorcins, GLUTl 
and GLUf3, a permancm-impaired brain energy mctabo· 
Iism, mirochondrial function and increased oxidative stress 
and neuroinflammalion r 126-1301. Impaired rognition on 
icv·$TZ modcls has becn associaled Wilh a rcduced expres
sion, [raffiddng and function ofNMDA and AMPA rcceptors 
[130-1321. Also, it was found an ¡ncrease in mu phosphor
ylation, formation of NTFs and decreased microtubule· 
binding of mu [130,131}. Reduced functions of lhe gIma
mate rcceplOrs and lau phosphorylation have becn linked 
ro an up-regulation of me enzyme GSK3p [128,1291. Il 
was also found tha t cholinergic dysfunction is present in 
this model [129,133,134) . AlI [hese features closely resem· 
ble AD altera tions. Results obm.ined with the icv·STZ model 
are in acrordance to evidence showing that ahnormaliries in 
brain glucose metabolism and insulin signaUing in the hipo 
pocampus precede cognitive al[erations and AD pathogene. 
sis [135-1391. It is also kllOwn thru. AD funher increases 
this insulin·deficiem state [47,1381-

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

Zucker obese rats, db/ db and ob/ ob miee 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 [140-1441-
Leptin, first discovered as [he product of 'the obesity gene' 
is an adipokine involved in [he comrol of food imake, 
regulation of energy expenditure metabolism and adipose. 
tissue mass, through its hypothalamic receptors [145] . 
Lcptin gives signals of satiety and improves insulin signal. 
ling, therefore stopping food intake [146). In these obcse 
and InsRes rodents, a diminished hippocampal-dependem 
memory a~ociated with impaired LTP and long·term 
depression in hippocampal CAl region was reponed 
[147-150]. Also remarkable is a reduction ~aptic 

rransmis;ion correlating with decreased ea2 + / Calmodulin· 
dependem protein kinase II function in CAl and DG 
[147,1491. It was reponed a reduced insulin signalling and 
impaired glucose membolism in the brain of t hese rodents, 
due to a reduced cenrral nervous system (CNS) impon 
of insulin through the BBB and a decreased GLUf4 ex· 
pression in me cell surface [150,151]. Ir has been found thal 
AD transgenic mice crossed with leptin-deficient mice preso 
ent an earlier and more severe onsel of mu phosphoryla. 
tion, as weU as Ap deposition, neuroinflammation and 

Copyright 0 2014 .k> hn Wiley 1'< Son •• lld. 

cogni tive alterations [1511. These data provide direct 
evidence of the relationship belWeen the altered neuronal 
metabolism regulated by a propcr balance bet:ween 
insulin/leptin and hippocampal funclional damage. 

Neuron-specific insulin receptor 
knockout mire 

To study (he spccific effecls of insulin signalling in the 
brain, a transgenic mice wi th a knock·out of lhe IR in 
neurons was generated. These ncuron.specific insulin 
receptor knockout (NIRKO) miee presem increased food 
intake, diet· induced obesity and InsRes [152J. Addition· 
ally, it has been reponed an increased activation of GSK3p 
accompanied by a more than threcfold increase of tau 
hypcrphosphorylalion [1531, poiming oUl the role of 
insulin signalling in the developmelll of this characleristic 
lesion of AD. However, NIRKO mice do not presenl 
alterations in neuronal proliferation or survival, brain de· 
velopment, glucose metabolism or memory performance 
[152,1531. These data might indicate a role of InsRes as 
a predisposing factor for developmenl of AD but not a suf· 
ficient condilion for expressing all lhe neurodegenerative 
fearures charac[eristic of this disease. This leads to the 
suggestion mal lhere are other signalling pathways that 
can mmpensate lhe loss of insulin signalling on me brain 
in NIRKO miee, thal is, insulin· like growth factor 1 and 
that lhere are a][erations present in T2DM or InsRes thal 
affec!: insulin signalling as well as insulin·like groWlh 
factor 1 and other compensatory signalling palhways 
preselll no!: just in lhe brain, bul also cenlrally. 

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

~('ause sorne of the effocts of insulin in the hippocampus 
are related with the establishment of ~aplic plasticity, 
neuronal growth, anlioxidan[ protec[ion and in sorne 
degree, comrol of glucose membolism (Figure 1), it is 
nO[ surprising thar the impairmem of insulin signalling 
in hippocampus has a profound effocl on LTP establish· 
melll and cognitive performance. Al a molecular level, 
lhe disruption of synaptic IR/PI3·K/Akl/mTOR signalling 
alters the rate of pro[ein synlhesis, mitochondrial func· 
tion, neurorransmission and protein clearancc, among 
other ~aplic processes (Figure 2). Il is known lhal 
insulin and Ap peptide have affini ty and compete for the 
IR binding and for !DE, the enzyme responsible for lhe 
degradation and clearance of extracellular insulin and 
Ap [154,155]. In the AD ~apse of a patielll with 
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Figure 2. Synaplic insulin s ignalling dysfunClton. A decreased insulin signalling in synapses due lO (a) ¡mulln rcsistancc, (b) insulin 
absence, or bolh, promotes a decrease inmembrnne loc..lliza Lion ofGLtIT4. AMPAR and NMDAR 10 lhc membrone, which le.uls loimpaired 
met<lbolism and glutarnme neurotnmsmission. lnsulin impainnent promoles GSK3p 3CtÍvity and tau phosphorylation. Phosphorylated 
la u docs nOl bind 10 microtubuJes , most probably lend ing 10 microtubule insWbilil"y and impain .. -d nuclear transporto Reduced 
rnCtabolism. synaplic Lransmission and nuclear lr.1nsport Icad lo synaptic damage and ewnlually, 10 synapLic los5 

hyperinsulinemia, insulin will preferably bind IDE, 
diminishing AJJ c1earance and promoting lts oligomeriza
tion inta insoluble aggregates. On me omer hand, AD 
pathology will increase synapse insulin dysfunetion 
through Ap binding !O me IR (47), increasing extraeellular 
insulin that will oceupy lOE, in a vicious cycle (Figure 3). 
Additionally, InsRes may lead to aetivation of GSK3p, one 
of me kinases responsible for tau hyperphosphorylation 
found in AD. This phosphorylation eould contribute 'o 
me insolubility and aggregation of tau, aggravating me 
formation of NFTs already present in AD. Almough me 
pamophysiology of AD is a maller of intense study, a 
promising area of research concems the elucidarion of 
abnormal spatiotemporal integration of metabolic signals, 
particularly mose downstream ofPI3-K/ Akl/mTOR activity. 
In line wim this, it has been found a bidirectional 

Copyright 0 2014 .Iotm WUey &, Sons,. Ud . 

modulation of me APP metabolism by insulin in neuroblas
toma eells: increasing ,he release of soluble APP (156), re
dueing intracellular levels of AI\40/ 42 and increasing 
AI\40/ 42 seeretion [157]. Additional evidenee shows tha! 
PI3-K mediates a switch in me expression of neurotrophin 
rereptors, from the high affinity eatalytic neurotrophin re
ceptor that binds specifically ne.-ve growth fattor, TrkA, to 
the low affinity neurotrophin receptor, p75NTR. The latter 
favours sphingomyelinase acrivity, eeramide produetion 
and the stabilization of p site of the APP clcaving enzyme, 
suggesting that Ajl production depends on growth factors 
and the cell merabotie state (158). Scverallines of evidence 
suggest that hyperglycaemia is assoeia ted with oognitive 
impairment and with structural alterations in the brain 
(159). Prolonged hyperglytaemia, dystipidemia and oxida
tive stress in diabetes resulr in me increased production 

DiabtU!5 Mtlab lQs Rn 2015; 31 : 1- 13. 
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Figure 3. Insutin signaUing dysfunction in lhe A1zheimcr's discase symlpse ln lhe Ab.heimcr's disease synapse, tite amyloidogcnic 
prot'Cssing of arnyloid .,.-crul'Sor prolein leaels lO Al} peptide acc.-umulation, forming aggreg3tt'S, and ultimatcly plaques. Also. 
hyperpho~l'horyliltcd tau fonns neurofibriUary langtes, which prom Ole neuroinflammation and reactive oxygen species generation. 
In addition 10 lhis, insulin signalling impainnent leads 10 a reduccd mctabolism and glutamate ncurotransmission, as wcll as an 
addilionaJ ¡"crease in lau phosphorylation via GSK3p activadon. AJl .md ¡nsullo compete fOt binding 10 lhe insu lin recepto r and 10 
the insulin dCI.'Tading enl.ymc, which lcads l O nn mcrcas(.'d symlpti c jnsulin rcsisumcc stiltc and to cxu-..tceUular AP accumulation. 
AH thesc t!ffects aggmvale the metabolic and !!oyn~lptl c dy!!ofunction and lead lo synaptic 1055 

and aeeumulation of advaneed g1)"ation end producrs 
[130]. lt has been reported that ievels and activities of pro
teins of the 1R/P13-K/Akt signalling pathway are decreased 
in theautopsied frontaleortices fromAD, T2DM andT2DM
AD patients, partieularly in lRS-1 and Akt [160,161]. lbe 
PI3-K/mTOR pathway also plays an importan t role in 
aurophagy, a eatabolie process that helps ro maintain ceUlI
lar homeostasis. The regulation of autophagy is intimately 
associated with the control of eel l growth, eell proliferation, 
survival and death. Impaírment of autophagy has aIso becn 
demonstrnted in neurodegenerative diseases, in which 
proteins inclusion and damaged organelles are present ¡n
side the neurons [162]. It is of interest the recent finding 
that the hormone g1ueagon-like peptidc-1 facili tates insulin 
signalling, opening the possibili ty of using analogues of this 
hormone to improve eognition in AD [163,164]. 

Conclusions 

Growing data poinl [hat insulin plays a critica! role as 
eognitive modulator. Thus, evidenee presented here 

Copyright e 2014 John Wiley Sr Sons, Ud. 

Strongly suggests that metabolie alte rations including 
obesity, lnsRes, metabolie syndrome and 12DM prod uee 
systemie and possibly brain InsRes that modify hippocam
pal physiology inereasing the risk of age-associated 
cognitive impairmenlS, Mel and finaUy, AD. One ofthe con· 
clusions obtained from the studies mentioned is thal insulin 
funcrion in the brain cou ld be explained Wilh an inverred U 
graph: too linle insulin (as in t)J>C 1 diabetes meJlitus and 
T2DM) or 100 mueh insulin (as in merabolic syndrome 
and InsRes) would have reduced insulin-dependem fune
tions on neurons. Hypoinsulinemia obviously leads to the 
reducr:ion of insulin signaUing because there is no insulin 
produetion. Paradoxically, hyperinsulinemia leads to a 
'hypoinsulincmic statc' in the brain, bccause it lcads to 
InsRes thal ultimately represenlS the clinica l oulcomes of 
impaired insulin-dependent function in the CNS. It is 
noteworrhy to mention mat even though InsRes Is me 
medullar pathology of merabolie alterations, lhere are 
severa! metabolic eonsequences that should be also be taken 
inro oonsideration when srudying the relationsbip bet:ween 
merabotic alterations and cognidve impairmem. Sarre of 
them are the foUowing: dyslipidemia, hypercholesterolemia, 

DiabEtLJ Mt1ab RLs R.t.v 2015; 31: 1- 13. 
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a1rerro vascular dynami<:s and inflammaoon. armng ~ 
Ir is <JI' uamsr im¡x>rtaoce rhat u,., e=nsive bao; ic ",seardt 
sh<M'ing me rnedJ.anisrru¡ behilld the ,.,.;ociation berv,o,en 

rrrtaOOlic al",,,,tioru ard rognítive imJBirrrrnt he"," ID rhe 
mrly daection arxI tJ"eatment oi mese pat;"nts. The o~
Dme treatment of memboli<: al",,,nioru fOrusing on 
rruro¡n>"'<:OOn could be e rq>loyed todday the onsetof cag
ririve impairrnenL On thettherltand, metaboli<:-based mer
apies arxl drug:; could be used in tIr f¡!ture in Ma. dememia 

and AD palien" [O aIIev\a[e rhelr .ymptDlm and ITea! ""'Ir 
<Iisea= in a mo", comJlR'he n.sive way. 
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Planteamiento del problemaPlanteamiento del problemaPlanteamiento del problemaPlanteamiento 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 cognición, 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 administración de HFFD a corto plazo sobre la estructura y función del 

hipocampo.    

    

Importancia del proyectoImportancia del proyectoImportancia del proyectoImportancia 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 

fisiopatología de una gran cantidad de enfermedades crónico-degenerativas y desarrollar 

enfoques farmacológicos más racionales y efectivos. En este sentido, a pesar de la 

prevalencia creciente y del claro efecto dañino para los individuos y la sociedad, todavía no 

se conoce el impacto que el consumo de dietas hipercalóricas, asociadas con el desarrollo de 

obesidad y resistencia a la insulina, tienen sobre sistemas de alta tasa metabólica y gran 

plasticidad como es el sistema nervioso central. De hecho, trabajo experimental y estudios 

epidemiológicos apuntan a la presencia de resistencia cerebral a la insulina como un evento 

central de la fisiopatología de la Enfermedad de Alzheimer. Sin embargo ningún trabajo ha 

abordado el análisis del impacto a corto plazo que el consumo de dietas altas en grasa y 

fructosa (que emula en buena medida el tipo de dieta hipercalórica del mexicano), en el 

desarrollo de resistencia a insulina en el hipocampo, una de las regiones de mayor 

plasticidad cerebral y una de las más vulnerables al daño 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 

bioquímicos en esta región que permitirá ahondar en el conocimiento sobre el control del 

metabolismo sistémico y la función cerebral mediados por insulina. 
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HipótesisHipótesisHipótesisHipótesis    

 

La administración subaguda de una dieta alta en grasa y fructosa inducirá cambios en la 

sensibilidad a la insulina en el hipocampo, la cual estará asociada a modificaciones 

morfológicas, estructurales, bioquímicas y funcionales que se relacionen con la pérdida de 

plasticidad en esta región. 

 

Objetivo geObjetivo geObjetivo geObjetivo generalneralneralneral    

    

Evaluar las alteraciones de la vía 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), así como estudiar modificaciones neuronales y gliales asociadas a la 

pérdida de plasticidad, debidas al consumo de esta dieta. 

 

Objetivos particulares Objetivos particulares Objetivos particulares Objetivos particulares     

    

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

administración subaguda de HFFD en ratas.  Evaluar: 

 

1.1.1.1. Alteraciones en la vía de señalización de la insulina IRS-1/PI3-K/Akt en el 

hipocampo.  

2.2.2.2. Activación de la vía mTOR/S6K por la administración de altas grasas y azúcares.  

3.3.3.3. Impacto funcional de la resistencia a la insulina hipocampal, mediante determinación 

de la actividad mitocondrial sináptica en respuesta a la insulina. 

4.4.4.4. Cambios morfológicos neuronales relacionados con pérdida de la plasticidad 

hipocampal.     

5.5.5.5. Alteraciones en proteínas estructurales asociadas al citoesqueleto asociadas a cambios 

morfológicos y a las alteraciones metabólicas encontradas.     

6.6.6.6. Marcadores de inflamación hipocampal relacionados con la obesidad.    
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Materiales y métodosMateriales y métodosMateriales y métodosMateriales y métodos    

    

Animales y dietasAnimales y dietasAnimales y dietasAnimales 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 Química, UNAM). Las ratas fueron 

almacenadas en condiciones estándar con ciclos de 12 horas de luz/obscuridad y fueron 

divididas en dos grupos y alimentadas durante 7 días como se describe a continuación: el 

grupo control (ctrl) (n=30) fue alimentado con chow estándar de roedor (3kcal/g, Harlan) y 

agua, mientras el grupo de dieta alta en grasa (HFD) (n=30) fue alimentado con chow 

estándar 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 maíz 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 mañana de los experimentos. Después de 5 horas de ayuno, las 

ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (80mg/kg) y sacrificadas. A las ratas que 

recibieron bolo de insulina se les aplicó una inyección intraperitoneal de insulina (5U/kg) 

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

 

Determinación de la glucosa, insulina y leptina séricas Determinación de la glucosa, insulina y leptina séricas Determinación de la glucosa, insulina y leptina séricas Determinación de la glucosa, insulina y leptina séricas –––– Se obtuvo sangre de los 

animales posterior a su decapitación. Se recolectó suero por centrifugación y se almacenó a -

20°C. Para la determinación de la concentración de glucosa se utilizó un medidor de 

glucosa estándar OneTouch Ultra. Se realizaron determinaciones de concentración de 

insulina y leptina por duplicado mediante un radioinmunoensayo de fase sólida I125. La 

sensibilidad del ensayo fue de 0.04 ng/ml para la insulina y de 0.08 ng/ml para leptina. Los 

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

 

ObObObObtención de lisados y Western blot tención de lisados y Western blot tención de lisados y Western blot tención de lisados y Western blot –––– Las ratas fueron anestesiadas y decapitadas como 

está descrito previamente. Se extrajeron los hipocampos y se congelaron los tejidos 

inmediatamente a -20°C. Se realizó un homogenado mecánico, 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 

determinó la concentración de proteína 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 proteínas a una membrana de 

nitrocelulosa en condiciones estándar. 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 rábano, según el caso (anti-mouse IgG o anti-

rabbitIgG HRP-conjugated). Finalmente, se revelaron las membranas con un kit de 

bioluminiscencia en placas Kodak X-Omat. Se realizó un análisis 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 relación. Este valor fue 

convertido a porcentaje del control en cada experimento. 

 

Obtención de sinaptosomas Obtención de sinaptosomas Obtención de sinaptosomas Obtención de sinaptosomas –––– Se decapitó a las ratas sin previa anestesia y se obtuvieron 

los hipocampos. Para obtener la fracción sinaptosomal se utilizó el método de Löscher 

modificado (Heras-Sandoval et al. 2012). Brevemente, se homogenizaron los hipocampos 

en una solución de sacarosa 0.32 M y HEPES pH 7.2 y posteriormente se centrifugaron a 

1000 g por 10 mins. El sobrenadante se depositó sobre una solución de sacarosa 1.2M y se 

centrifugaron las muestras a 32,500 g por 30 mins. Posteriormente se colectó la interfase 

del gradiente y se diluyó en una solución de sacarosa 0.32 M a un volumen final de 2 ml. 

Esta solución se depositó sobre 1 ml de sacarosa 0.8 M y se centrifugó por 30 min a 32,500 

g. el botón sináptico obtenido se resuspendió en 2 ml de solución de Locke pH 7.2. 

Finalmente, se tomaron alícuotas de 200 µl de cada grupo y se realizaron ensayos de 

reducción de MTT. Todo este protocolo se llevó a cabo a 4°C y sobre hielo. A los grupos 

tratados con insulina se les agregó insulina 100nm y se incubó en agitación durante 15 

mins a 37° C.  
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Determinación de la reducción de MTT Determinación de la reducción de MTT Determinación de la reducción de MTT Determinación de la reducción de MTT –––– Para evaluar la función mitocondrial se 

examinó la actividad redox mitocondrial a través de la conversión de las sales de bromuro 

de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico o MTT, a cristales de formazán al ser 

reducidos por la cadena respiratoria mitocondrial. Se disolvió el MTT en PBS a una 

concentración de 5 mg/ml y se agregó a los sinaptosomas al 10% (v/v). Se dejó incubar 

durante 45 mins. A 37°C en agitación y posteriormente los sinaptosomas se centrifugaron a 

15,000 rpm por 5 min, se removió el sobrenadante y se agregaron 500 µl de isopropanol 

ácido. Se cuantificó la absorbancia de cada muestra leyendo a 570 nm en un 

espectrofotómetro.  

 

Histología e inmunohistoquímica Histología e inmunohistoquímica Histología e inmunohistoquímica Histología e inmunohistoquímica –––– Las ratas fueron perfundidas transcardialmente con 

buffer de fosfatos (PBS) y paraformaldehído al 4%. Se removieron los cerebros y se 

guardaron a 4°C en paraformaldehído. 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 µm utilizando un criostato a -20°C. Las rebanadas coronales se incubaron a 

temperatura ambiente en flotación 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 solución de fijado con los siguientes 

anticuerpos: anti-GFAP (1:500), anti-Iba1 (1:250), anti-MAP-2 (1:500). Después de la 

incubación, se lavaron las rebanadas tres veces con PBS por 5 min. y se incubaron con 

anticuerpo secundario anti-ratón o anti-conejo biotinilado (1:500) del kit Vector. 

Finalmente, se utilizó el kit ACB-biotina-avidina-peroxidasa de Vector y se reveló la 

reacción con tetrahidroclorato de diaminobencidina como sustrato de la peroxidasa. Todas 

las imágenes fueron capturadas con una cámara digital montada en un microscopio Zeiss, 

Axioskop 40.  

 

Densitometría de MAPDensitometría de MAPDensitometría de MAPDensitometría de MAP----2 y cuantificaciones de GFAP 2 y cuantificaciones de GFAP 2 y cuantificaciones de GFAP 2 y cuantificaciones de GFAP –––– Para la densitometría de MAP-

2 se tomaron tres o cuatro secciones de 100µm x 100µm de imágenes tomadas a 20x del 

estrato piramidal de CA1 y de la capa granular del giro dentado. Se calculó la intensidad de 
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pixel promedio en estas secciones de forma automática utilizando ImageJ. Para el conteo de 

células GFAP positivas, se contaron de forma manual los astrocitos presentes en cuatro 

secciones diferentes por animal, de imágenes tomadas a 20x en el estrato radiado de CA1 y 

en el giro dentado. Las células se contaron cuando sus procesos fueran completos y se 

observaran claramente los núcleos. Para el cálculo del área se utilizó ImageJ, se usaron 

amplificaciones 40x y se seleccionó de forma manual la forma de cada astrocito para el 

conteo.  

 

Tinción de Golgi, análisis de Sholl y conteo de espinas dendríticas Tinción de Golgi, análisis de Sholl y conteo de espinas dendríticas Tinción de Golgi, análisis de Sholl y conteo de espinas dendríticas Tinción de Golgi, análisis de Sholl y conteo de espinas dendríticas –––– Se utilizó el kit 

FD Rapid Golgi Stain y se siguieron las instrucciones del proveedor. Se obtuvieron 

rebanadas coronales de 150µm utilizando un vibratomo. Para el análisis de Sholl, se 

obtuvieron trazos de neuronas individuales obtenidas a magnificaciones 20x y se usó un 

plug-in de ImageJ para el análisis automático 

(http://labs.biology.ucsd.edu/ghosh/software/). Para el conteo de espinas dendríticas, se 

obtuvieron imágenes a 40x y se contaron segmentos de 10µm de longitud. Se seleccionaron 

sólo dendritas secundarias y terciarias y se realizó el conteo de espinas de forma manual. No 

se contaron más de tres segmentos en la misma dendrita. Ambos análisis fueron llevados a 

cabo en un análisis de doble-ciego.  

 

Análisis estadístico Análisis estadístico Análisis estadístico Análisis estadístico –––– Los resultados representan el promedio ± SEM. Se realizaron 

comparaciones entre grupos utilizando el análisis de t de Student no pareado y ANOVA de 

dos vías con un test post hoc de Tukey. La correlación de los niveles de insulina y leptina 

séricos se realizó con la prueba de Spearman.  La correlación del peso hipocampal con la 

ingesta calórica de cada rata fue determinada con una regresión lineal. Una p <0.05 fue 

considerada significativa. Se utilizó GraphPad 6 para las gráficas  y el análisis estadístico.   
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Resultados I. Modelo Resultados I. Modelo Resultados I. Modelo Resultados I. Modelo in vivoin vivoin vivoin vivo    de administración subaguda de dietas altas de administración subaguda de dietas altas de administración subaguda de dietas altas de administración subaguda de dietas altas 

en grasa y fructosa en ratasen grasa y fructosa en ratasen grasa y fructosa en ratasen 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” 

 

CalvoCalvoCalvoCalvo----Ochoa Erika,Ochoa Erika,Ochoa Erika,Ochoa Erika, Hernández-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 validación de un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica Desarrollo y validación de un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica Desarrollo y validación de un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica Desarrollo y validación de un modelo de obesidad y resistencia a insulina sistémica 

debida a la administración subaguda de dietas alta en grasa  y fructosa (HFFD) en debida a la administración subaguda de dietas alta en grasa  y fructosa (HFFD) en debida a la administración subaguda de dietas alta en grasa  y fructosa (HFFD) en debida a la administración subaguda de dietas alta en grasa  y fructosa (HFFD) en 

ratasratasratasratas    

 

Para el desarrollo del modelo nos basamos en estudios previos que reportan que 3 días de 

alimentación con HFFD producen resistencia a la insulina hepática, y que 7 días producen 

resistencia a la insulina sistémica  (Wang et al., 2001; Samuel et al., 2004). Se alimentaron 

ratas macho Sprague Dawley jóvenes de 240 – 260 g durante siete días 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 consistió en chow para roedor 

complementado con 10% de manteca animal (BioServ) y agua complementada con 20% de 

jarabe de alta fructosa (miel de maíz comercial). Los valores nutrimentales de ambas dietas 

se presentan en la Tabla 1.   

 ctrlctrlctrlctrl    HFFDHFFDHFFDHFFD    

Contenido energético chow 3 Kcal/g 5.4 Kcal/g 

Contenido energético agua 0 Kcal/ml 0.832 Kcal/ml 

 

Tabla 1.Tabla 1.Tabla 1.Tabla 1. Dietas utilizadas 

 

Posteriormente se determinó el estado metabólico de los animales control mediante la 

evaluación de parámetros nutricionales, metabólicos y hormonales. Encontramos que la 

ingesta de HFFD por 7 días produce hiperfagia, obesidad y resistencia a la insulina 

sistémica. El grupo HFFD consumió más alimento (43.8%, p < 0.05) y agua (33%, P < 

0.05) que los controles, resultando en un incremento significativo de la ingesta calórica 

(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 

determinación 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 

inyección de un bolo de insulina intraperitoneal (5 U/kg) (Figura 5). 
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Figura 4. Evaluación de parámetros nutricionales.Figura 4. Evaluación de parámetros nutricionales.Figura 4. Evaluación de parámetros nutricionales.Figura 4. Evaluación de parámetros nutricionales. Determinación de: A) consumo de alimento, 

B) consumo de agua, C) ingesta calórica y D) ganancia de peso en ratas control y HFFD. Se 

muestra el promedio y el error estándar.  n=10-12 ratas por grupo. * P <0.05, ** P <0.01 vs. ctrl. 

 

 

 
    

Figura 5.Figura 5.Figura 5.Figura 5.  Determinación de la captura de glucosa séricaDeterminación de la captura de glucosa séricaDeterminación de la captura de glucosa séricaDeterminación de la captura de glucosa sérica.  Concentración 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 estándar.  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 administración 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 así en las ratas HFFD (9%, ns). Lo anterior sugiere que las ratas HFFD 

presentan una disminución sistémica en la sensibilidad a la insulina.  

 

Para complementar estos datos, determinamos los niveles séricos de dos hormonas 

metabólicas 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 estadística, se observan diferencias en la distribución de los 

grupos, donde  algunas de las ratas HFFD presentan valores más 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 metabólicas 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 hipotalámico (Sahu, 2003; Munzerberg et al. 2004). Adicionalmente, varios 

grupos han reportado que la relación entre los niveles de insulina y leptina puede usarse 

como un marcador de alteraciones metabólicas en humanos y en modelos murinos (Silha et 

al. 2003; Inoue et al. 2006; Baban et al. 2010). En este sentido, encontramos una 

correlación positiva entre los niveles de ambas hormonas en las ratas HFFD (r2=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.Figura 6.Figura 6.Figura 6.  Determinación de los niveles séricos de insulina y leptina.Determinación de los niveles séricos de insulina y leptina.Determinación de los niveles séricos de insulina y leptina.Determinación de los niveles séricos de insulina y leptina.  Concentración de A) 

insulina y B) leptina en animales ayunados. C) Análisis de Spearman en el que se muestra una 

correlación positiva entre la concentración de los niveles séricos de insulina y leptina en animales 

ctrl y HFFD. Se muestra el promedio y el error estándar.  n=6-10 ratas por grupo. ** P <0.001 vs. 

ctrl. 

 

 

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

hipocampal, asociado a activación de la vía de mTOR/S6K hipocampal, asociado a activación de la vía de mTOR/S6K hipocampal, asociado a activación de la vía de mTOR/S6K hipocampal, asociado a activación de la vía de mTOR/S6K     

 

Ya establecido que nuestro modelo de administración de dieta alta en grasa y fructosa por 

siete días (HFFD) produce obesidad y resistencia a la insulina sistémica, nuestro siguiente 

objetivo fue evaluar si también se producían cambios en la sensibilidad a insulina 

hipocampal. Para ello, estudiamos la activación de diferentes proteínas de la cascada de 

señalización de la insulina en estado basal (es decir, sin añadir insulina externa 
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Figura 7. Estudio de la señalización de insulina hipocampal. Figura 7. Estudio de la señalización de insulina hipocampal. Figura 7. Estudio de la señalización de insulina hipocampal. Figura 7. Estudio de la señalización de insulina hipocampal. Western blot de proteínas de la vía 

de señalización 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 así 

como el histograma del análisis densitométrico. Se graficó el promedio y error estándar. 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 proteínas fosforiladas en su sitio de activación. En primer lugar, estudiamos la 

fosforilación 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, así como su funcionabilidad son equiparables. 

Posteriormente, examinamos la fosforilación de los efectores de la vía de insulina: IRS-1 (p-

IRS-1Y608) y la cinasa Akt (p-AktS473).  En ambos casos, encontramos una disminución 

considerable en la activación de estas proteínas 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 activación del receptor de insulina 

equivalente en los hipocampos de ratas control y HFFD, las proteínas efectoras de la vía de 

la insulina no se activan eficientemente en las ratas HFFD.   
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Figura 8. Estudio de la señalización de mTOR/S6K en el hipocampo. Figura 8. Estudio de la señalización de mTOR/S6K en el hipocampo. Figura 8. Estudio de la señalización de mTOR/S6K en el hipocampo. Figura 8. Estudio de la señalización de mTOR/S6K en el hipocampo. Western blot de p-

S6KT389. Se muestran western blots representativos así como el histograma del análisis 

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

 

En búsqueda de un posible mecanismo molecular detrás de la disminución de la 

sensibilidad a la insulina hipocampal que encontramos, decidimos analizar el estado de 

activación de la vía mTOR/S6K. Se sabe que esta cinasa promueve la disminución  a la 

sensibilidad a insulina debida a dietas altas en grasas en tejidos como el hígado, músculo y 

el hipotálamo 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 describió en la introducción, la vía de mTOR/S6K se encuentra río debajo de Akt 

cuando es activada por la insulina, pero también puede ser activada directamente por 

nutrientes. Sin embargo, no existe información sobre el estado de activación de la vía 

mTOR/S6K en el hipocampo en modelos de dietas altas en grasas. Debido a lo anterior, se 

analizó el estado de fosforilación del efector  de la vía, la cinasa S6K (p-S6KT389) en el 

hipocampo. Encontramos que existe un aumento significativo en la activación 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 vía de mTOR/S6K se activa preferencialmente 

por nutrientes, y no se disminuye su actividad a pesar de que existen fenómenos de 

resistencia a la insulina hipocampal, lo que sugiere que esta vía 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 disfunción La resistencia a la insulina hipocampal producida por HFFD se asocia con disfunción La resistencia a la insulina hipocampal producida por HFFD se asocia con disfunción La resistencia a la insulina hipocampal producida por HFFD se asocia con disfunción 

mitocondrial en respuesta a la insulina en sinapsis aisladamitocondrial en respuesta a la insulina en sinapsis aisladamitocondrial en respuesta a la insulina en sinapsis aisladamitocondrial en respuesta a la insulina en sinapsis aisladas del hipocampos del hipocampos del hipocampos del hipocampo    

    

Ya que la dieta HFFD produce una disminución 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. Está bien 

establecido que la obesidad y la resistencia a la insulina se caracterizan por una disminución 

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 investigación reportó 

que la insulina aumenta la actividad respiratoria mitocondrial en terminales sinápticas 

aisladas de hipocampo de rata (Heras-Sandoval et al. 2012). Teniendo estos antecedentes, 

se evalúo si la HFFD modifica la respiración mitocondrial debida a insulina en terminales 

sinápticas aisladas. Para ello, se realizaron ensayos de respiración mitocondrial por 

reducción de MTT en sinaptosomas. Nuestros resultados muestran que la insulina aumenta 

la respiración mitocondrial en las terminales sinápticas aisladas de neuronas de ratas control 

(18.4% P<0.05) (Figura 9). De forma interesante, en el grupo HFFD no sólo no se observa 

este aumento en la respiración mitocondrial, sino que se observa una disminución 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 administración de HFFD produce una disminución del peso del hipocampo La administración de HFFD produce una disminución del peso del hipocampo La administración de HFFD produce una disminución del peso del hipocampo La administración de HFFD produce una disminución del peso del hipocampo     

 

Debido a que los déficits cognitivos asociados al consumo de HFFD pueden relacionarse 

con alteraciones morfológicas y estructurales en las neuronas hipocampales, quisimos 

evaluar diversos parámetros de integridad, estructura y morfología hipocampal. En primer 

lugar se observó una reducción significativa en el peso húmedo del hipocampo en el grupo 

HFFD en comparación con las ratas controles (19.5% P<0.05) (Figura 10). 
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Figura 9. Evaluación de la actividad mitocondrial en sinaptosomas.Figura 9. Evaluación de la actividad mitocondrial en sinaptosomas.Figura 9. Evaluación de la actividad mitocondrial en sinaptosomas.Figura 9. Evaluación de la actividad mitocondrial en sinaptosomas. Se realizó un ensayo de 

reducción de MTT en sinaptosomas de ratas ctrl. y HFFD, en ausencia y presencia de insulina      

100 nm por 15 minutos. Se graficó el promedio y error estándar. n=10 ratas por grupo, por 

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

 

 

Adicionalmente, se encontró una correlación positiva entre la disminución del peso 

hipocampal y la ingesta calórica de cada rata (r=0.7622) lo que sugiere que este efecto en la 

pérdida de peso en el hipocampo se relaciona a la administración la dieta HFFD 

hipercalórica. 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 específicos de esta zona, y sugiere que esta área 

presenta una vulnerabilidad particular a los componentes de la dieta o a alguna de las 

alteraciones metabólicas que ésta produce.     

 

La HFFD promueve una disminución en la arborización dendrítica en neuronas La HFFD promueve una disminución en la arborización dendrítica en neuronas La HFFD promueve una disminución en la arborización dendrítica en neuronas La HFFD promueve una disminución en la arborización dendrítica en neuronas 

hipocampales sin afectar el tamaño o número de somas neuronaleshipocampales sin afectar el tamaño o número de somas neuronaleshipocampales sin afectar el tamaño o número de somas neuronaleshipocampales sin afectar el tamaño o número de somas neuronales    

 

Para estudiar si la disminución en el peso del hipocampo en las ratas HFFD se debe a 

alteraciones estructurales del hipocampo, se realizó un estudio histológico de esta región 

mediante tinciones de Nissl. No se encontraron cambios evidentes en la forma, el tamaño o 

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

HFFD (Figura 11).  
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  A)                                                       B) 

C)

    

    

FiguraFiguraFiguraFigura    10. Análisis del peso del hipocampo. 10. Análisis del peso del hipocampo. 10. Análisis del peso del hipocampo. 10. Análisis del peso del hipocampo. A) Determinaciones del peso húmedo de 

hipocampos disectados. B) Análisis de regresión lineal entre el peso del hipocampo y la ingesta 

calórica por animal. C) Determinaciones del peso húmedo de cerebros completes disectados. Se 

graficó el promedio y error estándar. 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 tiñe exclusivamente los somas neuronales se 

realizaron tinciones de Golgi, que permiten visualizar a la neurona completa, para realizar 

un análisis morfológico más detallado de las regiones neuronales que presentan mayor 

plasticidad: las dendritas y las espinas dendríticas. Primero, para estudiar la complejidad de 

la arborización dendrítica de las neuronas se realizaron análisis de Sholl. Este análisis 

consiste en trazar círculos concéntricos alrededor del soma neuronal hacia la periferia y 

posteriormente se grafica el número de intersecciones de las dendritas con cada círculo 

(Sholl, 1953). Se encontró que neuronas piramidales del área CA1 de ratas HFFD 

presentan una disminución en la arborización dendrítica de 100 µm a 300 µm a partir del 

soma de dendritas tanto apicales como basales (Figura 12).   



     

Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. 

Reconstrucción del hipocampo completo de imágenes 10x. Panel medio: CA1. Panel inferior: Giro 

dentado. n=5 ratas por grupo. Barra de escala: 10

stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus.

 

 

Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Figura 11. Análisis histológico del hipocampo. Tinción de Nissl del hipocampo. Panel superior: 

Reconstrucción del hipocampo completo de imágenes 10x. Panel medio: CA1. Panel inferior: Giro 

dentado. n=5 ratas por grupo. Barra de escala: 100 µm. Recuadros correspondientes a 200

stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus. 

Tinción de Nissl del hipocampo. Panel superior: 

Reconstrucción del hipocampo completo de imágenes 10x. Panel medio: CA1. Panel inferior: Giro 

µm. Recuadros correspondientes a 200 µm.  Pyr, 
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Figura 12. Análisis morfológico de neuronas piramidales del hipocampo. Figura 12. Análisis morfológico de neuronas piramidales del hipocampo. Figura 12. Análisis morfológico de neuronas piramidales del hipocampo. Figura 12. Análisis morfológico de neuronas piramidales del hipocampo. (A) Trazos 

representativos de neuronas control (ctrl) y HFFD teñidas con Golgi, así como la representación 

gráfica de los parámetros del análisis de Sholl realizado (círculos concéntricos: 20 µm). (B) Gráfica 

del análisis de Sholl en neuronas ctrl y HFFD. Se muestra promedio y error estándar. n=3 a 5 

neuronas por rata; 4 ratas por grupo. Barra de escala: 100µm. ns: no significativo, *P < 0.05, *P < 

0.001 vs ctrl. 

 

 

La disminución de la arborización dendrítica por HFFD se relaciona con una La disminución de la arborización dendrítica por HFFD se relaciona con una La disminución de la arborización dendrítica por HFFD se relaciona con una La disminución de la arborización dendrítica por HFFD se relaciona con una 

reducción en marcadores sinápticos en reducción en marcadores sinápticos en reducción en marcadores sinápticos en reducción en marcadores sinápticos en neuronas hipocampalesneuronas hipocampalesneuronas hipocampalesneuronas hipocampales    

 

Posteriormente, se estudió el número de espinas dendríticas en neuronas piramidales de 

CA1 teñidas con Golgi y se encontró que las ratas HFFD presentan una disminución 

significativa en el número de espinas en dendritas apicales (81% P<0.001) y basales (83% 



P<0.05) con respecto a los controles (Figura 13). Adicionalmente, para confirmar que esta 

reducción en el número de espinas dendríticas en ratas HFFD se relaciona con una 

disminución en las sinapsis, determinamos el contenido total 

sinaptofisina y observamos una disminución significativa comparada con las ratas controles 

(82% P<0.05) (Figura 13). Los datos anteriores muestran que la administración de HFFD 

produce cambios morfológicos importantes en las neu

cambios podrían subyacer a la pérdida de peso hipocampal observada en las ratas HFFD. 
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Figura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores siná

apicales y basales de neuronas piramidales de CA1. (B) Dendritas representativas de neuronas 

control y HFFD teñidas con Golgi. (C) Western blot representativo y densitometría del contenido 

total de sinaptofisina. Se muestra promedio y error estándar. n=15

de 6-12 neuronas por rata; 4 ratas por grupo para (A), n=8

escala: 1µm. *P<0.05, *P < 0.001 vs ctrl.

P<0.05) con respecto a los controles (Figura 13). Adicionalmente, para confirmar que esta 

reducción en el número de espinas dendríticas en ratas HFFD se relaciona con una 

disminución en las sinapsis, determinamos el contenido total de la proteína presináptica 

sinaptofisina y observamos una disminución significativa comparada con las ratas controles 

(82% P<0.05) (Figura 13). Los datos anteriores muestran que la administración de HFFD 

produce cambios morfológicos importantes en las neuronas hipocampales de CA1. Estos 

cambios podrían subyacer a la pérdida de peso hipocampal observada en las ratas HFFD. 

                                                                   B) 

Figura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores sináFigura 13. Estudio de marcadores sinápticos. pticos. pticos. pticos. (A) Conteo de espinas dendríticas en dendritas 

apicales y basales de neuronas piramidales de CA1. (B) Dendritas representativas de neuronas 

control y HFFD teñidas con Golgi. (C) Western blot representativo y densitometría del contenido 

aptofisina. Se muestra promedio y error estándar. n=15-20 segmentos de 10 µm tomados 

12 neuronas por rata; 4 ratas por grupo para (A), n=8-10 ratas por grupo para (B). Barra de 

escala: 1µm. *P<0.05, *P < 0.001 vs ctrl. 

P<0.05) con respecto a los controles (Figura 13). Adicionalmente, para confirmar que esta 

reducción en el número de espinas dendríticas en ratas HFFD se relaciona con una 

de la proteína presináptica 

sinaptofisina y observamos una disminución significativa comparada con las ratas controles 

(82% P<0.05) (Figura 13). Los datos anteriores muestran que la administración de HFFD 

ronas hipocampales de CA1. Estos 

cambios podrían subyacer a la pérdida de peso hipocampal observada en las ratas HFFD.  

(A) Conteo de espinas dendríticas en dendritas 

apicales y basales de neuronas piramidales de CA1. (B) Dendritas representativas de neuronas 

control y HFFD teñidas con Golgi. (C) Western blot representativo y densitometría del contenido 

µm tomados 

10 ratas por grupo para (B). Barra de 
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La disminución de arborización La disminución de arborización La disminución de arborización La disminución de arborización dendrítica y sináptica por HFFD en neuronas dendrítica y sináptica por HFFD en neuronas dendrítica y sináptica por HFFD en neuronas dendrítica y sináptica por HFFD en neuronas 

hipocampales se relacionan con alteraciones en las proteínas asociadas al citoesqueleto hipocampales se relacionan con alteraciones en las proteínas asociadas al citoesqueleto hipocampales se relacionan con alteraciones en las proteínas asociadas al citoesqueleto hipocampales se relacionan con alteraciones en las proteínas asociadas al citoesqueleto 

MAPMAPMAPMAP----2 y tau2 y tau2 y tau2 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 existían 

cambios en proteínas asociadas al citoesqueleto que se relacionaran con estos fenómenos, ya 

que estas proteínas regulan la dinámica de remodelación dendrítica, sináptica y axonal. Una 

de las proteínas que brindan mayor estabilidad estructural a las dendritas es la proteína 

asociada a microtúbulos 2 (MAP-2). Por ello, se determinó la presencia de MAP-2 en el 

hipocampo mediante una inmunohistoquímica. Un posterior análisis cuantitativo reveló 

una reducción en la tinción de MAP-2 en las ratas HFFD tanto en CA1 (29.78%,                

P < 0.001) como en el giro dentado (18.75%, P < 0.001) con respecto a ratas control 

(Figura  14). Se observa además de esta disminución en las neuronas de las ratas HFFD, 

una redistribución de MAP-2 hacia el soma neuronal, así como un adelgazamiento en las 

dendritas.  Dicho adelgazamiento también se observa en las tinciones de Golgi (Figura 13). 

Estos datos muestran que la reducción en la complejidad de la arborización dendrítica 

observada en las ratas HFFD se asocia a un adelgazamiento en las dendritas y a cambios en 

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

 

Además de MAP-2, decidimos estudiar otra proteína asociada a microtúbulos axonal, tau. 

La hiperfosforilación de tau en varios residuos se ha relacionado con el desarrollo de la 

Enfermedad de Alzheimer, demencias y algunas enfermedades neurodegenerativas llamadas 

tauopatías (REFs).  Ya que tau puede ser fosforilada por GSK3β, una cinasa que es regulada 

directamente por la vía de señalización de la insulina, decidimos estudiar si los residuos 

fosforilados por esta cinasa (S199/202) se encontraban alterados en el hipocampo de las 

ratas HFFD. Encontramos que la fosforilación 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 administración de HFFD produce cambios importantes 

en proteínas asociadas a microtúbulos axonales y dendríticas en neuronas hipocampales.   

  



       

 

A) 

 

 

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

B)                                                                             C) 

 
 

Figura 14. Análisis de proteínas asociadas al Figura 14. Análisis de proteínas asociadas al Figura 14. Análisis de proteínas asociadas al Figura 14. Análisis de proteínas asociadas al citoesqueleto neuronal. citoesqueleto neuronal. citoesqueleto neuronal. citoesqueleto neuronal. (A) Inmunohistoquímica 

de la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP-2) en CA1 (A-D) y giro dentado (GD) (E-H). (B) 

Densitometría de la intensidad de señal de MAP-2 en CA1 y en giro dentado (GD). (C) Western 

blot representativo y densitometría de ptau (S199/202).  Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum 

radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus. Se muestra promedio y error estándar. n=4 ratas por grupo 

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

 

 

La ingesta de HFFD promLa ingesta de HFFD promLa ingesta de HFFD promLa ingesta de HFFD promueve la activación de astrocitos y microglia hipocampalesueve la activación de astrocitos y microglia hipocampalesueve la activación de astrocitos y microglia hipocampalesueve la activación de astrocitos y microglia hipocampales    

 

Debido a que las alteraciones metabólicas como la obesidad, la resistencia a la insulina y el 

síndrome metabólico presentan inflamación 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 inflamación y astrogliosis reactiva en el 

hipotálamo (Laura et al. 2013; Buckman et al. 2013). Por lo anterior, quisimos estudiar si 

el hipocampo es una zona susceptible a presentar inflamación debido a la exposición de 

HFFD a corto plazo. Para ello, estudiamos marcadores de activación gliales y microgliales. 

Primero estudiamos la activación de los astrocitos hipocampales mediante una 

inmunohistoquímica contra GFAP. Un análisis cuantitativo posterior reveló que las ratas 

HFFD presentan un incremento en el número de astrocitos reactivos (GFAP+) en CA1 

(51% P<0.001) como en giro dentado (GD) (62.5% P<0.05) (Figura 15) contra ratas 

p-tau 
tub 
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controles. Adicionalmente, se encontró un incremento en el área de los astrocitos tanto en 

CA1 (77.7% P<0.001) como en giro dentado (62.5%, P<0.05) en las ratas HFFD, 

acompañado de cambios importantes en la morfología celular, sugerentes de activación 

astrocítica. De forma muy interesante, encontramos que los astrocitos que se encuentran en 

la capa subgranular del giro dentado extienden un mayor número de procesos astrocíticos 

hacía la capa neuronal granular en las ratas HFFD. Estos datos en conjunto muestran una 

activación astrocítica en respuesta a la dieta HFFD. 

 

Posteriormente, para estudiar si esta activación se acompaña también de una respuesta de la 

microglia, determinamos por inmunohistoquímica contra Iba-1 la morfología de la 

microglia hipocampal.  En el caso de los controles, la mayoría de las células Iba+ presentes 

en todas las zonas del hipocampo mostraron características de microglia en reposo, 

consistente en una morfología redonda y con varios procesos delgados, largos y ramificados 

(Figura 16). En el caso de las ratas HFFD, además se encontraron células Iba+ que 

presnetan una morfología de microglia activa, con un soma alargado y ameboide, además de 

procesos mucho menos ramificados. La mayoría de las células con estas características 

fueron encontradas en la región de CA1, aunque también pudieron encontrarse algunas en 

giro dentado. Estos datos en conjunto sugieren que la administración 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. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. 

proteína fibrilar acídica glial (GFAP) en CA1 (A

Magnificaciones de ambas áreas son mostrada

GFAP+ por mm2 en CA1 y giro dentado. C) Gráfica del del área astrocítica total (GFAP+) en CA1 

y giro dentado. C) Procesos de células GFAP+ subgranulares hacia la capa granular del giro dentado 

(I, J). Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus. n=4 ratas por 

grupo. Barra de escala: 100 µm en (A): a, b, e, f, i, y j; 20 µm en (A): c, d, g, y h. Se muestra 

promedio y error estándar. *P< 0.05, ** P < 0.001 vs ctrl.
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Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. Figura 15. Análisis de marcadores de activación astrocítica. (A) Inmunohistoquímica contra la 

proteína fibrilar acídica glial (GFAP) en CA1 (A–D) y en giro dentado (GD) (E

Magnificaciones de ambas áreas son mostradas en (C, D, G, H). (B) Gráfica del número de células 

GFAP+ por mm2 en CA1 y giro dentado. C) Gráfica del del área astrocítica total (GFAP+) en CA1 

y giro dentado. C) Procesos de células GFAP+ subgranulares hacia la capa granular del giro dentado 

r, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, capa granular; H, hilus. n=4 ratas por 

grupo. Barra de escala: 100 µm en (A): a, b, e, f, i, y j; 20 µm en (A): c, d, g, y h. Se muestra 

promedio y error estándar. *P< 0.05, ** P < 0.001 vs ctrl. 
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Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. 

proteína microglial Iba1 en CA1 (A

son mostradas en (C, D, E, F, I, K, J, L). P

granular layer; H, hilus. n=4 ratas por grupo. Barra de escala: 100 µm en A, B, G, H; 20 µm en C, 

D, E, F, I, K, J, L. 

Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Figura 16. Análisis de marcadores de activación microglial. Inmunohistoquímica contra la 

proteína microglial Iba1 en CA1 (A–F) y en giro dentado (G-L). Magnificaciones de ambas áreas 

son mostradas en (C, D, E, F, I, K, J, L). Pyr, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, 

granular layer; H, hilus. n=4 ratas por grupo. Barra de escala: 100 µm en A, B, G, H; 20 µm en C, 

Inmunohistoquímica contra la 

L). Magnificaciones de ambas áreas 

yr, stratum pyramidale; Rad, stratum radiatum; Gcl, 

granular layer; H, hilus. n=4 ratas por grupo. Barra de escala: 100 µm en A, B, G, H; 20 µm en C, 
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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-Ochoa1, Karina Hernández~negal, Patricia Ferrera1, Sumiko Morimotol: and Clorinda Arias1 

Chronk: consumption of high-fat-and·fructose diets (HFFO) is assodated with the development of insulin resistance 
(InsRes) and obesity. Systemic insulin resistance resulting from long--term HFFO feeding has detrimental consequences on cognitive 
performance, neurogenesls, and long-tellTl p:ltentladon establishment. accompanied by neu ronal alterations in the hlppocampus. 
However. diet-induced hippocampal InsRes has not been reported Therefore. we investigated whether short-term HFFO feeding 
produced hippocampal ¡nsulin 51g03ling alterations assoclated 'Nith neuronal changes In the hippocampus_ Rats were fed with a 
control diet or an HFFO consisting of 10% lard supplemented chow and 20% high-fructose syrup in the drinlOOg water. Our results 
show thal 7 days of HFFD feeding induce obesity and InsRes, assodated with the fonowing alterations In the hlppocampus: 
(l) a decreased insulin signaling; (2) a decreased hippocampal weight; (3) a reduaion in dendritic arborization in CAl and 
mlcrol1Jbule-assoclated protein 2 (MAP-2) levels; (4) a decreased dendritlc spine numbe.- in CA I and synap'ophysln conten'
along with an increase in tau phosphorylation; and finaly, (S) an increase in reactive astrocyte associated with microglial 
changes. To our knowtedge, this is lhe first report addressing hlppocampal insulln slgnallng. as well as morphologlc, structural, 
and functlonal modificatlons due to short-term HFFO feeding In the ral 

Joumal ofCerebra/BJood F/Dw & Metabolism advance online publicatiol\ 26 March 2014; doi:10.1038/jcbfm.2014.48 

Keywords: hlgh-fat -and-fructose diet hippocampal dysfunction; hippocampal insulin signaling; insulin resistance; obesity: 
tau phosphOf)'lation 

INTROOUcnON 

Hlgh Intake 01 hype.-coioric dlets has Increased alarmlngly In the 
past years in western sodeties. The chronic consumption af diets 
rieh in saturated fats and in processed sugars (hlgh-fat-and
fructase die't. HFFD). particularly high fructose. is strongly 
associated with a variety of related metabolic diseases induding 
obesity. systemlc Insulin resistance (lnsRes). metabolic syndrome, 
and type-2 diabetes meUitus.1.2 These diseases have reached 
epidemlc proportions and increased comorbid conditions 50th 
as elevated biood pressure, cardiovascular disease. and 
inflammatlon, which In tum lead to a reduced quality and 
expeaancy o( li(e. l-5 Obesity caused by hypercaloric diets may be 
assoclated wlth a diminished abilty of cel ls to respond to the 
action of insulln, leacling to InsRes and metabofic syndrome, 
characteñzed by hyperglycemia, dys lipidemia, and compensatory 
hyperinsulinemia.1.6 

Several epidemiologic studies have found that patients with 
obesity and InsRes have an increased risk for diverse cognitive 
impairments, including cognitive dedine, mild cognitive impair
ment, and even Alzheimer's disease (AO).7- 10 Studies performed in 
animal models of diet-Induced obeslty and InsRes such as long
term HFFO (eedilg show a deficient execution in memory and 

leaming tasks. 1 1- 16 These cognitive alterations were associated 
wlth functional and structural changes in the hippocampus, 
such as reduced number and complexity of dendñtic spines in 
the CAl subfield , altered establishment o( long--term p:ltentiatlon 
and long-term depression, and di'ninished dentate gyrus (DG) 
neurogenesls .l l

-
ll The laner was correlated with deaeased expre

ssien of brain derived neurotrophic factor. cyclic AMP-response 
e lement-binding protein and the synaptic proteins synapsin, and 
stargazin.' l 

It has been extensively shown that insulin has a pivotal role il 
hippocampal neuronal function as a metabolic. g rowth, synaptic. 
and survivaJ modulator. ' 7- 20 Additionally, insulin also has a role ¡, 
enhancing memory and establishing long--term potentiation 
through several molecular mechanlsms mat indude neuro
transmitter release. expression and insertion of receptors at the 
postsynaptlc membrane, and expresslon of postsynaptlc Pf'otelns, 
mainly vio the Pl3-K/Akt signaling pathway.21-n lt has also been 
proposed that lnsulin can modify mlcrotubule stabilization 
through Inhibition 01 glycogen synthase klnase 3p (GSIG{n. a 
kinase that can phosphorylate the mlcrotubule-associated protein 
(MAP) tau?4.25 Given these crucial roles of insulin in the hlPP04 
campus, it could be speculated that systemic insuin alterations 
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High-fat diet decreases hlp pocampal InSu~n slgnallng 
E Calvo-Ochoa ef al 

resulting (rom obesity and InsRes (ould resu lt in hippo
campal losu lln alterations that underlie cognitive impairment. In 
this regard. it has been reported that long-term hlgtrfat (not 
fructose) feeding in mice produced alterations In Akt and GSK3fJ 
signaling in the hippocampus,26 Since virrua lly all studies on 
hippocampal dysfunction due to HFFD administration have 
addressed the impact of Iong-tenn feed ing, (oc more than 4 
weeks, the present work amed to investlgate early biochemical 
and struaural changes in the hippocampus after sholt-term 
(oosumptien ef HFFO. We found that obesity and InsRes caused 
by 7 days of HFFD intake were suffic ient to alter insufín signaling 
in the hippocampus assodated with decreased complexity of 
neurites, reduced synaptic markers, modifications of MAPs, and 
increased number of reactive astrocytes and microglia. These 
findings shed IIght on the early molecular and cellular changes in 
response to reduced hippocampal insulin sensitivity associated 
with excesslve lipid and (ructose Intake. 

MATERIALS ANO MEn100S 
A11 chemicals and satts were purchased from J.T. Baker Chemicals 
(Philipsburg. NJ. USA), unless otherwlse stated. 

Animals and Oiets 
An imals were handled in accOfdance with local govemment ru~s and the 
Soclety fOf' Neurosclence Gulde (ex !he Care and Use of laboratory Anfmals 
with approval of !he Animal Care Committee o( the Instituto de 
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Efforts were made to mi nimize animal 
sufferlng and to reduce the number o( subJects used We used 48 male 
Sprague Dawley rats weighi ng 250 to 270g (Harlan laboratories, Facultad 
de Qvímica, UNAM, Me:dcol. Anlmals were IndividuaD)' OOused under 
standa rd conditions (12hours ~ghtldark cycles, 22 Cl. Rats were divided 
into two gtoopS aOO fed (or 7 days as follows: The control (ctrl) group 
(0 = 20) was (ed a standard rodent chow (3 kcaVg; HaNn Laboratories, 
Indianapois. IN, USA) and bidistilled water (O kcaVg), and the experimenta l 
group (n = 22) was red a high-fat diet consistiog of standard rodent chow 
supplemented with 10% lard (5Akcal/g; 8io-Serv, Frenchtown. NJ, USA), 
and 20% high-frvctose com s)'rup in the bidistiled water (0.83 kcal/m~ 
commerciany avaiable corn syrup) . AH ral'S had od flblrum access to thelr 
diets and drinking water. Food ancl water intake were recexded. Food was 
removed 1he mornlng of 1he studies. Alter a S·hour fasto rats were 
anes!hetized wi!h sodium penthobarbital (80mglkg) and killed. Rats 
rece!ving an insulln bokJs 10 = 8 per gfoopl were anesthetized aOO gíven 
an IntraperJtoneal InJealon of ¡nsulln (5 Ulkg; Sigma, 51 Louls, MO, USA) 
and decapitated after 15 minutes. 

Serum Glucose. In sul in, and Leptin Determination 
Trunk blood was collected from anlmals alter lhe)' were kllled. Serum was 
collected by centrifugation and stored al - 20 C. For glucost" concentra· 
tion determinations. a OneTouch Uh.ra glucose monitor was used Oohnson 
& Johnson. New Brunswick. NJ, USA). Insulio and leptin concentrations 
were perfexmed In duplicate by solid-phase m i ra dioimmuooassay 
(Millipore Corporation, Billerica, MA. USA) in serum samples. lhe senslttvity 
of the assays was O.04ng/mL 10 Insulin and D.08nglml to leptin. The 
inlraassay and Interassay coeffidents o( varlation were 4% and 6%, and 
5.1% and 7%, respectlvely. 

Wes'tE~f'n Blotting 
Animals (11 = 16 controL n= 16 HFFD) were anesthetized as desaibed and 
decapltated. We rapldly d issected hIppocampus (rom whole brains that 
were irrmediately frozen and stored al - 20 C. lhen, tissues were 
homogenlzed, Iysed (or 20 minut:es and !hen sonicated In l-Se<:ond pulses 
for 20 times al 4 C in RIPA Iysis buffer (50 mmol/l HEPES, pH 7.7; 
l00mmoVL sodium chlorlde; 2mmoVl PMSF; 1% NP-40¡ complete 
Inhíbhor cocktail from Roche Dlagnostics (Indlanapolis. IN, USA) and 
phMphat:lst" Inhibitor cocktail from Thermo Scienrific, Wah:ham, MA, USA). 
Samples were centrifuged al 2o.a17 9 (ex 15 minutes al 4 e and 
supernatants were coUected. Proteln concentratlon was determined using 
a BCA kit (pierce, Rockford, n .• USA). Lysates were boiled in Laemmli buffer 
and fractionated io SOS.pAGE 10% acrytamld~ gel Proteins were then 
transferred onto a nltrocellulose membrane (Amersham, 8uc:kinghamshire, 
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England) under standard condhions. We bhx:ked membranes wlth 5% 
non(at· milk·TBS·T and incubated them with ene d the following primary 
antibodles a1 4~C overnight in 3% BSA (bovine se rum albuminHB$-T: antt
plR Y1 146 ":1,000 CeI Slgnaling Tedmobqy, Danvers, MA. USA); anUo 
pIRS· ' Y6m (1 :250; BioSource. Carlsbad. CA. USA); anti-pAkt 5473 (1 :1.000; 
Cel Slgnaling Technology); ant¡'pS6K 1389 (1:500; (ell Signallng Techno
logy): antl-pTau 5199/5202 (1:.2.000; Chemlcon, Temecula. CA. USA); antf. 
5YP (1:1,000; Santa Cruz Biotechnoogy, Dalias. TX. USA) antt-tubulin 
(1:30,OOO; Slgrna·Aldrich. St lo uls, MO, USA) . NeKl, we incubated 
membranes with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodes 
ror 2 hours at room temperature Jn 5% nonfat-milk ·TBST·T lanti-mouse IgG 
or ant¡'rabbit kjG horseradish peroxldase conjugated; Santa Cruz 
Biotechnology) and membranes were revealed using a chemOOminiscent 
5ubmate ECL (M ll tipore) on Kodak X·Omat 111m. Densitometr\c analysls d 
the bands obtalned was performed using Photoshop. To normalize the 
data. we divlded the values obtained for each band into their respective 
lubulin Ioadlng control and obtalned a ratio. Thls value was then 
converted to percent of control (or each experimento 

Histology and Immunohistochemist ry 
Anlmals (n = 8 controL n = 8 HFFD) were petfused transaJrdialy 
wfth phosphate-buffered saline (PBS) 1 x and 4% parafOf'maldehyde as 
a I1xative (Sigma ). Brafll$ were then removed and stored at 4 ~C in ma tive. 
Afterwards, brains were successively trans(erred to 20% and 30% sucrDSe 
solutions for 24 haurs each, and thcn sectioned coronally throughout the 
entire hlppocampus loto 30pm 1hick sections uslng a cryostat at - 20 C. 
Coronal sections were treated for immunohistochemistl)' or were 
stained with cresyl v;olet or GoIgi nal nlng. For lmmunohlstochemlstry, 
free-lloaUng sections wet'e incubated at room temperature (or 30 minutes 
in PBS contalnlng 0.25% Triton X· l00 and 03% H20 ) and leh fex 200urs at 
4 C in PBS/5% BSA solution. stic:es were tnen immersed ovemight at 4 C in 
a PBS/S% BSA sofution containing one o( the foUowing antibodies: ant¡' 
GFAP (1 :500: Dako, Glostrup, Denmark), antHbal (1:250; Dako), anti ·MAP-2 
(1:500; MUlipore). Afier this periodo the brain slires were washed !hree 
times wi!h PBS. each fa r 5 rrinutes, and incubated with the secondary 
antibody, biotlnylated mouse IgG (1 :500; Vector, Burlingame, CA. USA) (or 
2 hours at room temperature. Ftnally, the slices were processed with the 
ABC·biotfn-avldin--peroxldase kit. (Veaor) and developed whh dlamino
benzidi ne tetrahydrochloride as a substrate for peroKidase reaction. For 
negative controls. primary antíbodies were omitted from the procedure. 
Al! images were captured with a dkjh.al camera attached (O a Zelss, 
Axioskop 40 miaoscope (leiss. Oberkochen, Germany). 

Microtubule-Associated Protein 2 Densitometry and GFAP 
Quantification 
FOUt animals per group were used for immunostaining. FOf MAp·2 
d ensltometry, 3 10 4 lOO/1m x 100pm sections were se~ed flom x 20 
magnific:ation images of differenl sections of the stratum pyramidaka 
of CAl and the gt'anular ceH layer o f the DG. The mean pixel intel'\Sity 
was automatically calrulated usiog ImageJ (http:/rmagej.nih.govll. GUal 
fibrilary acidic protein (GFAP) mlrunopositive cels were hand recorded 
from x 20 magníllcatlon images of four difl'erent sections of lhe stratum 
radiatum of CA 1 and the hilus of DG per animal Cels wete counted when 
complete processes and nuc~i were clearly observed, and expressed as 
lhe number of celas per mm2

• For calrulaling GFAP area, lmage.J was used. 
x 40 magnWlcatlon irnages were used, and onty complete astrocytes were 

selected . lhe area o( each ceH was automaticalty calculated . 

Gelgi Staining. Shell Analysls. and Dendr~l( Splne Ceun! 
Four animals per group were used for Golgi stainings. We used the 
FD Rapld G~gI Staln kit wlth the manufaaurers' Instructions 
(FD NeuroTechnologies. Columbia, MD. USA). Stained brains were slic:ed 
uslng a vibratome (VT1000S; le\ca, Wetzlar, Germany) at a thkkness o( 
150pm. For Shol analysis, traceso( CA 1 neurons obtai ned al magnification 
x 20 were loaded into mageJ and then !he ShoIl Analysis plug-in was 
used for automatlc analysls (hnp:/llabs .biology.ucsd.edu/ghoshlsoftware1). 
FOI" d endritic spine count, x 40 magnification images of CAl neurons 
were used. and splne WclS counted In segments of lO/1m of the dendrite 
manualty. Onty secondary and tertlary dendriles WE're used for the analysis, 
and no mOfe than three 10pm segments o( the same dendrite were 
counted . 80th ShoIl Analysls and spine coontlng were peñonned in a blind 
manner. 
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Agur. 1. Obesity and ¡nsulin resistance parameters. lA} Determination of: food consumption. water consumption, calorie intake. and weight 
gatn n art and high-fat-and-lructose dlet (HFFO) rats. (B) Serum glucose concentration in fasted animals in basal state and aftel 15 minutes of 
an intrapeñtoneal insulin bolus admnistration of S UIkg ( + INS). (e) Serum ¡nsulin and leptin k-vels in fasted anmals; Spearrnan rank test 
showing a posltive correlation berween the concentration of Insulln and leptin serum levels. Mean and s.e.m are shown. n = lOto 12 rau pet 
group for (A). n = 6 to 10 rats per group far (8 and e ).. n.s. : not significant."P< O.OS. "P < O.01 VS. etrl. 

Statistical Analysis 
Results represent the mean ± s.e.m. Comparisons among groups were 
made uslng a nonpaired Student's Hest. Correlation af hlppocampal 
weight with caloric intake per rat was assessed by linear regression 
analysls, and the correlation of ¡nsulin and lept in levels was evaluated 
by the Spearrnan Rank test "). A P< O.05 was considered as significant. \He 
used GraphPad Prlsm 6.0 (GraphPad Software. La JoIIa, CA. USA) for graphs 
and statistica l analysis. 

RESUlTS 
Short-Term High-Fat-And-Fruaose Oiet Feeding Induces Obesity 
and Systemic Insulin Res lstance 
Previous studies have shown that rats fed with HFFD far 3 days 
show hepatlc InsRes, while 7 days of HFFO feeding are required for 
InsRes to be syslernlc. 2.27 To assess the metabolic state of the rats 
used In this study. we examined sorne nutritianal, metabolic. and 
hormonal parameters. We found that Ingestion of HHD for 7 days 
produces hyperphag ia. obesity, aOO InsRes (Figure 1). Further. 
HFFD-Ied ralS consumed significantly more chaw (43.8%. P< O.OS) 
and water f33%, P< O.05) than controls and thus had an Increased 
calorlc intake (254%, P < 0.001 1, Ieading thls experimenta l group to 
gain more weight (132%, P< O.oOl) (Figure lA). We also 
investigated whether systemic insulin sensitivity was d iminished 
in HFFD-fed a nimals. Fasting serum glucose levels were evaluated 
at basal state and aher 15 minutes of the adminlstratlon of an 
intraperitoneal ¡nsulín bolus (5 Ulkg ) (Figu re 1 SI. While basal 
g lucose levels were not different in both groups, Insulin injection 
slgn ificantJy reduced blood glucose levels in control rats (24.7%. 
P< O.OS) but not in HFFD rats (9%, n.s.), ind icating an impairrnent 
in systemic insul ín sensitivlty in HFFO-fed rats. In agreement with 
this, we found that serum insulin levels were increased in 
HFFO rats (55.3%, ns.). Additionaly, we measured leptin levels 
since it has been reported by some groups that InsRes is 
accompanied by leptln reslsrance, and that the ratio of both 
hormones can be used as a parameter for measuring metabolic 
alterations In humans and rodents.28 We found a significant 
Increase In leptin levels In the HFFD rats as compared wlth 
controls (94.S%, P< 0.OO11 as well as a positive correJatían bet· 
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ween the two hormones leve ls (r = 0.6697, P= 0.0280) (Figure 1 q . 
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~AndwFructose Diet Oownregulates ¡nsulin Signaling in the 
Híppocampus 

To Investlgate whether HFFO feeding modulates hippocampal 
insulin signaling , we examined the phosphorylation state of 
Insulin receptor ORY114í, Insulln receptOl' substrat~ 1 (tR5-1 '1'608), 

and proteln kJnase B (A~47~. There was a marked decrease in 
IR5-1 and Akt phosphorylation in rats fed w~h HFFO for 7 daY' 
compared with contrrn rats (5 1%, P< O.OOl and 25%, P< O.05, 
respectively) {Figures 28 and Xl, whereas no significant change in 
IR phosphorylation was found (3%, n.s.) (Figure 2A). These findings 
collectively indicate that 7 days of HFFO feeding are sufficient to 
modify hlppocampal Insulln slgnaling. Eartier experiments In rats 
have shown thal HFFO feeding activates the mTOR/S6K pathway 
in muscle, Uver, and mediobasal hypothalamus.2!iI.30 Therefore, we 
analyzed whether HFFO also induces the aaivation 01 S6K in the 
hlppocampus. As shown in Figure 20, we found an enhanced S6K 
phospho1)llatlon of threonlne 389 after 7 days of HFFO feeding 
(7 1.9'1&, P< D.OO1). 

High-Fat·And-Fructose Oiet Oecreases Hippocampal Weight. 
Dendritie Branchlng in CA 1 and Induces Cytoskeletal Protein 
Modifications 
To evaluate whether HFFD-mediated blunting of insulin signallng 
in the hippocampus was accompanied by morphologic altera
t10ns, we examlned dlfferent parameters 01 hippocampallntegriry. 
As shown in Figure 3A. a significant reduced hippocampal wet 
welght was observed in the HFFO group (195%, P< O.05) as 
compared with control animals (Figure 3AI. This decrease i1 
hlppocampal weight posltively correlated wlth the calorle intake 
of each rat ~ = 0.7622) {Figure 3Al, but was not associated with 
morphologic changes assessed by Nissl staning (Figure 38). 
However, a detailed histologic analysis by Golgi Impregnation and 
a ShoIl analysls revealed a reduction in the dendritic arbor 
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complexity of me pyramidal CA 1 neuro ns from HFFO-fed animals 
(Figure 3e). This reduced dendritic branching was observed in 
both basal and apical dendrites. Furthennore, MAP-2, a proteln 
related with changes In structural stability in dendrites, was 
signific:andy decreased In HFFO mts as compared with controls in 
both CAl (29.78%. P < O.OOlland DG (18.75%. P < O.OOll (Figures 
3D and 3E). In addition, we found the axonal MAP tau was 
slgnificantly phosphO<ylated In a reponed GSK3fl site. 5199/ 202 
(52%. P < O.OOl). in HFFD-Ied rats (Figure 3F). 

Hig h-Fat-And-Fructose Oiet Feeding 15 Associated with Reduced 
Synaptic Marker5 

Since it was found that CAl neurons of HFFO rats presented a 
reduction in the dendritlc arbor complex ity, we wanted to analyze 
whether thís reduction was a<compan ied by a deuease in 
presynaptk: and postsynaptic e lements. lo this end, we counted 
[he number of dendritic spines in Golgi-stained CA 1 neurons. 
Quantitatlve analysls revealed a significant deaease in splnes on 
both apieal (81%. P < O.OOl) and basal (83%. P < O.051 d endrites in 
the HFFD raU (Figure 4A). Addltlonally. we lound a ~gnlfieant 
reduction in the presynaptic protein syn aptophysin (82%. P< O.05) 
(Figure 481. 

High-fat-And-Fruclose Oiet Causes Glia l Aaivation 

Given mal Inflammation and ~eactlve 3strogtiosls have been found 
in the hypothalamus in response lO obesity,31 we wanted to 
evaluate the impact of a sholt-teI"m exposure lO HFFO feedlng In 
astroc.ytic activation in the hippocampus using GFAP 
immunohistochemlstry to evaluate me number and mcxphology 
of astrocytes. Oiet-induced obesity was associated with a significant 
inerea,. In GFAP + eel l number in CAl (51%. P < O.OOI I and DG 
(25.69%. P < O.OS) (Figures 5A and 81. accompanled by a signlficant 
inerea,. in GFAP area in both CAl (77.7% P < O.OOlland DG (625%. 
P<O.OS) (Agure 58). The latter was assodated with a change in 
astrocyte morphology Irom ro""ded to Slellate shape (Figure SAl. 
We also found an inaease in astrocytic: processes extending to the 
neuronal layers of the DG In the HFFD rau (Figure 581. CNeral~ these 
data suggest a reactive astrocytic: response of the hippocampus. 
Mk:roglia l changes were anaiyzed with Iba 1 stainlng. The majority 
of cens showecl the characteristic resting microglia morphology 
consisting in a rod-shaped cell body with many thin processes 
a long all areas of t he hippocampus and slmilarly in both groups of 
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rats. However, it was a lso observed the presence of few ceh that 
showed !he morphology 01 activated microgl~ wfih eloogated eell 
sornata and fewer branches mal nly Ioc:ated in the CA 1 region from 
HFFO rats (Figure 5CI. 

DISCUS510 N 

The goal of this work was tO find biochemic:al and structura l 
changes in the hippocampus of short-term HFfO-fed rats, since 
there is no information about the early modifications that oceur 
during acute intake of HFFD in this pa rticula r highly plastic regian. 
In this work. we show that HFFD leedl ng lor 7 days reduced 
hippocampal insulin sígnaling accompanied by severa! cytoskele· 
tal modifications. dendritic and synapt ic: reductions, and astroglial 
activation. 

It 15 important to mentíon that the HFFO used in thls work 
substantia lly reflects hypercaloric western diets canslsting of hig h 
saturated fats and cholestero l as well a s beverages containing 
high fructose syrup, and therefore is ene of the most complete 
models of metabolic alterations due to h ypercaloric diets. 

Although It has been thoroughly studled that 7 days of 
overfeedlng rapid ly Induced hepatic and then sySlemK InsRes.' 
to ou r knoy.¡ledge, this is the first report that shows the impact of 
an aCUle HFFO on hlppocampal insulln s lgnallng associated with 
rapid structural changes in this region . 

The resulls 01 this study show "'at 7 day. 01 HFFO leeding were 
effective fa r indudng systemlc 1nsRes as determined by the presence 
of moderately higher drculating insulln and leptln levels and a 
dirninished Insu6n-dependent reduction in ~ood glucose. k1 the 
hippocampus. we did not find ehanges In the phosphor)latlon state 
of the IR. suggesting that they respond to basal ¡'suin 1e~1s in a 
similar way In both HFFO 3nd control raes. In contrast. 1RS-1 v6Ce 
phosphO<ylation was Impo~antly dimin~hed In the hlppocampus of 
the HFFD groop. although insu!ln receptor is apparendy lunctional 
and phosphorylated. Phosphoryiation 01 senne residuos 01 1115-1 
medlated by Idnases such as S6~ JNK and PKC. among others. 
prevents IRS.l from recognlzing the phosphorytated iT15Ulin receptor, 
and therefore gives rise to InsRes in HFFD-fed animals. 27.29.lO In line 
with this, we found an increase in S6K kinase activation, which might 
In rum phosphO<ylate IRS- I In senne re~dues and therefore blunt 
InSJ.Jlin signali1g in the HFFO--fed rats. mTOR/S6K signaling can be 
actNated by insu lin, sorne g rowth fac:tors and nutrients. Since insulin 
signali ng is dCMInregulated In 016 model, we belie~ that S6K 
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activation is caused by signa6ng pathways activated by me inaease 
in sattsated fa~ adds. as has been fOU'ld In the hYJX)thalamus and 
the am)9daia?.lO Another interesting finding was a signlicant 
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decrease i1 ~"71 phosphorylation, which Is indic:ative that 
hippocampal ¡nsunn signaHng can be compromised at different 
levels after consumption of an HFFO. 
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Figlll't 4. EVilluiltion of sylHlptk milrkers. (A) Dendritk spine count on basdl dnd dpicdl dendrites of CAl neurons. Representiltive Golgi-stilin-ed 
dendrites of cut and high-fat -and-fructose diet (HFFD) neurons. (B) Representiltive westem blot and densitometry of synaptophysin. Mean 
and s.e.m. dre snown. n = 15 to 20 10 ¡,m segments tdken from 6 te 12 neurons per nn; 4 rats per group for (A), n = 8 to 10 nltS per group for 
(B). Scdle bar: 1 ¡.m in (A). · P< 0.05 dOO ··P> O.OOl vs. ctrt. 
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Figlll'e 5. Changes in hippOCilmpal dmocytes doo miaoglid. (A) Glial ñbriRary acidk protein (GFAp) immunohistomemistry in CAl (A- O) drod 
dentdte gyrus (DG) (E-J). (1 dnd J)The detilil of GFAP + processes onto me grdnular Idyer of me DG is snown. (B) Number of GFAP + cells per 
mm', dOO totill astrocytk ared (G FAP + ) in CAl and DG. (C) Ibal immunohim.x:hemistry in CAl (A - F) and DG (G- l). Pyr, stratum pyrdlTliddle; 
Rild, stratum radiatum; Gd, granular Idyer; H. hilus. Medn arod s.e.m. are s.hown. n = 4 rats per group. Scdle bar: 100¡.m in (A): a, b, e, f, i, and j; in 
(C): d, b,9, arod h; 20 J'm in (A): e, d, 90 and h; in (C) C, d, e, f, ~ j, k, and 1. · P<O.05, ··P> O.OOl vs. cut. 

The hippocampus is a highly plastic structure and particularly 
sensitive to environmental and nutrit ional st ressors. Thus, we 
were interested in studying neuronal alterations mat could be 
associated with me hippocampal blunted insulin signaling we 
observed. In line with mis, we analyzecl several struc tural changes 
within the híppoc.lmpus. Surprisingly, we found a slíght redlKtion 
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of the hippocampal wet weight ín HFFD-fed rats tha! línearly 
correlates wilh caloric intilke. It Is noteworthy Ihat total brain 
weigh! was no! dífferen! among groups (data not snown). In a 
previous study, a reductlon of hippocampal volume in pat ients 
wíth type-2 diabetes mel~tus was reported, wh~e totill bran 
weigh! remaíns unaffected, suggesting tha! me hippocampus 
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Figwt 6. Proposed integrative model of systemic and hippocampal 
alterations aS50Ciated with lnsulin resistance and obesity caused by 
short-term high-fat and fruaose feeding, Parameterslmechanisms 
assessed In this work a re written in bold font, whereas known 
mechanisms reported in the literatu re are shown in plain tonto 
MAP-2, microtubule-assodated protein ~ IRS-l . insulin receptor 
subsUate-- l . 

presents a particular sensitivlty to metabolic diseases.n The 
decrease that we observed i1 hippocampal weight was not 
accompanled by evident changes In the area or the general 
appearance of me hippocampal layers, as showed by the 
conventional Nissl staining. At this point, It is unclear whether 
all the hipjX)campal 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 [he compositlon of [he membra ne IIpk:ls 
and cholesterollevels. etc. could also be responsible. 

A more detailed histologic examination revealed a significant 
decrease In the dendritlc complexity of CAl neuron s, associated 
with a sign ificant reduction In MAp·2 immunoreactlvity in 
dendrites on the whole hippocampus of HFFD rats. We also 
found a reduction in dendritic spine dens ity of neurons in CA 1 and 
a slgnificant decrease in the presynaptlc protein synaptophysln. 
MAP·2 is a microtubule-assodated protein that has been shown to 
be decreased in some models of neurodegeneration and AD.13

•
14 

In particular, It was reported that rat5 fed w;th a higtrfat 
d let (soybean oi! and cholesterot supplemented. no fructose) 
for 8 weeks present a diminlshed staining of MAP·2 in the 
hippocampus, and that this reduction is corre lated with memory 
e rrors. 16 Microtubule-associated protein 2 modifies and controls 
microtubule assembly and spaclng whhln dendrites. Thus, a fine 
regulation o( MAP-2 dynamics can alter hipjX)campal plasticity. 
The downregulation of MAP-2 immunoreactlvity found in HFFD
fed rats associated with reduced hippocampal insulin signaling 
may involve an altered protein loca lization, increased 
phosphorylation, andlor degradation and dimi nlshed gene 
express ion. The last posslbilities can be exc luded because we 
did oot find changes in total MAP-2 content in the HFFD group 
(data nOl shown). It Is remarkable that such dramatic: changes in 
neuronal morpl1ology are found with Just 7 days of HFFO feedlng. 
Further studies will be required tO aSSe5S whethe r these 
morphologic changes are correlated with synaptic or neuronal 
dysfunction. Impairment of dendrltic splne density and MAP-2 
reduction were accompanied by an increased phosphorylation o( 
tau in the S 199/202 residue, a reported GSK3/J phosphorylation 
site. tt has been reported that long-term HFFD feeding causes 
GSIG/J activation assodated with tau phosphorylation at PHF-I 
(5396/404) and T231 (ref. 26). Tau phosphorylation sites have been 
extensively studied in terms of the impairment far microrubule 
binding and the formation of insoluble neurofibrillary tangles that 
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cause multiple anomalies. from axona l ~function to the loss of 
neuronal integrity and neuronal death,2 ..... 26.lS 

Finally, we examined whether the biochemical, morphologic. 
and structural changes found In the hippocampus of HFFO rats 
were accompanied by reactive astroc:yte activation.. One of lhe 
pathologic features of obesity and In sRes is inflammation. and jt 
has been described that central inflammation has an impact on 
brain function possibly through the impon of inflammatory 
cytokines and Imm une cells into the central nervous 
system.l1 .J6.-18 Consistent \oVith these reports. we found a 
significant increase in reactive astrocyte number and size in lhe 
hippocampus of HFFO rats, as well as GFAP + subgranuia r cells 
extending ve rtica l processes onto the granular layer of the !Xi of 
what we beUeve, based on morphology and Iocation.ls radial glla. 
In addition. we found slight changes In sorne microglial cel ls 
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 stnx:tural changes found in the hippocampus may arise 
from periphera l lnsRes as wel l asa lterations in hippocampal insulin 
slgnaling. However, an altemative explanation would be that 
differences in the metabolic balance of ca rbohydrates. and fats 
might have a direct effect on hippocampal plasticlty and 
inflammation independently of peripheral metabolic ah:erations. 
It 15 possible that the high fructose Intake promotes the Increase In 
circulating t riglycerides and accelerates the observed metabalic 
disturbances in me present mode l. However, additional studles wl lI 
be necessary to parse the relative contribut ions of diet·induced 
alterations in lipid and glucose metabolism in me hippocampus. 

In conclusion. we propase a model in which obesity and In sRes 
caused by a shorHerm HFFD feeding produce downregulation of 
hippocampal insulin signaling (Figure 6). This work proyjdes novel 
evldence of the earty biornemlcal and structural alteratlons In 
functlonal relevan ce 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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isolated synapses and in vitro: role of mTOR/S6K”    

    

CalvoCalvoCalvoCalvo----Ochoa Erika, Ochoa Erika, Ochoa Erika, Ochoa Erika,  Gómez-Inclán Cecilia, Quiroz-Báez Ricardo, Ferrera Patricia, Arias 

Clorinda. Manuscrito en preparación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

En la sección anterior se muestran los resultados de la caracterización de los efectos de la 

administración de una dieta HFFD subaguda sobre las neuronas y glía del hipocampo a 

nivel bioquímico, morfológico y estructural en un modelo in 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, así como los mecanismos moleculares responsables de dichas  

alteraciones. Debido a que uno de los componentes más perjudiciales presentes en la dieta 

HFFD son los ácidos grasos saturados, nos enfocamos en ellos. Algunos efectos nocivos de 

los ácidos grasos saturados están bien establecidos y se han reportado  en modelos in vivo en 

tejidos como el hígado, páncreas y músculo esquelético (van Herpen y Schrauwen-

Hinderling, 2008), y también en modelos in vitro administrados de forma directa a cultivos 

celulares. El ácido graso saturado más abundante en la dieta HFFD que utilizamos para el 

modelo in vivo es el ácido palmítico (3.3% de la dieta). Además, se ha reportado que el 

ácido palmítico (AP) induce resistencia a la insulina en células hepáticas, y en neuronas 

hipotalámicas in vitro, promoviendo apoptosis (Lee et al. 2010; Benoit et al. 2010; Mayer 

et al. 2010). El ácido palmítico también puede modificar la composición lipídica de las 

membranas e induce estrés de retículo endoplásmico 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).  

 

ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo    

    

Por lo tanto, el objetivo de la segunda parte de este trabajo fue desarrollar un modelo in 

vitro de administración subaguda y aguda de ácido palmítico en células de neuroblastoma 

humano diferenciadas a neuronas.  
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Materiales y métodosMateriales y métodosMateriales y métodosMateriales y métodos    

 

Cultivo de neuroblastoma humano diferenciadas Cultivo de neuroblastoma humano diferenciadas Cultivo de neuroblastoma humano diferenciadas Cultivo de neuroblastoma humano diferenciadas –––– Cultivos celulares de neuroblastoma 

humano MSN (Reynolds et al. 1986) se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con 

aminoácidos no esenciales y suero fetal bovino inactivado a 60°C al 10% (v/v). Las células 

se sembraron a una densidad de 1 x 106 células por pozo y se incubaron a 37°C con 5% O2 

y 85% CO2. Después de 24 hrs de cultivo las células se diferenciaron a neuronas con un 

tratamiento de  ácido retinoico 10µM y NGF 50ng/ml durante 5 días. Al terminar el 

periodo de diferenciación se reemplazó el medio por medio fresco y se añadieron los 

tratamientos con ácido palmítico durante 1 o 24 hrs.  

 

Preparación de ácido palmítico Preparación de ácido palmítico Preparación de ácido palmítico Preparación de ácido palmítico –––– 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 dilución posterior a 5mM en PBS-BSA 10% previamente 

filtrado. Se mantiene la solución a 37°C por lo menos 30 minutos y en movimiento 

constante para permitir la solubilización y posteriormente se almacena a -20°C. Previo a su 

uso se mantiene la solución a 37°C. 

 

Ensayos de viabilidad celular por exclusión de azul de tripano Ensayos de viabilidad celular por exclusión de azul de tripano Ensayos de viabilidad celular por exclusión de azul de tripano Ensayos de viabilidad celular por exclusión de azul de tripano ----  Se colectan las células 

resuspendiéndolas en 500µl de PBS por pozo. De esta solución se toman 10µl y se agregan 

10µl (1:1) de una solución de azul de tripano al 0.4% en PBS (p/v). Se toman 10µl de esta 

solución y se cuentan en un citómetro de Neubauer por duplicado. Se registra el número de 

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

    

Determinación de reducción MTT Determinación de reducción MTT Determinación de reducción MTT Determinación de reducción MTT –––– Para las condiciones experimentales con ácido 

palmítico, las células fueron incubadas por 24 hrs en la presencia de diferentes 

concentraciones de ácido palmítico o con medio como control. Se retiró el medio y se 

agregaron 250 µl  de medio sin suero por 1 hora para ayunar a las células. Los grupos 

tratados con ácido palmítico durante una hora se trataron con 200 µm durante este periodo 

de ayuno. Posteriormente se agregó 100 nm de insulina a los grupos experimentales y PBS a 
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medio sin suero       INS/   MTT      isopropanol
AP 1 hr/PBS              PBS              leer a 570 nm

PBS sin/con glucosa
inhibidores

AP 24 hrs

6

24 hrs 1 hr 15 min  45 min

los controles y se incubó a 37°C durante 15 minutos. A los grupos experimentales sin 

glucosa se les reemplazó el medio por PBS durante 1 hora, durante la cual se incubó con 

ácido palmítico a ciertos grupos experimentales y posteriormente se agregó insulina como se 

describió anteriormente. El grupo control de ácido palmítico más glucosa fue incubado en 

PBS con la concentración 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 simultáneamente con ácido palmítico 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 µl de la solución de MTT 

(10% v/v) y se incubó durante 30 minutos. Se retiró el medio y se agregaron 800 µl de 

isopropanol ácido. Posteriormente se leyeron las muestras a 570 nm en un 

espectrofotómetro. En la Figura 17 se presenta un esquema del diseño experimental.  

 

Western blots y análisis estadístico Western blots y análisis estadístico Western blots y análisis estadístico Western blots y análisis estadístico –––– Metodología completa se encuentra en las páginas 

41, 42 y 44.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.Figura 17.Figura 17.Figura 17. Diseño experimental y línea temporal de los puntos y tiempos de incubación que se 

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

palmíticopalmíticopalmíticopalmítico    por 24 horas para evaluar su neurotoxicidad.por 24 horas para evaluar su neurotoxicidad.por 24 horas para evaluar su neurotoxicidad.por 24 horas para evaluar su neurotoxicidad.    

 

En estudios previos se han determinado concentraciones de ácido palmítico (AP) que 

producen alteraciones gliales y neuronales in 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 µM- 200 

µM) (Rustan et al. 1992). Se usaron estas concentraciones de AP (100 µM, 200 µM y 500 

µM) para realizar una curva dosis-respuesta en dos ensayos de viabilidad celular para 

determinar si el tratamiento subagudo con ácido palmítico por 24 hrs., produce 

neurotoxicidad. Para ello se utilizaron dos métodos: un ensayo de reducción de MTT que 

determina la respiración mitocondrial y que es utilizado como ensayo de viabilidad celular 

in vitro (Mendoza-Oliva et al. 2013) y posteriormente un ensayo de exclusión con azul de 

tripano.  

 

Se observó que el ácido palmítico induce una disminución de la respiración mitocondrial 

sólo a la concentración de 500 µM (74.4% P<0.05) (Figura 18). Estos resultados fueron 

replicados en el ensayo de azul de tripano, donde se observó una disminución de la 

viabilidad celular con el tratamiento de 500 µM de AP (70.2% P<0.05). Debido a que a 

500 µM se comienza a observar muerte neuronal, se utilizó la dosis de 200 µM de AP para 

los experimentos posteriores.  
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A)                                                                B) 

     

    

Figura 18. Ensayos de vFigura 18. Ensayos de vFigura 18. Ensayos de vFigura 18. Ensayos de viabilidad celular con ácido palmítico. iabilidad celular con ácido palmítico. iabilidad celular con ácido palmítico. iabilidad celular con ácido palmítico. A) Ensayo de reducción de MTT 

B) Ensayo de exclusión de azul de tripano. Se muestra promedio y error estándar. n=4-5 

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

    

    

El ácido palmítEl ácido palmítEl ácido palmítEl ácido palmítico produce cambios en la sensibilidad a la insulina en células de ico produce cambios en la sensibilidad a la insulina en células de ico produce cambios en la sensibilidad a la insulina en células de ico produce cambios en la sensibilidad a la insulina en células de 

neuroblastoma de forma dosisneuroblastoma de forma dosisneuroblastoma de forma dosisneuroblastoma de forma dosis----dependiente.dependiente.dependiente.dependiente.    

 

Para estudiar si la administración subaguda de ácido palmítico produce cambios en la 

respuesta a insulina en neuronas analizamos la activación de diferentes proteínas de la 

cascada de señalización de la insulina. Se encontró que en el grupo control la insulina es 

capaz  de inducir la activación de IRS-1 (p-IRS-1Y608), mientras que en células incubadas 

con 100 µM y 200 µM de AP está activación 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 activación de Akt (p-AktS473), pero cuando las células tratadas con 

AP 200 µM, observamos una disminución significativa en esta activación (48.20%, 

P<0.05). Estos resultados indican que el tratamiento con ácido palmítico es capaz de 

disminuir la sensibilidad a la insulina en células de neuroblastoma diferenciadas de forma 

dosis-dependiente.  
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Figura. 19.Figura. 19.Figura. 19.Figura. 19. Determinación de la señalización de insulina.Determinación de la señalización de insulina.Determinación de la señalización de insulina.Determinación de la señalización de insulina. Western blots de lisados de 

neuroblastomas diferenciadas tratadas con 100 µM o 200 µM 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 estándar. n=3 experimentos independientes. * P<0.05, **P<0.001, *** P < 0.0001 

vs ctrl + INS 

    

    

El tratamiento agudo, no así el subEl tratamiento agudo, no así el subEl tratamiento agudo, no así el subEl tratamiento agudo, no así el sub----agudo, con agudo, con agudo, con agudo, con ácido palmítácido palmítácido palmítácido palmíticoicoicoico    promueve una promueve una promueve una promueve una 

disfunción mitocondrial en respuesta a insulina en células de neuroblastoma.disfunción mitocondrial en respuesta a insulina en células de neuroblastoma.disfunción mitocondrial en respuesta a insulina en células de neuroblastoma.disfunción mitocondrial en respuesta a insulina en células de neuroblastoma.    

 

Debido a que en el modelo in vivo encontramos que la HFFD disminuye la respiración 

mitocondrial en sinaptosomas tratados con insulina, quisimos explorar si la exposición al 

ácido palmítico in vitro podría tener un efecto similar. Para ello, se realizaron ensayos de 

MTT para determinar la respiración mitocondrial en neuroblastomas diferenciadas tratadas 

sin y con insulina y previamente incubadas con AP 200 µM. Se probaron dos tiempos ya 

que se quiso probar el efecto de la exposición aguda (1hr) y sub-aguda (24 hrs) de ácido 

palmítico. Encontramos que la insulina es capaz de inducir la respiración mitocondrial en 

neuroblastomas de forma significativa (31%, P<0.05), al igual que la incubación con AP 

por 1 hora (45.85%, P<0.001) (Figura 20).  
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Por otro lado, la incubación 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 in vivo, al agregar 

insulina a las células tratadas con ácido palmítico por 1hr 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 respiración 

mitocondrial similar a la obtenida con insulina (18.23%, no singnificativo contra el grupo 

tratado con insulina).  

 

Creemos que el grupo de AP 1hr + 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 ácidos grasos. Este mecanismo ha sido reportado por 

otros grupos como uno de los efectos de lipotoxicidad por ácidos grasos en tejidos 

periféricos (Rial et al. 2010; Hermesh et al. 2014). De forma interesante, este efecto se 

pierde cuando la incubación con ácido palmítico 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 

ácido palmítico a 24 hrs, los efectos a nivel mitocondrial se ven desde tiempos más 

tempranos, y estos efectos se pierden a las 24 horas, posiblemente por un mecanismo de 

compensación mitocondrial. 
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Figura 20.Figura 20.Figura 20.Figura 20. Evaluación de la actividad mitocondrial.Evaluación de la actividad mitocondrial.Evaluación de la actividad mitocondrial.Evaluación de la actividad mitocondrial. Ensayo de reducción de MTT en neuronas 

incubadas sin y con ácido palmítico (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 línea 

punteada, promedio y error estándar. 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 disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el ácido palmíticoácido palmíticoácido palmíticoácido palmítico    es es es es 

independiente de la entrada de glucosa a las neuronas.independiente de la entrada de glucosa a las neuronas.independiente de la entrada de glucosa a las neuronas.independiente de la entrada de glucosa a las neuronas.    

 

Para estudiar con más detalle algunos elementos del aumento en la respiración mitocondrial 

obtenidos con insulina y AP por 1 hr, se determinó la reducción de MTT en ausencia de 

glucosa extracelular. No se encontraron diferencias entre el control sin glucosa (barra) y con 

glucosa (línea punteada) (-4.5%, ns) (Figura 21). Adicionalmente, se realizó un control de 

ácido palmítico al cual se le agregó glucosa (2mg/ml, concentración 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 aumentó de forma significativa 

(36.78 %, P > 0.001).  
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Figura 21.Figura 21.Figura 21.Figura 21. Evaluación de la actividad mitocondrial en ausencia de glucosa.Evaluación de la actividad mitocondrial en ausencia de glucosa.Evaluación de la actividad mitocondrial en ausencia de glucosa.Evaluación de la actividad mitocondrial en ausencia de glucosa. Ensayo de 

reducción de MTT en neuronas incubadas sin glucosa, con ácido palmítico (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 línea punteada. * p<0.05 vs, **p<0.001 vs ctrl.  

 

 

Al incubar las células con insulina en ausencia de glucosa no se observó aumento 

significativo en la respiración mitocondrial contra el control sin glucosa (11.9%, ns) lo que 

sugiere que el aumento de reducción de MTT en neuroblastomas se debe, al menos 

parcialmente, a la entrada de glucosa a la célula. Por el otro lado, el ácido palmítico 

aumentó la respiración mitocondrial de forma significativa (19.67%, P<0.05). El grupo 

incubado con AP + INS no tuvo cambios en la reducción de MTT (6.2%, ns), lo que 

indica que el mecanismo de disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediado por el 

ácido palmítico 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 disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada por el ácido palmíticoácido palmíticoácido palmíticoácido palmítico    

requiere a la vía de señalización de mTOR/S6K.requiere a la vía de señalización de mTOR/S6K.requiere a la vía de señalización de mTOR/S6K.requiere a la vía de señalización de mTOR/S6K.    

 

Posteriormente para estudiar si el ácido palmítico produce la disfunción mitocondrial en 

respuesta a insulina mediada por la vía de señalización mTOR/S6K, la cual se activa por 

altos nutrientes, se realizaron ensayos de MTT en presencia del inhibidor específico de 

mTOR, la rapamicina. Encontramos que la incubación con rapamicina no cambia los 

niveles basales de MTT con respecto al control sin tratamiento (5.3%, ns) (Figura 22). Sin 

embargo, la preincubación con rapamicina inhibe la respiración mitocondrial inducida 

tanto por insulina (19.6%, ns), como por ácido palmítico (19.1%, ns), lo que implica que 

el aumento en la reducción de MTT obtenido por ambos compuestos depende de la 

activación de mTOR. De forma inversa, la rapamicina es capaz de revertir el efecto del AP 

con insulina sobre la respiración mitocondrial (61.3%, P<0.05).   

 

 

 

 

Figura 22.Figura 22.Figura 22.Figura 22. Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de mTOR.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de mTOR.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de mTOR.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de mTOR. Ensayo de 

reducción de MTT en neuronas incubadas con rapamicina 100 nm por 1 hr, con ácido palmítico 

(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 línea punteada. * p<0.05  vs ctrl.  
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La disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediadaLa disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediadaLa disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediadaLa disfunción mitocondrial en respuesta a insulina mediada    por el por el por el por el ácido palmíticoácido palmíticoácido palmíticoácido palmítico    se se se se 

revierte al inhibir a PI3K.revierte al inhibir a PI3K.revierte al inhibir a PI3K.revierte al inhibir a PI3K.    

 

Debido a que nuestros resultados muestran que se presenta disfunción mitocondrial debido 

al ácido palmítico sólo cuando se trata a las neuronas con insulina, quisimos estudiar la 

participación  de la vía PI3K/Akt en este fenómeno. Para ello se realizaron ensayos de MTT 

utilizando el inhibidor específico de PI3K, la wortmanina. Se encontró que la incubación 

con wortmanina no cambia los niveles basales de MTT con respecto al control sin 

tratamiento (5.38%, ns) (Figura 23). Por otro lado, la preincubación con wortmanina 

inhibe la respiración mitocondrial inducida por insulina (13.7%, ns), pero no así la 

respiración inducida por el ácido palmítico (52.65%, P<0.05), lo que muestra que el 

aumento en MTT producido por el AP es independiente de la activación de PI3K.  

Asimismo, se observó 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 disfunción 

mitocondrial resultante de la co-incubación de AP con insulina.  

 

 

 

Figura 23.Figura 23.Figura 23.Figura 23. Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de PI3K.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de PI3K.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de PI3K.Evaluación de la actividad mitocondrial con la inhibición de PI3K. Ensayo de 

reducción de MTT en neuronas incubadas con wortmanina 100 nm por 1 hr, con ácido palmítico 

(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 línea punteada. * p<0.05  vs ctrl.  



88 

 

DiscusiónDiscusiónDiscusiónDiscusión     

 

La resistencia a la insulina ligada a la obesidad,  la diabetes mellitus tipo 2, las demencias y 

la Enfermedad de Alzheimer son enfermedades metabólicas 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 hipercalóricas, apunta a que la incidencia de estas enfermedades seguirá 

aumentando de forma considerable en el futuro de la población. La búsqueda de la etiología 

así como el desarrollo de fármacos para tratar y prevenir estas enfermedades de forma 

individual ha sido uno de los desafíos más grandes de la investigación básica y clínica de las 

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

 

Aunado a lo anterior, la asociación entre las enfermedades metabólicas 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 metabólicas como 

las deficiencias cognitivas son padecimientos de etiología multifactorial, elucidar los 

mecanismos celulares y moleculares implicados en esta compleja asociación, ha sido una 

tarea monumental. Por lo tanto, la prevención y el tratamiento de estos padecimientos de 

forma conjunta e integral, es un ideal muy lejano.  

  

Actualmente se encuentran en la literatura varias hipótesis sobre la relación entre la 

obesidad y la diabetes con el desarrollo de déficits cognitivos y Enfermedad de Alzheimer. 

Existen múltiples 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 disfunción en la señalización a insulina es la responsable de las 

alteraciones metabólicas más 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 hipótesis de la disfunción a la insulina sistémica y en el sistema nervioso 
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central como un componente determinante de la relación entre las enfermedades 

metabólicas y neurodegenerativas antes mencionadas. Los múltiples trabajos que apoyan 

esta hipótesis han sido desarrollados en varios modelos animales, lo cual ha brindado un 

cúmulo de información 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 existían 

alteraciones en la señalización de insulina neuronal como respuesta a alteraciones 

metabólicas. Para contestar esta pregunta, primero desarrollamos un modelo animal que 

representa las condiciones alimenticias hipercalóricas prevalentes en occidente, mediante la 

ingesta de dietas altas en grasas saturadas y fructosa (HFFD). Posteriormente, desarrollamos 

un modelo in vitro de exposición a altas concentraciones de ácido palmítico en neuronas, y 

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

 

Encontramos en ambos modelos una disminución considerable a la respuesta a la insulina 

neuronal como respuesta a altos ácidos grasos saturados. Estos resultados respaldan la 

hipótesis de la disfunción de insulina sistémica y en sistema nervioso central como un 

componente principal de la relación entre las alteraciones metabólicas y los déficits 

cognitivos y demencias. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que el exceso de 

ácidos grasos saturados libres presentes en la obesidad, síndrome 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 infusión de lípidos 

sistémica, se produce una reducción en el metabolismo energético mitocondrial del 

hipocampo durante la ejecución de tareas cognitivas (Emmanuel et al. 2013).  

 

Otro hallazgo importante relacionado con la resistencia a la insulina neuronal fue la 

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

disfunción mitocondrial es una característica fisiopatológica temprana de demencias y la 
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Enfermedad de Alzheimer, ya que lleva a daño y disfunción sináptica 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 ácidos 

grasos tiene como consecuencia funcional una disminución en la respuesta mitocondrial a 

insulina; ésta es seguida de daño sináptico, el cual demostramos mediante la disminución de 

espinas dendríticas y marcadores sinápticos; y finalmente planteamos que estos fenómenos 

traen como consecuencia la disminución en la ejecución de tareas de memoria y 

aprendizaje.  

  

Nuestro estudio sobre la estructura y función hipocampal en respuesta a la administración 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 disminución en el desempeño 

de tareas cognitivas y alteraciones en el hipocampo debido a dietas altas en grasa han sido 

por periodos de administración de al menos 4 semanas. Para el uso de este modelo, se 

validaron varios parámetros metabólicos y hormonales indicativos de obesidad y de 

resistencia a la insulina sistémica. Es importante mencionar que a pesar de que no se 

encontró hiperinsulinemia, la cual es característica en el síndrome de resistencia a la 

insulina,  observamos un ligero desplazamiento de la distribución de la concentración de 

insulina sérica hacia niveles más elevados en el grupo HFFD. En este sentido, se obtuvo una 

correlación positiva de la relación 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 

metabólico y que tienden a aumentar en conjunto cuando se presentan alteraciones 

metabólicas, como la resistencia a la insulina. Este análisis ha sido reportado previamente 

por grupos que lo utilizan como marcador de enfermedades metabólicas 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 administración de 

HFFD, encontramos una disminución en la señalización de los efectores más importantes 
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de la vía, pero no así 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 vía de señalización 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 fosforilación de IRS-1 en residuos de serina por varias cinasas como 

S6K, JNK y PKC. Esta fosforilación produce un cambio alostérico en IRS-1 que le impide 

reconocer al receptor de insulina fosforilado y propagar la señal (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 más activa en el hipocampo de ratas 

HFFD, lo cual sugiere que esta cinasa podría fosforilar a IRS-1 en residuos de serina y 

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

 

Además de los cambios metabólicos y bioquímicos observados en el hipocampo posterior a 

la ingesta subaguda de HFFD, también encontramos cambios estructurales importantes que 

podrían estar relacionados con los déficits cognitivos que se observan en los modelos de 

alteraciones metabólicas por HFFD. El primero de estos cambios fue una reducción en el 

peso del hipocampo, en correlación con la ingesta calórica de los animales y sin cambios en 

el peso total del cerebro. En relación con este hallazgo, se ha encontrado una reducción 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 reducción del 

peso del hipocampo que observamos en las ratas HFFD podría deberse no sólo a los 

cambios estructurales y morfológicos neuronales que describimos en este trabajo, sino 

también a otros efectos de la dieta, como por ejemplo: deshidratación del tejido, a un 

cambio en la composición lipídica y/o de colesterol de las membranas, etc. (Sallam et al. 

2015). 
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En un estudio morfológico más detallado encontramos una disminución en la arborización 

y el grosor dendríticos, así como reducción en el número de espinas dendríticas y 

marcadores sinápticos. Se sabe que los cambios en el tamaño, forma y número de las espinas 

dendríticas, así como la composición de las proteínas sinápticas presentes en ellas, son un 

componente fundamental de la plasticidad sináptica, 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 

disminución en el número y tamaño de espinas dendríticas hipocampales está relacionada 

con la pérdida de las funciones cognitivas en diferentes modelos de neurodegeneración, 

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 plásticas muestran que 

la HFFD produce alteraciones en la dinámica activa de remodelación dendrítica y sináptica, 

y aumentan la información disponible en la literatura en cuanto a  los mecanismos 

moleculares asociados con la disminución de la función cognitiva (Popov & Bocharova 

1992; Lambert et al. 1998; Masliah et al. 2004; Magariños et al. 2006; Titus et al. 2007; 

Ivy et al. 2010). Debido a que está reportado que la administración de HFFD a largo plazo 

promueve una disminución en la producción hipocampal del factor de crecimiento BDNF 

(brain-derived neuronal factor), y ya que éste es uno de los factores principales que 

promueven la remodelación dendrítica y que regulan el número y la maduración de espinas 

dendríticas, así como el establecimiento de la potenciación a largo plazo, nos sugiere que es 

uno de los mecanismos que podría 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 proteínas asociadas al citoesqueleto controlan su ensamblaje y por ello regulan procesos 

de ajuste morfológico dendrítico y neuronal asociado con cambios en la plasticidad 

dendrítica, axónica y sináptica. Encontramos que la administración de HFFD produce 
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cambios en dos de estas proteínas (dendríticas y axónicas) lo cual podría relacionarse 

directamente con los cambios estructurales encontrados en las neuronas. 

 

MAP-2, proteína asociada a los microtúbulos de las dendritas, se encuentra reducida y 

relocalizada hacia el soma en las neuronas hipocampales de las ratas HFFD. Existen reportes 

de disminución y relocalización somática de MAP-2 en diferentes enfermedades 

degenerativas, incluyendo la Enfermedad de Alzheimer (Fifre et al., 2006; Takahashi et al., 

2013). Adicionalmente, se reportó que el consumo de una dieta alta en grasas por largo 

plazo, produjo una reducción de MAP-2 en el hipocampo y que esta disminución 

correlacionó con el número de errores en una prueba de memoria (Granholm et al. 2008), 

lo cual relaciona directamente la pérdida de la función de MAP-2 con una pérdida 

cognitiva.  

 

Por otro lado encontramos cambios en la fosforilación de tau, proteína asociada a 

microtúbulos en los axones, y la cual se regula mediante la fosforilación de sus múltiples 

epítopos. Estudiamos la fosforilación  del epítopo S199/202 ya que es un sitio fosforilado 

preferencialmente por la cinasa GSK3β que es inhibida directamente por la vía de la 

insulina, la cual está desensibilizada en nuestro modelo de HFFD.  Tau puede sufrir una 

hiperfosforilación patológica que se lleva a cabo en múltiples residuos y por varias cinasas 

que fosforilan de manera secuencial. Estas fosforilaciones aberrantes pueden promover la 

disociación de tau de los microtúbulos y posteriormente la formación de fibrillas insolubles 

que causan múltiples anomalías, desde la disfunción axonal hasta la pérdida de la integridad 

neuronal y posteriormente la muerte celular. (Kimura et al., 1996; Planel et al., 2007; 

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

 

Otro componente importante asociado con las alteraciones metabólicas, en particular  con 

la obesidad, es la inflamación de bajo grado. Se sabe que en estas enfermedades se producen 

cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, lo que produce un tráfico de 

citocinas inflamatorias y macrófagos 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 inflamación en el hipocampo debidas a la 

ingesta de HFFD, y encontramos activación tanto astrocítica como microglial. 

 

Recientemente se ha demostrado el papel fundamental que tienen los astrocitos en la 

regulación de la remodelación sináptica 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 

estímulos aversivos o dañinos, pueden en primera instancia resultar neuroprotectores y 

neuromoduladores, pero después de una activación continua producir daño y pérdida 

sináptica (John et al. 2003; Liberto et al. 2004; Wilhelmsson et al. 2004; Sofroniew et al. 

2005; Rao et al. 2012; Ávila-Muñoz y Arias, 2014). En este sentido, la presencia continua 

de marcadores inflamatorios sistémicos y en el hipocampo por la administración de dietas 

HFFD podría relacionarse también con la disminución en el número de espinas dendríticas 

que observamos en nuestro modelo. Otro hallazgo interesante fue encontrar células 

subgranulares del giro dentado que expresan a la GFAP (glial-fibrillary astrocytic protein) 

astrocítica. Basados en la posición y morfología de dichas células, proponemos que son glia 

radial las cuales  extienden un gran número 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 

neuroprotección se han observado en otros modelos de daño en el giro dentado (Huttmann 

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

 

La presencia de microglia activa en el hipocampo sugiere una importación de macrófagos 

activos desde la periferia, lo cual sugiere que existen cambios en la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica por administración aguda de HFFD como ha sido descrito en 

otros modelos de alteraciones metabólicas.  
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Figura 24. Modelo integrativo propuesto de los resultados obtenidos en el modelo de Figura 24. Modelo integrativo propuesto de los resultados obtenidos en el modelo de Figura 24. Modelo integrativo propuesto de los resultados obtenidos en el modelo de Figura 24. Modelo integrativo propuesto de los resultados obtenidos en el modelo de 

administración subaguda de HFFD. administración subaguda de HFFD. administración subaguda de HFFD. administración subaguda de HFFD. Se muestra un esquema de los resultados obtenidos en este 

trabajo y de la. En flechas verdes se muestran aquellos parámetros que se encontraron aumentados, 

en flechas rojas se presentan aquellos que se encontraron disminuidos. Se presentan en flechas 

negras las posibles relaciones entre dos parámetros en base a diversos reportes en la literatura. Se 

presenta en flechas blancas nuestras propuestas de relaciones entre parámetros, que tendrán que 

validarse experimentalmente.  

 

A forma de conclusión gráfica de la primera parte de la discusión, correspondiente al 

modelo de administración subaguda de dietas HFFD in vivo, proponemos un modelo en el 

cual integramos los hallazgos de este trabajo y los relacionamos con fenómenos 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 

hipótesis del papel de los ácidos grasos saturados en el desarrollo de la resistencia a la 

insulina, desarrollamos un modelo en el cual se expusieron altas concentraciones de ácido 
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palmítico a neuronas in vitro. Encontramos que la exposición a muy altas concentraciones 

de ácido palmítico por 24 hrs produce muerte neuronal, lo cual coincide con los reportes de 

que el ácido palmítico 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 incubación por 24 hrs con ácido palmítico produce  

pérdida de sensibilidad a la insulina en las neuronas de forma dosis-dependiente, lo que 

indica que los efectos deletéreos sobre la señalización de insulina relacionan directamente 

con el metabolismo o la señalización de los ácidos grasos saturados. 

 

Estudiamos la función mitocondrial neuronal en respuesta a ácido palmítico y encontramos 

que a 1hr, pero no a 24 hrs, puede ser utilizado como sustrato metabólico, 

independientemente de la captura de glucosa. También  observamos que la preincubación 

por 1 hr con ácido palmítico, 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 

sinápticas aisladas inducida por insulina, se abate en el grupo HFFD. Es importante 

mencionar que la incubación por 24 hrs con ácido palmítico no tuvo estos efectos. Más 

adelante se discutirán posibles explicaciones de este fenómeno en relación con los demás 

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 GLUT8 median esta función. Existen reportes de 

que varias líneas celulares de neuroblastoma expresan el transportador GLUT4, pero 

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

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

 

Adicionalmente estudiamos el papel de las vías de señalización de mTOR/S6K y de PI3K 

en la activación mitocondrial inducida por insulina, AP y en la disfunción mitocondrial 
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obtenida de la co-incubación de ambos compuestos, y encontramos que la insulina requiere 

de la activación tanto PI3K como de mTOR para aumentar la actividad mitocondrial. 

PI3K media la activación de Akt, la cinasa que regula el transporte de GLUT4 hacia la 

membrana plasmática 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 canónica se esquematiza la activación de 

mTOR río 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 fosforilación 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 metabólicamente activas 

existirá una activación basal de esta cinasa que permite la primera fosforilación de Akt para 

favorecer su posterior activación. Por lo tanto al inhibir a mTOR esta fosforilación se 

pierde, lo que podría explicar el  por qué la actividad mitocondrial no aumenta al tratar a 

las células con insulina y rapamicina.    

 

Además encontramos que el ácido palmítico requiere de la vía de señalización de 

mTOR/S6K, pero no de PI3K, para inducir activación mitocondrial. Está bien establecido 

que los ácidos grasos promueven la activación 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 ácido palmítico por 1 hora promueve 

la activación de S6K, lo cual confirmaría el papel de esta vía de señalización en los efectos 

del AP.  

 

Finalmente nuestros resultados indican que la pérdida de la activación mitocondrial 

inducida por insulina con la co-incubación de ácido palmítico requiere de la activación 

tanto de PI3K como de mTOR. Con los resultados que obtuvimos no es posible explicar 

por completo el mecanismo molecular de la disfunción mitocondrial debida a la co-

incubación de ácido palmítico con insulina, por lo que a continuación presentamos una 
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hipótesis de lo que podría estar ocurriendo y que requerirá su posterior validación 

experimental.  

 

Se ha descrito que una parte esencial de la señalización de insulina es la generación de un 

pulso de peróxido de hidrógeno (H2O2) generado en respuesta a la unión 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 instantánea y es transitorio, durando de 5 a 10 

segundos y se ha rastreado su origen al complejo II mitocondrial, la succinato 

deshidrogenasa. Esta generación pulsátil de H2O2 mitocondrial funciona como un 

“priming” que promueve la autofosforilación del receptor de insulina y por lo tanto es 

fundamental para la transducción de la señal (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 

oxígeno (EROs) por tiempos y en concentraciones fisiopatológicas tienen un efecto 

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

 

Por otro lado, existe evidencia de que en paradigmas de exposición a altos ácidos grasos in 

vitro o mediante administración de dietas altas en grasas in vivo las células presentan un 

aumento en la generación de EROs mitocondriales, así como un incremento en el potencial 

máximo de generación de H2O2 mitocondrial, lo cual trae como consecuencia un aumento 

en la concentración de éste y por periodos más prolongados de tiempo (Koves et al. 2005; 

Bonnard et al. 2008; Anderson et al. 2009). El incremento en la generación de H2O2 

mitocondrial tiene como consecuencia la disminución 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 relación con nuestros resultados, es importante mencionar que la reducción de MTT a 

sales de formazán se lleva a cabo en gran medida por el complejo II mitocondrial, o la 



99 

 

succinato deshidrogenasa, la misma enzima que produce el H2O2 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 hipótesis es la siguiente (Figura 25): 

 

1) La incubación con ácido palmítico por 1 hora genera una gran cantidad de EROs 

mitocondriales, incluido el H2O2, lo que promueve un estado pro-oxidante, la 

disminución de equivalentes reductores, disrupción 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 añadir insulina, se genera un pulso de H2O2 por la succinato deshidrogenasa. Ya que 

las mitocondrias presentarían un incremento en el potencial máximo de generación de 

H2O2 así como menos capacidad anti-oxidante, el pulso de H2O2 generado por insulina 

sería mayor y duraría más tiempo, lo cual aumentaría aún más el estado oxidante 

mitocondrial.  

 

3) Durante los 15 minutos de incubación de la insulina, en los cuales en los grupos control 

se ha generado una actividad metabólica que aumenta la reducción del MTT, en las células 

tratadas con ácido palmítico e insulina las mitocondrias se encontrarían en un estado pro-

oxidante y con una disminución de los equivalentes reductores mitocondriales. Por lo tanto 

al agregar el MTT, la reducción de éste estaría disminuida en comparación con grupos 

tratados con AP o con insulina. 

 

Creemos que este mecanismo también podría ser el responsable de la disminución en la 

reducción de MTT que observamos en las sinapsis hipocampales de las ratas HFFD.  
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Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto para la inhibición en la reducción de Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto para la inhibición en la reducción de Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto para la inhibición en la reducción de Figura 25. Modelo del mecanismo propuesto para la inhibición en la reducción de 

MTT MTT MTT MTT en neuronas tratadas con en neuronas tratadas con en neuronas tratadas con en neuronas tratadas con ácido palmíticoácido palmíticoácido palmíticoácido palmítico    e insulina. e insulina. e insulina. e insulina. A) Generación de un pulso 

rápido y transitorio de H2O2 mitocondrial en respuesta a la unión de insulina con su 

receptor. La generación de este H2O2 media la autofosforilación del receptor de insulina. 

Debido a nuestros resultados, creemos que PI3K es parte de esta primera parte de la vía de 

señalización de insulina. B) Señalización de insulina después de 15 minutos (tiempo de 

incubación que usamos en este trabajo) y reducción de MTT generada por la  aptura de 

glucosa y la posterior glucólisis. C) Generación de y H2O2 y EROs mitocondriales por la 

incubación de AP durante 1 hora; reducción de MTT debida a la β-oxidación del AP. D) 

Hipótesis de la disminución de la reducción de MTT en respuesta a la insulina en neuronas 

pre-incubadas con AP. Durante la incubación con AP se generan y H2O2 y EROs, los 

cuales se incrementan al tratar a la célula con insulina. Esta acumulación excesiva de EROs 

promueve una disminución de los equivalentes reductores generados por la β-oxidación, 

disrupción de la permeabilidad membranal y posible filtrado de electrones. Esto ocasionaría 

una disminución en la capacidad de la mitocondria para reducir el MTT. Adicionalmente, 

los EROs podrían promover un estado de resistencia a la insulina por lo que se perdería la 

captura de glucosa dependiente de insulina y el efecto de la glucólisis sobre la reducción de 

MTT. 
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ConclusionesConclusionesConclusionesConclusiones                    

 

A pesar de que la relación entre el padecimiento de alteraciones metabólicas como obesidad, 

resistencia a la insulina, síndrome metabólico y diabetes mellitus con el desarrollo de 

déficits cognitivos, demencias y Enfermedad de Alzheimer ha sido ampliamente descrita en 

estudios epidemiológicos y en modelos animales, se sabe muy poco sobre los mecanismos 

moleculares que subyacen esta relación.  

 

Ya que uno de los componentes determinantes para el padecimiento de enfermedades 

metabólicas 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 bioquímicos 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, morfológicos y bioquímicos en esta región. 

Proponemos este modelo como uno de los más completos para el estudio de la relación 

entre alteraciones metabólicas y déficits cognitivos ya que se utilizan animales jóvenes, 

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 

administración de la dieta; Adicionalmente, la dieta HFFD usada es la más cercana a la 

dieta hipercalórica 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 sólo 7 días, lo cual provee ventajas 

experimentales. 

 

Posteriormente, en el segundo modelo de exposición a ácidos grasos saturados in vitro 

encontramos semejanzas con los resultados obtenidos en el modelo de administración 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 específicos de las dietas altas en grasas.  En particular, mostramos que la 

exposición aguda y sub-aguda de ácido palmítico 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 metabólicas 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 cognición.  

 

La identificación de los mecanismos centrales y periféricos relacionados con la resistencia a 

la insulina y la neuroinflamación como mediadores potenciales de disfunción cognitiva y 

factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y déficits 

cognitivos puede llevar al desarrollo de estrategias preventivas y farmacológicas más efectivas 

para el tratamiento de ambos tipos de padecimientos.   
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