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1. RESUMEN 

Las alteraciones metabólicas asociadas al consumo de dietas altas en  grasa (HFD) se 

consideran como un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas, incluida la Enfermedad de Alzheimer (EA). Algunos de los efectos 

adversos de las HFD se atribuyen al alto contenido de ácidos grasos saturados como el ácido 

palmítico (AP). Se sugiere que el AP pudiera afectar el metabolismo energético celular 

modulando el contenido de NAD+/NADH. Aunado a esto, la actividad de un grupo de 

Desacetilasas de Histonas (Clase III – Sirtuinas) pudiera ser modificada mediante el 

metabolismo energético dado que utilizan al NAD+ como cofactor. La Sirtuina 1 (Sirt1) es 

responsable de la desacetilación de una gran cantidad de proteínas citoplasmáticas, 

factores de transcripción y residuos en el N-terminal de las histonas, generando una 

activación o represión de diferentes genes. Sin embargo, los mecanismos que relacionan la 

ingesta de HFD, alteraciones en el metabolismo energético y la expresión de marcadores de 

la EA no se han elucidado por completo. En la presente tesis se analizó el efecto que genera 

el AP sobre la función de Sirt1, la relación con el cambio en la acetilación de NF-κB y con la 

expresión de las enzimas limitantes del procesamiento de la Proteína Precursora del 

Amiloide (APP), Bace-1 y Adam10. Se utilizaron cultivos primarios de neuronas de 

hipocampo expuestos a diferentes concentraciones de AP o EX527 (inhibidor específico de 

Sirt1), seguido de una extracción de proteína y RNA para su análisis por Western Blot y RT-

qPCR. La cuantificación de NAD+/NADH se realizó con un kit colorimétrico. Nuestros 

resultados muestran que los cultivos de neuronas de hipocampo disminuyen el contenido 

de NAD+/NADH cuando son expuestos a dosis no neurotóxicas de AP. Además, la actividad 

de Sirt1, asociada a la disminución de NAD+/NADH, se ve comprometida reflejado en el 

aumento en la acetilación de NF-κB. Respecto a las enzimas limitantes, el contenido 

proteico de Adam10 y Bace-1 aumentan cuando las neuronas de hipocampo son expuestas 

a AP, sugiriendo una posible alteración en el procesamiento de la APP. Los resultados 

muestran que una exposición a AP altera el metabolismo energético neuronal y que esta 

disminución en la cantidad de NAD+ se asocia a un decremento en la función de Sirt1. Esta 

alteración en la actividad de Sirt1 pudiera tener un impacto en la expresión de marcadores 

de la EA como la activación de NF-κB y un aumento del procesamiento de la APP mediante 

Bace-1. 
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2. INTRODUCCIÓN      

A través de diferentes aspectos del metabolismo energético celular, los organismos pueden 

mantener su estructura, realizar funciones básicas, reparar daños y en general, responder 

ante estímulos ambientales manteniendo la homeostasis mediante un conjunto de 

reacciones químicas a partir de nutrientes. El mantenimiento de la homeostasis celular se 

convierte en un aspecto fundamental que permite regular y adaptarse a los cambios 

ambientales a los que un organismo se expone constantemente.  

La complejidad de los mecanismos, hormonales, celulares y moleculares que regulan 

el metabolismo energético en los mamíferos, permite responder con eficacia a los cambios 

en sus demandas de energía y mantener la función celular en condiciones óptimas. Sin 

embargo, el desbalance entre el aporte de nutrientes y su consumo produce alteraciones 

metabólicas que conducen a la obesidad, la resistencia a la insulina, el síndrome metabólico 

y la diabetes tipo 2 (DMT2), entre otras. Diversos factores genéticos pueden originar o 

perpetuar modificaciones metabólicas debido a mutaciones en enzimas, polimorfismos de 

genes que se asocian con aumento o disminución de la actividad enzimática y cambios en 

la expresión de proteínas por mecanismos epigenéticos, entre otros. 

El principal factor de riesgo para tener alteraciones metabólicas que llevan a la 

obesidad, DMT2 y resistencia a la insulina es la ingesta de dietas altas en grasas y azúcares 

procesadas, aunado a un estilo de vida sedentario. El consumo de estas dietas y estilo de 

vida ha incrementado durante los últimos años en las sociedades occidentales de forma 

alarmante. El cerebro es particularmente sensible a cambios en el metabolismo energético 

ya que es un órgano de gran plasticidad y alta tasa metabólica. Se ha propuesto que la 

resistencia a la insulina y la DMT2 son condiciones de riesgo epidemiológico para la 

Enfermedad de Alzheimer (EA).1 En este sentido, hay muchos estudios que señalan la 

asociación entre deterioro cognitivo y alteraciones cardiovasculares y metabólicas como la 

diabetes y el síndrome metabólico. Sin embargo, pocos estudios han abordado el impacto 

que tiene la exposición a ciertos nutrientes con alto contenido energético sobre la función 

neuronal y los mecanismos responsables.  

2.1 SENSORES ENERGÉTICOS Y METABOLISMO CELULAR 

Uno de los mecanismos por el cual las células sensan cambios del estado metabólico 

es el estado redox (reducción-oxidación) intracelular, particularmente a través del 

contenido de los dos cofactores más importantes del metabolismo energético, el NAD+ y 

NADH. 

El balance de la relación NAD+/NADH es de suma importancia para llevar a cabo 

muchas reacciones metabólicas, activación de enzimas, regulación de la expresión genética 

y mantenimiento del balance redox celular.2  Es por ello que el balance entre la forma 
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oxidada (NAD+) y la forma reducida (NADH) es crítico para una función celular apropiada y, 

para su supervivencia.   

El metabolito NAD+ (Nicotinamida adenina dinucleótido) es una molécula clave para 

la cadena de transporte de electrones en la mitocondria y por lo tanto para la fosforilación 

oxidativa y producción de ATP. Para poder ser útil en la fosforilación oxidativa, el NAD+ debe 

unir un hidrógeno para transformarse en NADH y poder transportar los protones y 

electrones a esta ruta de síntesis de ATP. Además es un cofactor clave de varias enzimas.2 

Entre las enzimas que utilizan NAD+ como cofactor, se encuentran las ADP-ribosil 

transferasas (ARTs) y poli-ADP-ribosil transferasas (PARPs), las ADP-ribosil cíclico sintasas 

(cADPR) y a las Sirtuinas (Sirts).3  

Las Sirts se clasifican como desacetilasas de histona clase III (HDAC III); esta 

clasificación debida a que utilizan NAD+ y no Zinc (Zn2+), como las otras clases (HDAC I, II, 

IV), para poder desacetilar a sus blancos proteicos (imagen 1). El utilizar este metabolito 

como cofactor las hace sensibles a los cambios energéticos en la célula y por tanto un sensor 

metabólico importante para la célula. 

 

Imagen 1   Estructura del NAD en su forma reducida (NADH) y en su forma oxidada (NAD+). Las Sirts remueven grupos 
acetilo de una gran variedad de proteínas. Esta reacción está acoplada al rompimiento del NAD+ en nicotinamida y ADP-
ribosa, la cual sirve como aceptor del grupo acetilo. (Modificado de Verdin, E. 2015). 

Este grupo de proteínas se encuentra altamente conservado entre las diferentes 

especies y en mamíferos existen 7 (Sirt 1-7). Su distribución en diferentes compartimentos 

celulares (imagen 2) hace que tengan una gran variedad de blancos y funciones biológicas. 

Entre algunos de sus blancos se encuentran proteínas y factores de transcripción como: 

FOXO3, SREBP, PCG1α, NF-κB, p53, Tau, Akt, p300/CBP.4–6 Dada su amplia gama de 

proteínas blanco, sus funciones varían desde reguladores de proteínas estructurales o de 

vías de señalización como Tau o Akt hasta reguladores de la transcripción de genes 
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mediante la activación o inactivación de factores de transcripción como NF-κB o p53 y por 

su interacción directa con residuos específicos en la región N-terminal de las histonas.7  

 

Imagen 2   Ubicación intracelular de las Sirts. La Sirt1 y Sirt2 pueden translocarse de citoplasma a núcleo y viceversa ante 
señales específicas de ciclo celular o estrés celular; esto hace que sean las más estudiadas. Sirt3, Sirt4 y Sirt5 se encuentran 
exclusivamente en mitocondria. Sirt6 se activa ante daños al DNA. Sirt7 se encuentra regulando genes ribosomales por su 
localización específica en el nucléolo. 

Entre las principales funciones de las Sirts se encuentran regular y sensar el estado 

energético, evitar envejecimiento patológico y el aumento de la longevidad por restricción 

calórica en diferentes organismos.5,8–10 La restricción calórica es una condición en la que se 

evita el consumo excesivo de carbohidratos y lípidos. Diferentes grupos han reportado un 

incremento en la expresión y actividad de algunas Sirts en diferentes tejidos, 

particularmente de la Sirt1, cuando se exponen a una dieta de restricción calórica.8,9,11 Por 

el contrario, grupos enfocados al estudio de los efectos del consumo de dietas altas en grasa 

(HFD) han demostrado que estas dietas, opuestas a la restricción calórica, genera una 

reducción en la función y expresión de la Sirt1, asociado con el alto contenido de glucosa, 

fructosa y ácidos grasos saturados.5,7,8,12  

Se ha reportado que las HFD afectan la cantidad de NAD+ disponible en los pozos 

celulares.13 Esta cantidad es directamente proporcional a la actividad de las Sirts, cuando 

disminuye el NAD+ la actividad de esta clase de HDACs disminuye.14–16 Dada esta estrecha 

relación entre el balance NAD+/NADH y las Sirts, una modificación al balance tiene un gran 

impacto en la actividad de las Sirts teniendo grandes repercusiones en varios procesos 

celulares. 

Uno de los órganos que es altamente susceptible a la ingesta de nutrientes es el 

cerebro, debido a la gran demanda energética y de nutrientes que requiere para realizar 

sus funciones. La Sirt1 se expresa de manera diferencial en las regiones del sistema nervioso 

central, sugiriendo un papel importante en la regulación de las funciones específicas de 

cada estructura. Se ha reportado que entre las regiones con mayor expresión se encuentran 
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los diferentes núcleos del hipotálamo, el cerebelo, el núcleo del tracto solitario y el 

hipocampo;17 este último implicado en procesos de memoria y aprendizaje y altamente 

plástico y susceptible a daños. 

Heyward y colaboradores, cuantificaron la cantidad (proteína y mRNA) y actividad 

de Sirt1 en el hipocampo de ratones sometidos a HFD respecto a una dieta control. Ellos 

reportan una disminución en la cantidad de proteína y mRNA así como un aumento en la 

acetilación de p53, un blanco específico de Sirt1 sugiriendo una disminución en su actividad. 

Adicional a estas cuantificaciones, sometieron a los ratones a una tarea de reconocimiento 

de objeto novedoso y reportaron una disminución en la exploración y reconocimiento del 

objeto. Los autores correlacionan el deterioro cognitivo con la disminución en la cantidad y 

actividad de Sirt1 generado por la ingesta de HFD.18 

A pesar de tener claras evidencias sobre la importancia del NAD+ para la función de 

Sirt1, poco se sabe sobre los mecanismos exactos por los cuales el NAD+ puede disminuirse 

en estructuras tan complejas como el cerebro. Sin embargo, una de estas condiciones que 

han tomado importancia y que se han relacionado a las alteraciones en el metabolismo 

energético y la expresión y función de Sirt1 es el consumo de HFD y particularmente uno de 

sus componentes: el ácido palmítico (AP).  

2.2 DIETAS ALTAS EN GRASA Y EL ÁCIDO PALMÍTICO 

En años recientes el estudio de los efectos metabólicos por el consumo de HFD ha 

ganado gran interés ante los grupos de investigación por generar condiciones metabólicas 

asociadas a patologías crónico-degenerativas como obesidad, síndrome metabólico, DMT2 

y resistencia a la insulina.19 Estas dietas se caracterizan por tener un alto contenido de 

ácidos grasos saturados. A pesar de que la composición de las HFD es compleja, el alto 

contenido en colesterol y ácidos grasos saturados parece ser el responsable de sus efectos 

deletéreos. En particular, el componente al cual se le han atribuido la mayor parte de los 

cambios metabólicos, celulares y moleculares que estas dietas generan es el AP, además de 

ser el de mayor abundancia en estas dietas (3.3%). 

El AP es un ácido graso saturado de 16 carbonos que puede ser utilizado por la 

mayoría de las células como molécula energética. Hasta la fecha no existen reportes claros 

sobre el uso de esta molécula como fuente energética por las neuronas ya que se debate 

su paso a través de la barrera hematoencefálica y la oxidación en mitocondrias neurales.20  

En diferentes modelos experimentales se ha observado que el AP correlaciona con 

alteraciones en vías de señalización, disminución en factores de transcripción y otras 

proteínas, entre ellas Sirt1.21–23 Estos resultados sugieren que la posible inhibición de Sirt1 

por el consumo de HFD podría deberse a la presencia y alto contenido de AP. 
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El mecanismo por el cual el AP genera alteraciones en proteínas y vías de 

señalización no ha sido elucidado por completo. Sin embargo, diferentes grupos de estudio 

lo han asociado con alteraciones en la vía de señalización de insulina cerebral, con cambios 

morfológicos en estructuras relacionadas con memoria y aprendizaje como el hipocampo, 

disminución en marcadores sinápticos y la aparición marcadores de envejecimiento 

patológico como los de la EA.19,24,25 Entre estos marcadores se encuentra el aumento en el 

número de placas amiloideas24,26–28  debido a un procesamiento alterno de la Proteína 

Precursora del Amiloide (APP, por sus siglas en inglés) y la hiperfosforilación de la proteína 

Tau generando las marañas neurofibrilares.19,25,29  

2.3 PROCESAMIENTO DE LA PROTEÍNA PRECURSORA DEL AMILOIDE (APP). 

La APP es una proteína transmembranal que se ha visto implicada en el crecimiento 

y sobrevivencia neuronal, la formación de sinapsis, en los procesos de memoria y 

aprendizaje, entre otros.30  Esta proteína puede ser procesada por dos vías (imagen 3) 

dando como resultados diferentes fragmentos implicados en funciones neuronales de 

sobrevivencia o en neurodegeneración. 

 

Imagen 3     Procesamientos de la APP. La vía no amiloidogénica es iniciada por la α-secretasa Adam10 mientras que la vía 
amiloidogénica es iniciada por la β-secretasa Bace-1. En ambos procesamientos participa el complejo de la γ-secretasa. 
Sin embargo, uno genera péptidos solubles neurotróficos (vía no amiloidogénica) mientras que el otro genera péptidos no 
solubles que se agregan formando las placas amiloideas (vía amiloidogénica) implicadas en neurodegeneración. 

  El procesamiento no patológico (no amiloidogénico) inicia por el corte de una α-

secretasa, llamada ADAM10 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain 10, por sus siglas 

en inglés), generando el fragmento sAPPα y el fragmento C83 (CTFα). Este último fragmento 

es procesado por el complejo de la γ-secretasa (Presenilina 1, Presenilina 2, Nicastrina y 
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Aph-1) generando el fragmento p3 y el CTF-γ.31 El fragmento sAPPα es al que se le atribuyen 

los efectos neuroprotectores y de sobrevivencia que se han observado en modelos que 

sobreexpresan la APP.30,32,33  

Existe un procesamiento alterno (vía amiloidogénica) llevado a cabo por la β-

secretasa BACE-1 (β-site APP cleaving enzyme 1, por sus siglas en inglés). Este corte genera 

un fragmento sAPPβ y un fragmento C99 (CTFβ). El fragmento C99 es procesado por el 

complejo de la γ-secretasa generando el péptido β-amiloide (Aβ40-42). El fragmento Aβ40-42, 

al ser no soluble, se agrega en el espacio extracelular formando las placas amiloideas.31 

Aunado a esto, diferentes grupos de investigación han reportado que el fragmento sAPPβ 

puede ser procesado una vez más para generar un fragmento de 35 KDa (N-APP) que puede 

unirse al receptor DR6 activando a la caspasa 6 para inducir apoptosis en neuronas 

mediante la poda de axones colaterales (“Axonal pruning”).34,35 Así estos dos fragmentos 

contribuyen a la neurodegeneración observada por el aumento en el procesamiento de la 

APP por la vía amiloidogénica.30,36 

Estudios epidemiológicos han demostrado una fuerte correlación entre el consumo 

de HFD y la aparición de marcadores de EA como las placas amiloideas.28,37,38 Diferentes 

grupos han realizado estudios de memoria y aprendizaje en ratones sometidos a una HFD 

con el laberinto acuático de Morris. Estos grupos demostraron como la exposición a este 

tipo de dietas disminuye el desempeño en la tarea respecto al grupo control, sugiriendo 

que las HFD disminuyen la capacidad cognitiva asociado al aumento en el número de placas 

amiloideas.24,39  

Además se ha reportado una disminución de la expresión y actividad de Sirt1 en 

diferentes modelos de envejecimiento y de la EA y que se exacerba con la ingesta de HFD.39–

42  Estos reportes, en conjunto con aquellos de las HFD y AP sobre la aparición de placas 

amiloideas, el deterioro cognitivo y la disminución en la expresión y función de Sirt1 sugiere 

una correlación entre el metabolismo energético sensado por Sirt1 para regular funciones 

neuroprotectoras y evitar un envejecimiento patológico. 

Por otro lado, estudios realizados en modelos in vivo e in vitro reportan un aumento 

en la cantidad de proteína y actividad de proteínas implicadas en el procesamiento 

amiloidogénico, como Bace-1, después de ser sometidos a HFD.43,44 Particularmente, los 

estudios in vitro se han realizado en neuronas corticales  expuestas a un medio 

condicionado de astrocitos tratados con AP. En estos experimentos se reporta un aumento 

de Bace-1 mediante diferentes mecanismos dependientes de proteínas como STAT3 o 

producción de ceramidas.45–47 Sin embargo, poco se sabe sobre el papel directo del AP en 

las neuronas y no a través del metabolismo de los astrocitos. 
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Respecto a los efectos de HFD sobre el procesamiento no amiloidogénico, Vandal y 

colaboradores reportaron que tanto los niveles de la APP, del sAPPα y de Adam10 no se 

modifican.48 Los efectos en el aumento en la expresión de Adam10 se observan con 

modelos sometidos a dietas de restricción calórica. De manera interesante, el aumento se 

genera en la forma madura y en la actividad de Adam10 lo que conduce a un aumento en 

el fragmento sAPPα.49 En este mismo estudio realizado en ratones transgénicos sometidos 

a dietas de restricción calórica no se observan cambios en la cantidad de Bace-1, como los 

observados con las HFD.48,49  

Los cambios observados en estas tres proteínas ante las diferentes dietas 

administradas en modelos in vivo y los mecanismos ya descritos en modelos in vitro, 

sugieren una regulación de cada proteína a diferentes niveles (transcripcional, post-

transcripcional, post-traduccional y de actividad enzimática).  

Se ha reportado que Sirt1 puede activar o inactivar la transcripción de genes 

implicados en ambos procesamientos de la APP principalmente a través de su interacción 

con factores de transcripción.50,51 Algunos de los factores de transcripción que se reportan 

como blanco de Sirt1 son FOXO3, NF-κB, RARβ, SREBP, PCG1α.5 Dichos factores de 

transcripción son importantes para la regulación de genes implicados en inflamación, estrés 

oxidante, metabolismo, y otros procesos celulares. Estos procesos se activan y se alteran 

por exposición a HFD, durante el envejecimiento y también se han asociado a la aparición 

de marcadores de neurodegeneración.51–54 

Se sabe que Sirt1 se puede reclutar y activar al promotor de Adam10 mediante la 

desacetilación del Receptor de Ácido Retinoico β (RARβ).55 En ese mismo estudio reportan 

que cuando se abate la expresión de Sirt1, se pierde el reclutamiento del complejo al 

promotor y la expresión de Adam10 disminuye. Este efecto se ve exacerbado cuando se 

hace una cruza con un ratón transgénico para la EA. Aunado a esto, observan un aumento 

en la expresión de Bace1 y una mayor cantidad de Aβ40-42.55  

Por otro lado, se ha reportado un incremento en la acetilación de las histonas 3 y 4 

en el promotor de Bace-1 así como un incremento en el mRNA durante el envejecimiento y 

en el modelo triple transgénico para la EA.56 Además se han caracterizado secuencias de 

unión de NF-κB en el promotor de Bace-1, vinculando su expresión con estrés, inflamación, 

el envejecimiento y la EA.52,57 

Estos antecedentes sugieren una desregulación en el equilibrio de las vías del 

procesamiento de la APP por interacciones con el ambiente como eventos inflamatorios, 

estrés oxidante, alteraciones metabólicas, etc. Sin embargo, poco se sabe sobre los 

mecanismos moleculares que vinculen a los componentes de la ingesta de HFD, como el AP, 
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con la regulación de las enzimas implicadas en el procesamiento de la APP y el metabolismo 

energético neuronal mediado por sensores energéticos como el NAD+ y la Sirt1. 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las dietas con alto contenido de ácidos grasos saturados, cómo el AP, se asocian con 

alteraciones en el procesamiento de la APP a través de un aumento de la vía amiloidogénica. 

Sin embargo, no se conocen los mecanismos moleculares que asocien cambios en el 

metabolismo energético neuronal con la alteración en el procesamiento de la APP. Un 

posible mecanismo incluye la inhibición de la Sirt1 capaz de alterar el equilibrio de las 

proteínas involucradas en el metabolismo de la APP. 

4. PREGUNTA PROBLEMA 

¿La alteración en la expresión y actividad de la Sirt1 mediada por AP modifica la expresión 

de genes y proteínas relacionadas con el procesamiento de la APP (Bace1 y Adam10)? 

5. HIPÓTESIS 

1. El AP inhibe la actividad de Sirt1 al disminuir el NAD+ neuronal. 

2. La inhibición de Sirt1 favorece el procesamiento de la APP por la vía amiloidogénica 

incrementando los niveles de Bace-1 y disminuye los de Adam10 en neuronas 

hipocampales. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar el efecto del AP y el inhibidor EX527 sobre la función de Sirt1 y expresión de 

proteínas y genes relacionados con el procesamiento de la APP en cultivos primarios de 

neuronas de hipocampo. 

7. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Evaluar cambios en el metabolismo energético causados por AP mediante la relación 

NAD+/NADH y actividad oxido-reductora mitocondrial. 

2. Evaluar el efecto por AP y el inhibidor EX527 en la expresión y actividad de Sirt1 

mediante la desacetilación de NF-κB. 

3. Caracterizar los cambios generados por AP y EX527 en la expresión del mRNA y 

proteína de Bace1 y Adam10 y en la APP total. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Cultivo celular 

Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo fueron obtenidos a partir de embriones 

de rata Wistar en el día 16 a 18 de gestación. Se realiza la disección de los embriones, del 

cerebro y del hipocampo manteniéndolos en solución Krebs. Posteriormente se obtiene una 

suspensión celular con el siguiente procedimiento: 

1. Retirar solución Krebs teniendo cuidado de no aspirar el tejido.  

2. Triturar el tejido con una navaja de bisturí hasta disgregar lo mejor posible. 

3. Tomar 1 mL de la solución #1 y lavar el tejido. Aspirar solución junto con tejido y 

depositarlo en 9 mL de la solución #1 contenidos en un tubo Falcon de 15 mL. 

Centrifugar a 1000 rpm durante 1 minuto para sedimentar todo el tejido. 

4. Aspirar todo el volumen posible de la solución #1 sin deshacer el pellet. Agregar 

7 mL de la solución #2 (previamente calentada a 37°C). Deshacer el pellet 

suavemente por inversión. Calentar a 37 °C por 10 minutos para que actúe la 

tripsina. 

5. Agregar 7 mL de la solución #4 y permitir que durante 5 minutos se detenga la 

reacción de tripsinización y que la DNAsa I digiera el DNA que se ha liberado. 

Centrifugar a 1000 rpm durante 1 minuto. 

6. Agregar a un vaso de precipitados con el tamiz 5 mL de la solución #3. 

7. Aspirar sobrenadante sin disgregar el pellet. Agregar 1 mL de la solución #3 

(tomar del vaso de precipitados con el tamiz) y resuspender el pellet apoyando 

la punta de la pipeta contra la pared del tubo Falcon para disgregar los cúmulos 

de células formados cuidadosamente. 

8. Aspirar el tejido disgregado y colocarlo de regreso en el vaso de precipitados con 

el tamiz y la solución #3. Resuspender varias veces para generar una suspensión 

celular homogénea con ayuda del tamiz. 

9. Tomar toda la solución #3 del vaso de precipitados y tamiz (por fuera del tamiz) 

que ahora contiene la suspensión celular y pasarla a un tubo Falcon nuevo con 5 

mL de la solución #5. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos.  

10. Aspirar todo el sobrenadante y resuspender en el volumen de medio deseado 

para realizar conteo celular y poder realizar la siembra.  

Se sembraron las neuronas en cajas de 12 pozos a una densidad de 1 millón de 

células por pozo y en cajas Petri de 60 mm3 a una densidad de 6 millones de células por caja 

previamente tratadas con poli-L-lisina (10 µg/mL en PBS estéril) e incubadas a 37 °C durante 

2 horas. Se mantuvieron con medio de cultivo Neurobasal suplementado con 1% B27, 0.5 

mM L-Glutamina (Gibco) y 20 µg/mL de penicilina/estreptomicina. Las células se 

mantuvieron por 12 in vitro (DIV) a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% CO2/95% aire. 
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8.1.1 Soluciones utilizadas 

 

Para 50 mL de Solución Krebs (10x) 

3.585 g NaCl 
0.18 g KCl 
0.082 g KH2PO4 
1.07 g NaHCO3 
1.285 g Glucosa 
0.0075 g Rojo Fenol 

Solución #1 

10 mL Solución Krebs 10x 

90 mL Agua destilada estéril 

300 mg BSA 

800 µL MgSO4 3.8% 

300 µL Penicilina/Estreptomicina 

Solución #2 

10 mL Solución #1 

2.0 mg Tripsina 

Solución #3 

10 mL Solución #1 

5.2 mg Inhibidor SBT 

100 µL MgSO4 3.8% 

0.8 mg DNAsa I 

Solución #4 

10.5 mL Solución #1 

2 mL Solución #3 

Solución #5 

10 mL solución #1 

12 µL CaCl2 1.2% 

800 µL MgSO4 3.8% 
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8.2 Tratamiento de los cultivos primarios de neuronas de hipocampo 

A los 12 DIV los cultivos celulares fueron tratados con diferentes concentraciones de AP 

(150, 200, 300 µM) o a diferentes tiempos (12 y 24 horas) con el inhibidor específico de 

Sirt1 EX527 (50 µM). Ambos procedentes de Sigma.  

El AP se prepara al momento de ser utilizado a una concentración de 200 mM en 100% 

etanol. Después se hace una dilución (5 mM) tomando 12.5 µL del stock 200 mM en 500 µL 

de PBS/BSA 10%, se incuba a 37 °C hasta disolverse.  

El EX527 se prepara al momento de ser utilizado a una concentración de 4 mM en PBS/EtOH 

(1:1) (1 mg de EX527 por 1 mL de PBS/EtOH). Se deja a temperatura ambiente por lo menos 

30 minutos antes de ser administrado. 

8.3 Ensayo de actividad oxido-reductora mitocondrial (reducción de MTT) 

Los cultivos celulares se incubaron con 150, 200 o 300 µM de AP a los 12 DIV. 24 horas 

después se les agregó el Tetrazolio MTT (5 mg/mL en PBS estéril) a una concentración 1:10. 

Se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Se retiró el sobrenadante y se agregaron 800 µL 

de isopropanol ácido (19.2 mL isopropanol con 0.8 mL HCl 1N) para disolver los cristales de 

formazan. Se tomaron alícuotas de 200 µL de cada pozo y se leyeron en un 

espectofotómetro a 570 nm por duplicado. 

8.4 Cuantificación de la relación NAD+/NADH 

Para cuantificar la relación NAD+/NADH se utilizó un kit colorimétrico de Abcam #ab65348. 

Brevemente, después de 24 horas del tratamiento con diferentes concentraciones de ácido 

palmítico (150 y 200 µM) se les retiró el medio de cultivo. Se lavaron una vez con PBS frío. 

Se desechó el PBS y se agregaron 400 µL del Buffer de extracción de NAD+/NADH. Se 

hicieron dos ciclos de congelamiento/descongelamiento (20 minutos en hielo seco seguido 

de 10 minutos a temperatura ambiente). Se transfirió el sobrenadante a tubos eppendorff, 

se vortexearon por 10 segundos y se centrifugaron a 14000 rpm por 5 minutos. Se recuperó 

el sobrenadante en tubos nuevos manteniéndolos en hielo. Se tomó una alícuota de 200 µL 

en un tubo nuevo para calentarla a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente se preparó la 

curva estándar como indica el proveedor y se hicieron diluciones de las muestras para 

realizar las lecturas en placas de ELISA. Se les agregó 100 µL del Mix de Enzima NAD cicladora 

a cada pozo. Se dejó la reacción por 5 minutos. Se agregaron 10 µL de la solución reveladora 

y se dejó incubar de 30 a 90 minutos para su lectura a 450 nm. Cada lectura de la muestra 

se hizo por duplicado. 
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8.5 Western Blot 

Se realizó la extracción de proteínas de los cultivos celulares con buffer de lisis RIPA 

(Radioimmunoprecipitation Assay Buffer, por sus siglas en inglés) o TRIZol® 

(LifeTechnologies). Aquellas muestras extraídas con el buffer de lisis RIPA se sonicaron y se 

almacenaron a -20 °C para su posterior análisis. Se cuantificaron las muestras por el método 

de Lowry modificado (BioRad #500-0114) antes de realizar una SDS-PAGE. Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de PVDF (Immun-Blot® LV PVDF BioRad) previamente 

hidratada con Metanol y estabilizada en Buffer de Transferencia Towin sin SDS. Se bloqueó 

la membrana con BSA 5% en TBS – Tween 0.1% toda la noche a 4 °C. Se incubaron los 

anticuerpos Bace-1 (Cell signaling), NF-kB p65 K310ac (Cell signaling), Adam10 (Abcam), NF-

κB p65 (Santa Cruz), SIRT1 (Abcam), APP (Abcam) toda la noche a 4 °C. Se realizaron tres 

lavados de 10 minutos con TBS-Tween 0.1%. Se incubaron con los anticuerpos secundarios 

respectivos Anti-Rabbit HRP IgG y Anti-mouse HRP IgG (Santa Cruz) durante 2 horas. 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0.1% cada uno de 10 minutos. Se 

utilizaron placas sensibles a quimioluminiscencia (Kodak) y el kit de Immobilon de Millipore 

para la detección de la señal. Las imágenes fueron analizadas con el programa ImageJ®. 

8.5.1 Tabla de anticuerpos 

ANTICUERPOS 

PRIMARIOS 
ESPECIE MARCA 

WB                    

(Ac primario) 

WB                       

(Ac secundario) 

NF-κB p65 K310ac Anti-conejo (Rabbit) 
Cell Signaling 

(#3045) 
1:1000 1:10000 

NF-κB p65 Anti-ratón (Mouse) 
Santa Cruz     

(SC-8008) 
1:1000 1:10000 

BACE-1 Anti-conejo (Rabbit) 
Cell Signaling 

(#5606) 
1:2000 1:15000 

ADAM10 Anti-conejo (Rabbit) 
Abcam 

(ab124695) 
1:1000 1:10000 

SIRT1 Anti-ratón (Mouse) 
Abcam 

(ab104833) 
1:1000 1:10000 

APP Anti-conejo (Rabbit) 
Abcam 

(ab133509) 
1:1000 1:10000 

Actina Anti-ratón (Mouse) 
Sigma      

(A5316) 
1:1000 1:10000 

 



20 
 

Extracción de proteínas por el método de TRIZol: Se agregan 500 μL de TRIZol a una caja de 

60 mm3. Se raspan las células y se mantiene a -20 °C durante 1 día. Se centrifuga a 12000 g 

durante 10 minutos a 4 °C y se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregan 200 

μL de cloroformo frío, se agita fuertemente durante 15 segundos y se deja incubar a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifuga a 12000 g durante 10 minutos a 4 

°C y se transfiere la fase acuosa a un tubo nuevo para la extracción de mRNA. Se trabaja con 

la fase orgánica e interfase para la extracción de proteínas y DNA. A continuación se agregan 

300 μL de Etanol al 100% por mL de TRIZol para precipitar el DNA. Se mezcla por inversión 

y se centrifuga a 2000 g durante 5 minutos a 4 °C. Se recupera el sobrenadante en un tubo 

nuevo y el pellet se puede recuperar y almacenar ya que es el DNA. Al sobrenadante 

recuperado se le agregan 1.5 mL de isopropanol por mL de TRIZol y se deja incubando 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga a 12000 g durante 10 minutos 

a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y el pellet formado se lava con 2 mL de solución de 

lavado (Hidrocloruro de guanidina 0.3 M en EtOH al 95%) durante 20 minutos. Se centrifuga 

a 7500 g durante 5 minutos a 4 °C. Se repiten los lavados con solución de lavado de 2 a 4 

veces. Se agregan 2 mL de EtOH al 100% y se incuba durante 20 minutos. Centrifugar a 7500 

g por 5 minutos a 4 °C. Descartar el sobrenadante y repetir el lavado con EtOH al 100% de 

2 a 3 veces. Finalmente, se deja secar el pellet (no por completo) y se resuspende en SDS 

1% a 50 °C. Guardar a -20 °C para su posterior análisis. 

8.6 qRT-PCR 

Se extrajo el RNA total mediante el método de TRIZol® (Life technologies). Brevemente, se 

le agregan 500 μL de TRIZol a una caja de 60 mm3. Se raspan las células y se congela a -20 

°C durante 1 día. Se centrifuga a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C y se transfiere el 

sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregan 200 μL por mL de TRIZol de cloroformo frío y se 

agita fuertemente durante 15 segundos y se deja incubar a temperatura ambiente durante 

5 minutos. Se centrifuga a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C y se transfiere la fase acuosa 

a un tubo nuevo (la fase orgánica e interfase se guardan para la extracción de proteínas y 

DNA). Se agregan 500 μL de isopropanol frío y se mezcla por inversión suave. Se deja incubar 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga a 12000 g durante 10 minutos a 4°C. 

Se descarta el sobrenadante y se lava el pellet formado con 1 mL de etanol al 70%. Se 

centrifuga a 10000 g por 5 minutos a 4°C y se descarta el sobrenadante. Este último paso se 

repite de 2 a 3 veces. Se deja secar el pellet, no por completo, al aire libre y se agregan 30 

μL de agua libre de RNAsas. Se deja incubar durante 20 a 40 minutos a 55°C para disolver el 

pellet. Se guardan las muestras a -20°C para su posterior análisis. 

La cuantificación de la concentración de mRNA se realizó utilizando el NanoDrop 2000 de 

ThermoScientific. Una vez realizada la cuantificación se evaluó la integridad del RNA 

extraído con un gel de agarosa al 1.2% en condiciones desnaturalizantes con Urea (200 mM 
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concentración final en la mezcla con la muestra). Una vez comprobada la integridad del RNA 

extraído se realiza la reacción de retrotranscripción para obtener el cDNA. Esta reacción se 

llevó a cabo con el Kit de Promega ImProm II Reverse Transcription System. 

Una vez obtenido el cDNA, las reacciones para el PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR) 

se realizaron con 20 ng de cDNA. Se utilizó como control de carga el gen endógeno Gapdh. 

El kit utilizado fue el SYBR fast de Kappy Biosystems en el equipo StepOne de Applied 

Biosystems y se analizaron los datos utilizando el método 2^-(ΔΔCt) con el mismo software 

del StepOne v2.3. 

8.6.1 Secuencias de los primers 

Gen Fwd Rev 

Sirt1 AGA GCC ATG AAG TAT GAC AAA GAT TGG GGT ATA GAA CTT GGA ATT AGT G 

Bace-1 AAA TGG ACT GCA AGG AGT ACA ACT A CTT TCT TGG GCA AAC GAA GGT 

Adam10 CTG ATC ATG CTA ATG GCT GGA TTT TAA AGT GCC TGG AAG TGG TTT AGG 

Gapdh GCC TGG AGA AAC CTG CCA A CTT TAG TGG GCC CTC GGC 

 

8.7 Análisis estadístico 

La significancia estadística se determinó con la prueba “T de student”. Todos los resultados 

se expresaron como la media ±SEM de una n = 3 cultivos independientes por duplicado para 

los experimentos de actividad oxido-reductora mitocondrial (MTT) y para la cuantificación 

de la relación NAD+/NADH. Se utilizó un valor de significancia de p<0.05 para el análisis de 

los resultados obtenidos en Western Blot y qRT-PCR (n = 3), mientras que para los 

resultados obtenidos de los ensayos de MTT y de la relación NAD+/NADH se utilizó un valor 

de significancia de p<0.01. El análisis estadístico se realizó usando el software GraphPad 

Prism 5 ® (La Jolla, CA, EU). 
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9 RESULTADOS 

9.1 Actividad oxido-reductora mitocondrial 

El ensayo de reducción del tetrazolio MTT a cristales de formazan ayuda a 

determinar la actividad óxido-reductora mitocondrial en conjunto con la viabilidad celular. 

Esto se debe a que la actividad óxido-reductora mitocondrial se considera directamente 

proporcional al número de células viables por lo que una reducción en la formación de 

cristales de formazan se correlaciona con una baja actividad óxido-reductora mitocondrial 

y por lo tanto poca viabilidad celular.58 

Dado que la concentración de glucosa en el Neurobasal es de 25 mM en el día cero 

se necesita que la concentración de glucosa se reduzca significativamente para favorecer la 

utilización del AP como fuente alterna de energía. De acuerdo con Julio-Amilpas y 

colaboradores, a los ocho días de cultivo la concentración de glucosa en el medio de cultivo 

oscila entre 10 y 13 mmol/L (13 mM).59 Considerando una tendencia lineal en el consumo 

de glucosa del medio de cultivo, a los 12 DIV la concentración estará entre los 5 y 7 mmol/L 

por lo tanto se evaluaron los efectos del AP y EX527 los 12 DIV para favorecer el uso de AP 

por las neuronas.  

 Se evaluó la actividad óxido-reductora mitocondrial con diferentes concentraciones 

de AP. La figura 1 muestra los resultados del ensayo de reducción de MTT a los 12 DIV. No 

se observan cambios significativos en la reducción del MTT con 150 y 200 µM a las 24 horas. 

Sin embargo, con una concentración de 300 µM se observa una disminución de 

aproximadamente 40% en la absorbancia. Esto refleja una disminución en la viabilidad 

celular. 

 

Figura 1  Ensayo de reducción de MTT en cultivos primarios de neuronas de hipocampo a los 12 DIV con tres 
concentraciones de ácido palmítico. * p<0.01 N = 3 y lecturas de cada condición por duplicado. 
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 Dado que con una concentración de 300 µM se observa una disminución de casi el 

40% en la viabilidad celular, se decidió trabajar solamente con las otras dos concentraciones 

para evitar usar una dosis que induce toxicidad celular posiblemente por otros mecanismos. 

9.2 Relación NAD+/NADH 

Posteriormente analizamos si el AP afectaba la relación NAD+/NADH neuronal. Este 

parámetro no solo es importante por ser indicativo del estado energético celular o del 

estado redox, además su relación sugiere como podría modificarse la actividad de Sirt1 y es 

un índice altamente sensible a los cambios en las pozas intracelulares de estos metabolitos.2 

Al ser el NAD+ un cofactor de la Sirt1, puede modificar la actividad de esta desacetilasa y 

afectar el grado de acetilación de diversos factores de transcripción, proteínas 

citoplasmáticas e histonas. 

 La figura 2 muestra una disminución de casi el 50% en la relación NAD+/NADH con 

ambas concentraciones de AP de manera significativa. Dicho resultado sugiere que el AP 

está siendo metabolizado por las neuronas hipocampales lo que consume NAD+ y aumenta 

el NADH.  

 

Figura 2  Cuantificación de la relación NAD+/NADH en cultivo primario de neuronas de hipocampo. Se observa una 
reducción de la relación NAD+/NADH de manera significativa con ambas concentraciones de ácido palmítico. *p<0.01.          
N = 3 y lecturas de cada condición realizadas por duplicado. 

 

9.3 Efectos del AP en la expresión y función de Sirt1 

Una de las proteínas que se ve modulada por el consumo o la restricción de 

nutrientes es Sirt1.7 Esta HDAC III tiene como blanco histonas y proteínas citoplasmáticas 

que incluyen proteínas de vías de señalización, factores de transcripción, proteínas 

estructurales, entre otras más.60,61 En un cultivo de una línea celular de monocitos humanos 

se reporta que la expresión de Sirt1 tanto a nivel de mRNA y de proteína disminuye cuando 
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se expone a AP no así con otros ácidos grasos.23 Por lo tanto, fue de interés cuantificar los 

niveles de mRNA y de proteína de Sirt1 con ambas concentraciones de AP (Figura 3A y 3B). 

 

Figura 3  A) Cuantificación del mRNA de Sirt1. Se observa un aumento significativo del mRNA con 200 µM de AP. *p<0.05 
Control N = 3, 150 μM N = 2 y 200 μM N = 3 B) Cuantificación de los niveles proteicos de Sirt1. Existe una disminución 
significativa con una concentración de 200 µM de AP. *p<0.05 N = 3. 

La cuantificación del mRNA de Sirt1 muestra un aumento significativo respecto a la 

condición control con una concentración de 200 µM de AP (Figura 3A). Sin embargo, los 

niveles de proteína muestran una disminución con la concentración de 200 µM (Figura 3B). 

En concordancia con otros reportes se observa una disminución en la cantidad de proteína 

por efecto de AP o de HFD.18,23 Sin embargo, a pesar de que diferentes grupos de 

investigación han encontrado una reducción en la cantidad de mRNA de Sirt1 cuando se 

expone a HFD o AP,42 nosotros encontramos una ligera elevación en los niveles mRNA y de 

manera muy interesante no observamos una correlación de la cantidad de mRNA con la de 

proteína Sirt1. 

A pesar de que se observa una reducción en la cantidad de Sirt1, es importante 

caracterizar su actividad en ciertos blancos proteicos dado que muchas veces la cantidad de 

proteína no es directamente proporcional a la actividad. Esto debido a que otras enzimas 

de la misma familia pueden suplir sus funciones como es el caso de Sirt2 o Sirt6.62–64 Se ha 

reportado que la actividad de sus proteínas blanco se afecta por un incremento en la 

acetilación evitando su activación o inactivación, según sea el caso. Este grado de 

acetilación se puede utilizar como marcador de actividad de Sirt1. Dado esto se cuantificó 

la acetilación del factor de transcripción NF-κB p65. 
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 La acetilación de la lisina 310 (K310ac) de la subunidad p65 de la familia de proteínas 

NF-κB es importante para su activación como factor de transcripción. Este residuo de lisina 

es blanco específico de Sirt1, por lo que un aumento o disminución en su cantidad se 

relaciona directamente con la actividad de Sirt1.65,66 En la figura 4 se puede observar como 

el aumento de la acetilación es dependiente de dosis alcanzando niveles significativos con 

200 µM de AP a las 24 horas del tratamiento.  

 

Figura 4  A) Cuantificación de NF-κB p65 K310ac. Se observa que con una concentración de 200 µM de AP se aumenta la 
acetilación de la p65 significativamente. *p<0.05 N = 3. 

 

9.4 Efecto del AP en proteínas relacionadas con el procesamiento de la APP. 

La aparición de marcadores de la EA se ha visto exacerbado por el consumo de 

HFD.19,24,43 Antecedentes del laboratorio reportan una disminución en el fragmento sAPPα 

así como una alteración en diferentes proteínas de la vía amiloidogénica, como Bace-1 y la 

misma APP, en astrocitos y la línea celular MSN (neuroblastoma diferenciado) al ser 

tratados con colesterol, otro componente de las HFD.33,67 Sin embargo, en el laboratorio no 

se han estudiado los efectos del AP en las proteínas implicadas en el procesamiento de la 

APP. 

Primero se cuantificó la cantidad total de la APP (Figura 5). La cuantificación de la 

APP no muestra cambios significativos. Sin embargo, se observa una tendencia a disminuir 

con una concentración de 200 µM de AP. 
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Figura 5 Cuantificación de APP. No se observan cambios significativos en la disminución observada con un tratamiento de 
200 µM de AP. N = 3. 

Estos cambios observados concuerdan con lo reportado por diferentes grupos de 

investigación donde muestran que no existen cambios en la cantidad total de la APP cuando 

someten a ratones al consumo e HFD. De manera interesante estos grupos observan un 

aumento en aquellos fragmentos producidos por el procesamiento a través de la vía 

amiloidogénica.24 Por lo tanto, a pesar de que no existan cambios en la cantidad total de la 

APP, el procesamiento podría verse alterado por un favorecimiento de la vía 

amiloidogénica. 

Dado esto se decidió analizar la cantidad de proteína y de mRNA de las dos enzimas 

que inician los procesamientos de la APP, Adam10 y Bace-1. Esto con el fin de determinar 

si existe alguna modificación que pueda favorecer el inicio del procesamiento 

amiloidogénico o que inhiba el procesamiento no amiloidogénico. 

Adam10 es una metaloproteasa dependiente de Zn2+ ubicada en la membrana 

celular principalmente en sinapsis neuronales. Esta enzima es la encargada de realizar un 

corte a la APP para iniciar la vía no amiloidogénica. La figura 6A muestra la cuantificación 

del mRNA y la figura 6B muestra la cuantificación de los niveles de proteína de Adam10 con 

los tratamientos de AP en los cultivos primarios de neuronas de hipocampo. 
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Figura 6  A) Cuantificación del mRNA de Adam10. Se observa una tendencia al aumento en la transcripción del gen  B) de 
manera significativa con una dosis de 200 µM de AP. *p<0.05 N = 3. 

 La cuantificación del transcrito del gen Adam10 no muestra cambios significativos 

solo una ligera tendencia a aumentar (Figura 6A), mientras que la proteína muestra un 

aumento significativo con ambas concentraciones de AP respecto al control (Figura 6B) que 

parece ser dosis dependiente.  

Se sabe que la vida media de Adam10 es de más de 24 horas por lo que el tiempo de 

incubación utilizado para este proyecto podría no ser suficiente para observar una 

disminución en la cantidad de proteína madura68 en caso de que el AP tuviera un efecto en 

su degradación proteica o la regulación de su transcripción. Sin embargo, es necesario 

cuantificar los niveles de los fragmentos solubles y C-terminales para poder concluir si el 

aumento en la cantidad de proteína correlaciona con un aumento en la actividad. 

Por otro lado, Bace-1 es una enzima ubicada en las balsas lipídicas en la membrana 

mayoritariamente de las terminales sinápticas que lleva a cabo el procesamiento 

amiloidogénico de la APP. Sin embargo se encuentra internalizada en vesículas y es aquí 

donde lleva a cabo su actividad de proteasa ya que necesita un pH ácido para tener una 

actividad óptima.69 Dada su importancia en la aparición de las placas amiloideas se 

cuantificó su nivel de mRNA y proteína.  

El contenido del mRNA de Bace-1 (Figura 7A) no muestra cambios significativos pero 

si una ligera tendencia a disminuir con ambas dosis de AP. La proteína Bace1 muestra un 

aumento significativo con una dosis de 200 µM de AP (Figura 7B).  
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Figura 7 A) Cuantificación del mRNA de Bace-1. No se observan cambios significativos en los niveles del transcrito, solo una 
ligera tendencia a disminuir. B) Cuantificación de Bace-1 mediante Western Blot. Se observa un aumento significativo en 
la cantidad de proteína con una dosis de 200 µM de AP. *p<0.05 N = 3. 

 El aumento en la proteína de Bace-1 correlaciona con lo reportado por otros grupos 

de estudio en diferentes modelos y por exposición a diferentes compuestos de las 

HFD.24,33,43,45,46,50,67 Sin embargo, ya que no observamos una correlación de los niveles del 

mRNA con los niveles de proteína se deben considerar los mecanismos de regulación post-

transcripcional que esta proteína tiene. 

9.5 Efecto del inhibidor EX527 en la expresión y función de sirt1   

Uno de los mecanismos que proponemos para explicar las alteraciones en el 

procesamiento de la APP debido a la presencia de dietas con alto contenido de AP es a 

través de la Sirt1. Esto debido a las asociaciones que vinculan a las HFD y la restricción 

calórica con la aparición de marcadores de neurodegeneración a través de la inhibición o 

activación de Sirt1, respectivamente.7,42,70,71 La aproximación experimental con la que se 

decidió evaluar la participación de Sirt1 en las modificaciones en las proteínas involucradas 

en el procesamiento de la APP observadas con AP fue inhibiendo su actividad enzimática 

con el EX527. 

Este inhibidor muestra una gran especificidad hacía Sirt1 con concentraciones de 

hasta 100 µM. Sin embargo, la dosis utilizada es aquella reportada por Min y colaboradores 
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(50 µM) donde ellos observan que se compromete la transcripción de algunos genes.72 Es 

de interés utilizar una dosis que comprometa la transcripción de genes ya dentro de los 

blancos de Sirt1 están las histonas y factores de transcripción,73,74 vinculando así el sensor 

energético con la transcripción de genes implicados en la aparición de marcadores de la 

EA.50,55 

Primero se decidió cuantificar la acetilación de NF-κB p65 en dos ventanas de tiempo 

(12 y 24 horas) para observar si existía un tiempo óptimo de inhibición del EX527 en un 

periodo de 24 horas (Figura 8). 

 

Figura 8 Cuantificación de NF-κB p65 K310ac. Se observa un aumento significativo de la acetilación desde las 12 horas con 
el EX527. *p<0.05 N = 3. 

 Este resultado muestra como la inhibición de la actividad de Sirt1 es efectiva desde 

las 12 horas y se mantiene hasta las 24 horas. La diferencia entre las 12 y 24 horas no es 

significativa por lo que esta dosis, desde las 12 horas, puede ser suficiente para generar 

cambios a nivel transcripcional de los genes de interés implicados en el procesamiento de 

la APP. 

A pesar de haber comprobado la inhibición de Sirt1 por el EX527 se sabe que esta 

inhibición de Sirt1 puede tener efectos en su mismo mRNA. Este mecanismo de 

retroalimentación negativa involucra una vía en la que participan el miR34a y p53.71,75 Dado 

esto se cuantificaron los niveles de mRNA de Sirt1 y los niveles de proteína (Figura 9). 
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Figura 9  A) Cuantificación del mRNA de Sirt1. No se observan cambios significativos solo una tendencia aumentar a las 24 
horas del tratamiento. B) Cuantificación de los niveles proteicos de Sirt1. Se observa una disminución que es significativa a 
las 24 horas del tratamiento. *p<0.05 N = 3. 

La cuantificación de Sirt1 (Figura 9A) muestra que no existen cambios significativos 

en los niveles del mRNA, solo una tendencia a aumentar a las 24 horas del tratamiento. Sin 

embargo, en los niveles proteícos (Figura 9B) se observa una disminución significativa a las 

24 horas del tratamiento con el EX527. 

9.6 Efecto del EX527 en proteínas relacionadas con el procesamiento de la APP. 

 Dado que se busca correlacionar las alteraciones en la expresión y función de la Sirt1, 

bien sea directamente o a través de la activación de factores de transcripción como NF-κB 

p65, con las modificaciones observadas en las enzimas iniciales en el procesamiento de la 

APP se cuantificaron los niveles proteicos y de mRNA de Bace-1 y Adam10 y la cantidad de 

proteína total de la APP. 

Respecto a la APP no se observan cambios significativos en la cantidad total (Figura 

10) con la dosis administrada a los dos tiempos evaluados. Sin embargo, se observa una 

tendencia a incrementar a las 12  horas. 
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Figura 10 Cuantificación de la APP. No se observan cambios significativos con la dosis utilizada a los dos tiempos evaluados. 
N = 3. 

 Por otro lado, analizamos los niveles de mRNA de Adam10 (Figura 11A) y los niveles 

proteicos de Adam10 (Figura 11B) posterior a la inhibición de la Sirt1 con el EX527. 

Encontramos un ligero pero significativo incremento en la expresión de Adam10 y una 

tendencia a disminuir el contenido proteico a los tiempos y dosis analizados.  

 

Figura 11  A) Cuantificación del mRNA de Adam10. Se observa un aumento significativo de la transcripción a las 24 horas 
del tratamiento con 50 µM de EX527. B) Cuantificación de la cantidad de proteína de Adam10. Se observa una tendencia 
a disminuir sin ser estadísticamente significativa. *p<0.05 N = 3. 
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 A continuación se cuantificó el mRNA de Bace-1 (Figura 12A) así como la cantidad 

de proteína (Figura 12B). Aunque de manera preliminar, dada la variación de los resultados 

obtenidos, no se observan cambios significativos en la cuantificación del mRNA se observa 

una tendencia a aumentar a lo largo de 24 horas. En cuanto a la cantidad de proteína, no se 

generan cambios significativos pero si observamos una tendencia en la cual la proteína 

aumenta a las 12 horas y a las 24 horas disminuye. 

 

Figura 12  A) Cuantificación del mRNA de Bace-1. No se observan cambios significativos. B) Cuantificación de la cantidad 
de proteína de Bace-1. No se observan cambios significativos. N = 3. 
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10. DISCUSIÓN 

Los resultados presentados en este trabajo abren la posibilidad a que diferentes 

mecanismos en la regulación de algunas de las proteínas involucradas en el procesamiento 

de la APP jueguen un papel importante posiblemente involucrando a proteínas que se han 

señalado importantes en diferentes condiciones metabólicas, envejecimiento y en la 

aparición de marcadores de neurodeneneración como la Sirt1. 

La disminución en la expresión y función de Sirt1 se ha caracterizado en diferentes 

enfermedades como diabetes, resistencia a la insulina, obesidad, cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, entre otras. Además tanto la expresión como la función se han visto 

disminuidas en envejecimiento e implicadas en la regulación de proteínas relacionadas con 

la aparición de marcadores de la EA. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos de 

regulación que puedan estar vinculando todas estas condiciones con el favorecimiento la 

vía amiloidogénica por la inhibición de Sirt1 inducida por AP. 

Además de poder determinar la toxicidad de un compuesto mediante la reducción 

del MTT, otro parámetro que puede ser evaluado con este experimento es la actividad 

metabólica. Esto se debe a que el compuesto es reducido por el complejo II de la 

mitocondria, la Succinato Deshidrogenasa, y por el NADH que se encuentra fuera de la 

membrana interna mitocondrial.58 Observamos que no hay cambios significativos hasta con 

una concentración de 200 µM después de 24 horas de tratamiento, aunque experimentos 

del laboratorio muestran que en presencia del AP existe un ligero incremento en la 

reducción del MTT después de 1 hora de tratamiento con AP (Calvo-Ochoa y colaboradores, 

en preparación). Esto sugiere que el incremento en la actividad metabólica es inmediato a 

la administración del AP sin embargo otros parámetros metabólicos podrían estarse 

afectando. Por lo tanto, se decidió cuantificar la relación NAD+/NADH para caracterizar si 

existía una modificación en el metabolismo energético. 

El tratamiento con AP de los cultivos primarios de neuronas de hipocampo produjo 

una reducción en la cantidad de NAD+ sugiriendo un papel metabólico importante en las 

neuronas. A pesar de observar una reducción en la relación NAD+/NADH, no podemos estar 

seguros del mecanismo por el cual se ven afectadas las pozas intracelulares. El AP puede 

generar las alteraciones metabólicas a través de diferentes mecanismos entre los que se 

encuentran:  

o Un aumento en la producción de ceramidas y diacilglicerol afectando la vía de 

señalización de la insulina.76,77 

o Puede aumentar el metabolismo energético mediante su β-oxidación generando 

una mayor cantidad de NADH y ATP.2,78,79  
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o Utilizándose como sustrato para palmitoilar una gran cantidad de proteínas, entre 

ellas a Bace-1, afectando su actividad enzimática, localización celular o vida 

media.69,80,81 

o Mediante la unión al TLR4 (Toll-Like Receptor 4) puede inducir inflamación activando 

a la familia de factores de transcripción NF-κB.82–84 

Sin embargo, la mayor parte de los mecanismos antes mencionados se han descrito en 

otros modelos como músculo esquelético, tejido adiposo, hígado, macrófagos, trofoblastos, 

entre otros. Poco se sabe sobre estos mecanismos y el sistema nervioso central, en especial 

sobre su acción directa en neuronas. Esto se debe a que algunos grupos han reportado una 

baja tasa de β-oxidación en neuronas e incluso se pone en duda que los ácidos grasos 

saturados puedan atravesar la barrera hematoencefálica.20,85,86 

 No obstante, el hecho de caracterizar una disminución en el NAD+ neuronal en 

conjunto con otros resultados del laboratorio sobre los efectos negativos del AP en la vía 

de señalización de la insulina (Calvo-Ochoa y colaboradores, en preparación) abre la 

posibilidad de que cualquiera de estos mecanismos esté afectando a la neurona propiciando 

la aparición de marcadores de neurodegeneración. Además se sabe que la relación 

NAD+/NADH se encuentra alterado en envejecimiento, lo cual relaciona una vez más el 

consumo de dietas altas en grasa con envejecimiento patológico y alteraciones en el 

metabolismo energético. 

La reducción del NAD+ y la disminución en la proteína Sirt1 correlacionan con el 

aumento en la acetilación de NF-κB p65, sugiriendo que en presencia del AP se produce una 

disminución en la actividad de desacetilasa de la Sirt1. Por otro lado, la discrepancia entre 

la elevación de mRNA y la disminución en la cantidad de la proteína de Sirt1 que 

encontramos podría relacionarse con los mecanismos de regulación entre la transcripción 

y la traducción. Varios grupos han reportado al miR34a como un regulador post-

transcripcional importante del mRNA de Sirt1.71 Este mismo miRNA se ha visto desregulado 

en diferentes condiciones como inflamación, envejecimiento y alteraciones 

metabólicas.73,87  

Por otro lado, se ha reportado que ante señales de estrés metabólico la Sirt1 puede 

degradarse mediante cortes proteolíticos por caspasas o por una desregulación de las 

cinasas JNK-1 que la pueden fosforilar y enviar a degradación vía proteosoma.88–90 La 

función de las JNKs se reporta alterada en diferentes tejidos, incluido el cerebro, en 

condiciones metabólicas como resistencia a la insulina, inflamación, obesidad y 

neurodegeneración.90,91 Esto sugiere un posible mecanismo por el cual la cantidad de Sirt1 

sea menor cuando se tratan las neuronas hipocampales con AP. Por lo tanto, la reducción 

en la cantidad proteica puede deberse a una desregulación en el proceso post-
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transcripcional mediado por el miR34a o por degradación mediado por cinasas como JNK1 

o las caspasas. 

Uno de los efectos que claramente observamos por la exposición a AP es el aumento 

en la acetilación de NF-κB p65. Como ya se mencionó, el aumento en la acetilación de p65 

puede deberse a la disminución observada tanto de la expresión de Sirt1 como de la 

actividad inhibida por la reducción del NAD+ en la neurona. La acetilación de p65 genera 

una activación de este factor de transcripción promoviendo su translocación a núcleo y su 

unión a las secuencias consenso en diferentes promotores en los que se ha reportado su 

presencia.66,92 

Este factor de transcripción generalmente se asocia a la activación de genes pro-

inflamatorios como TNF-α e IL-6. Dicho factor es de suma importancia ya que procesos 

inflamatorios son característicos de enfermedades metabólicas, envejecimiento siendo 

este un evento que precede a la EA.66,92 Por otro lado, se ha reportado que p65 juega un 

papel importante en la activación de la transcripción de otros genes como Bace-151,52,57 

vinculando el aumento en la activación de p65 por exposición a AP con modificaciones en 

el metabolismo de la APP. Sin embargo, no es el único mecanismo por el cual este factor de 

transcripción podría estarse activando dado que el AP puede tener múltiples mecanismos 

de acción.  

Se sabe que el AP puede unirse al TLR4 activando la vía de señalización que permite 

la acetilación de p65 por CBP/p300, su translocación al núcleo y promoviendo la 

transcripción de genes pro-inflamatorios.82 Este sería un mecanismo en el que una vía de 

señalización pro-inflamatoria pudiera estar jugar un papel importante en caso de que las 

neuronas no puedan incorporar el AP y metabolizarlo. Por lo tanto, entender los 

mecanismos sinérgicos o individuales que activan a p65 en neuronas hipocampales cuando 

se exponen a AP es fundamental para poder comprender mucho mejor la aparición de 

marcadores de neurodegeneración. 

Para comenzar la caracterización sobre el metabolismo de la APP ante la exposición 

a AP se cuantificó la cantidad total de la APP. Este tratamiento de las neuronas 

hipocampales no produjo cambios en el contenido total de la APP en concordancia con 

reportes de otros grupos. Maesako y colaboradores reportan que no existen cambios en la 

cantidad total de la APP pero si en aquellos fragmentos producidos por el procesamiento 

amiloidogénico de la APP al someter a ratones al consumo de HFD.24 Otro grupo también 

reporta un aumento en el fragmento CTF del metabolismo amiloidogénico de la APP con 

exposiciones a HFD sin alteraciones en los niveles totales de la APP.93 Además experimentos 

en cultivos primarios de neuronas corticales expuestas a medios condicionados 

provenientes de cultivos de astrocitos tratados con AP  generan un aumento en el 
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fragmento C99 pero no modifica la cantidad total de la APP.45 Con estos antecedentes, así 

como el de Muñoz-Ávila y colaboradores, se puede sugerir que a pesar de que no existen 

cambios en la cantidad total de APP, el procesamiento pudiera estarse modificando 

favoreciendo la vía amiloidogénica y reduciendo los fragmentos neurotróficos. 

Respecto a la enzima de la vía no amiloidogénica, Adam10, se observó un aumento 

en la cantidad de proteína y  una tendencia al aumento en el mRNA. La regulación de 

Adam10 se ha reportado a diferentes niveles:  

o En su promotor por activación de diferentes factores de transcripción como atRA y 

el RARβ.94,95 

o Post-transcripcional por miRNAs.96,97  

o Modificaciones post-traduccionales como maduración de la proteína por corte 

enzimático para eliminar su prodominio y glicosilaciones.98–100 

o Ubicación en la membrana celular donde se ha caracterizado fuera de balsas 

lipídicas.97,101  

Dado esto y los datos obtenidos con los tratamientos con AP, se sugiere que el 

aumento en la cantidad de proteína madura podría atribuirse a un aumento en el corte 

proteolítico de su prodominio para poder mitigar los efectos deletéreos que se han 

reportado sobre la vía con el consumo de HFD. Este aumento en el corte generaría una 

mayor cantidad de proteína madura disponible para realizar el corte inicial de la vía no 

amiloidogénica.  

Por otro lado, se sabe que la enzima amiloidogénica, Bace-1, puede regularse a nivel 

de promotor por diferentes factores de transcripción (entre ellos NF-κB p65, PPARγ, 

YY1),57,102 por su grado de palmitoilación permitiendo una mejor asociación a balsas 

lipídicas103 o evitando su degradación y aumentando su vida media104 y, recientemente, por 

un RNA largo no codificante (lncRNA) nombrado Bace1-AS.105 

 A pesar de que se observa un aumento en la activación de NF-κB p65 (Figura 4) no 

se observa un aumento en la expresión del mRNA de Bace-1. Esto podría deberse a que la 

cromatina del promotor no se encuentra lo suficientemente abierta para permitir la unión 

de factores de transcripción que activen su transcripción. Sin embargo, de manera 

interesante la exposición al AP si indujo un incremento en la proteína de Bace-1. Aunque 

no tenemos evidencia que explique esta falta de correlación, recientemente, Faghini y 

colaboradores describieron al lncRNA Bace1-AS encargado de regular la estabilidad del 

mRNA de Bace-1. Este mecanismo se da mediante la formación de  una cadena dúplex de 

RNA Bace-1 con Bace1-AS generando una mayor estabilidad y vida media del mRNA.105 Este 

efecto propicia una mayor traducción de proteína y por lo tanto en una mayor 
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disponibilidad para procesar a la APP por la vía amiloidogénica. Además dicho lncRNA se 

encuentra elevado en el cerebro de pacientes con la EA.105 Sin embargo, hasta el momento 

no existen reportes sobre este mecanismo en pacientes con síndromes metabólicos o sobre 

su regulación en condiciones pro-inflamatorias, envejecimiento o alteraciones metabólicas. 

 Dichos mecanismos descritos abren la posibilidad de que los hallazgos en el presente 

trabajo sobre el aumento en la proteína Bace-1 más no en su mRNA se deban a una 

regulación post-transcripcional del mRNA y no a una regulación transcripcional 

directamente en la cromatina.  

 Aunque no fue estudiado en el presente proyecto, otro aspecto importante sobre 

efecto del AP en el incremento de la enzima amiloidogénica Bace-1 y su actividad enzimática 

es el grado de palmitoilación de la enzima. Esta modificación post-traduccional es 

importante para su reclutamiento a balsas lipídicas y vida media. Esta ubicación fomenta su 

interacción con la APP para que al ser internalizadas se pueda generar el corte y producir 

los fragmentos C99 y sAPPβ. Por lo que, la palmitoilación de esta enzima es una regulación 

clave de su actividad enzimática y ubicación. Esta modificación post-traduccional estará 

directamente afectada por la cantidad de AP disponible para la neurona. Esto nos sugiere 

que un aumento en la disponibilidad de AP podría generar una mayor palmitoilación de 

Bace-1 generando un mayor tiempo de asociación a balsas lipídicas, favoreciendo la 

interacción con la APP y procesándola por la vía amiloidogénica. 

 Por lo tanto, los efectos generados por AP en algunas de las proteínas involucradas 

en el procesamiento de la APP parecen ser a nivel post-transcripcional y post-traduccional. 

Esto debido a que el aumento en las cantidades proteicas es evidente mientras que no se 

observan cambios a nivel del transcrito de los mRNAs. Sin embargo, aún debe evaluarse 

tanto los mecanismos discutidos en el texto como la ubicación y actividad enzimática para 

la producción de los diferentes fragmentos implicados en sobrevivencia neuronal o 

neurodegeneración.  

El mecanismo que proponemos para explicar las alteraciones en el procesamiento 

de la APP debido a la presencia de dietas con alto contenido de AP es a través de la 

inhibición de Sirt1. Sin embargo, los efectos observados con AP no fueron  los mismos que 

al inhibir directamente a la Sirt1 con el EX527. Esto pudiera deberse a que el AP no solo 

modifica la actividad y expresión de Sirt1 sino también se ha visto involucrado en otros 

procesos y mecanismos celulares que podrían actuar en sinergia o contrarrestarse unos a 

otros.  

Por un lado se encontró una disminución en los niveles de la proteína Sirt1 que 

podría deberse a una degradación dado que no existen cambios significativos en los niveles 
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del mRNA. Sin embargo, Katto y colaboradores demostraron que el mismo NF-κB p65 

acetilado puede regular de forma positiva la transcripción de Sirt1.106 Por lo que al 

encontrarse acetilado podría estar activando la transcripción de Sirt1 como se observa en 

la figura 9A. Esto con el propósito de compensar por la falta de actividad y de cantidad de 

proteína observada en los experimentos realizados. A pesar de que NF-κB pudiera estar 

activando la transcripción del gen, se debe tomar en cuenta el sistema de regulación 

p53/miR34a que pudiera estar evitando la traducción del mRNA. 

A pesar de que el EX527, por estar inhibiendo la actividad de desacetilasa de la Sirt1, 

permite la transcripción de ciertos genes, no indujo la transcripción de su propio gen. En 

este sentido existen datos interesantes sobre el mecanismo de regulación post-

transcripcional negativo que ejerce el miR34a sobre Sirt1.107 Al facilitarse la transcripción 

de genes se puede promover el aumento en la cantidad de miR34a generando una 

degradación del mensajero de Sirt1. Además se sabe que un aumento en la acetilación de 

p53 induce la expresión del miR34a107 y al estar inhibida la actividad de desacetilasa de 

Sirt1, los niveles de p53 acetilados estarían elevados contribuyendo al aumento en la 

transcripción del miR34a. 

 Respecto a las enzimas encargadas de iniciar la vía no amiloidogénica (Adam10) y la 

vía amiloidogénica (Bace-1) se observaron efectos interesantes en los diferentes tiempos 

evaluados al inhibir a la Sirt1 con EX527. 

Encontramos un incremento del mRNA de Adam10 pero no de la proteína en 

presencia del inhibidor, lo que sugiere un papel regulatorio importante por parte de Sirt1 a 

nivel transcripcional de Adam10. A pesar de que dos grupos de investigación reportan que 

Sirt1 puede activar la transcripción de Adam10 mediante la activación del Receptor de Ácido 

Retinoico β (RARβ),55,108 hay que tener presente que existen otros mecanismos de 

regulación que pueden estar siendo activados o reprimidos por la inhibición de Sirt1.  

Uno de estos mecanismos depende de la regulación a través de RNAs no codificantes 

(ncRNA) como el miR-144 y el miR-451 que podrían estar aumentando su transcripción al 

inhibir a Sirt1. Estos miRNAs regulan negativamente la traducción de Adam10 por su unión 

a la región 5’ UTR del mRNA.109 Por lo que al permitir la transcripción de muchos genes por 

hiperacetilación de histonas se puede favorecer la transcripción de estos miRNAs evitando 

la traducción del mRNA de Adam10. 

 Por otro lado, se ha reportado que además del RARX existe otro factor de 

transcripción que regula de manera positiva la transcripción de Adam10. Este factor de 

transcripción es el Receptor Activado de la Proliferación de los Peroxisomas α (PPARα, por 

sus siglas en inglés). Dado que la transcripción del gen del Adam10 no depende de un solo 
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factor de transcripción, la inhibición de Sirt1 puede no ser suficiente para reprimir su 

transcripción. Además PPAR está involucrado en la regulación del metabolismo de ácidos 

grasos,110 por lo que puede tener un mayor efecto sobre la transcripción de otros genes 

cuando las neuronas se exponen a una alta concentración de ácidos grasos como el AP. 

En cuanto a Bace-1, se observan ciertas tendencias a aumentar tanto en proteína 

como en mRNA. Se sabe que ante la inhibición de Sirt1 los niveles de Bace-1 aumentan tanto 

a nivel de proteína como de mensajero, como ha sido reportado por Marwarha y 

colaboradores.50 Nosotros observamos aumento de la proteína y mensajero como una 

tendencia a las 12 horas, aunque a las 24 h se redujo. Esta discrepancia puede deberse al 

tipo de modelo e inhibidor que Marwarha y colaboradores utilizan. En su caso es un 

neuroblastoma y el inhibidor Sirtinol con una dosis muy elevada (400 µM). El Sirtinol es una 

molécula que muestra menor especificidad hacia Sirt1 ya que también se ha visto que puede 

inhibir a Sirt2 con dosis de hasta 100 µM, según lo reportado por Sigma-Aldrich en su hoja 

técnica. Por lo que los cambios tan pronunciados que este grupo de estudio observan 

pueden deberse a una inhibición en conjunto de Sirt1 y Sirt2. 

La disminución observada en la cantidad de proteína de Bace-1 a las 24 horas podría 

deberse a una degradación de la proteína ya que la vida media de Bace-1 es de 15 a 17 

horas.105 Dado que no observamos cambios en el mRNA y tomando en cuenta los 

mecanismos de regulación post-transcripcional, no podemos estar seguros de que se está 

sintetizando más proteína para reemplazar a aquella que se ha degradado.  

 Por otro lado, Wang y colaboradores describieron por primera vez un mecanismo de 

regulación transcripcional diferente a los ya reportados para Bace-1 en el que participa el 

complejo Sirt1-PPARγ-PGC1.70 El complejo descrito genera una represión de la transcripción 

del gen de Bace-1, por lo que una inhibición de Sirt1 podría estar activando la transcripción 

del gen. Además dado que observamos niveles elevados de NF-κB p65 activo (acetilado), la 

transcripción del gen podría facilitarse por un reclutamiento diferencial de factores y 

complejos transcripcionales.  

 Como antes mencionado, el lncRNA Bace1-AS juega un papel sumamente 

importante en la estabilidad del mRNA de Bace-1. Sin embargo, hasta el momento no 

existen reportes de la regulación de este lncRNA en condiciones metabólicas específicas o 

con los diferentes complejos que reprimen o activan la transcripción.  Dado esto es de gran 

interés estudiar la regulación post-transcripcional de Bace-1 por este lncRNA cuando se 

inhiben proteínas importantes para el metabolismo celular como Sirt1. 
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11. CONCLUSIONES  

Aunque los datos presentados muestran diferencias entre los efectos del AP y de la 

inhibición específica de la Sirt1 en las enzimas del procesamiento de la APP, debe tomarse 

en cuenta que los efectos que el AP induce pueden ser múltiples (Figura 13) siendo estos 

sinérgicos o antagónicos entre ellos. El AP no solo actúa a través del metabolismo 

energético, la depleción del NAD+ y la inhibición de Sirt1 (Figura 14), sino de otros 

mecanismos como la producción de ceramidas y diacilglicerol, modificaciones en la vía de 

señalización de la insulina, activación de receptores pro-inflamatorios, entre otros. 

El AP genera muchos cambios a nivel celular que modifican varios procesos entre 

ellos la actividad de la Sirt1 mediante el metabolismo energético. Este trabajo es un primer 

acercamiento sobre cambios en proteínas involucradas en el metabolismo del APP por la 

exposición al AP y el papel que juega  la Sirt1 en este proceso. A pesar de que existen 

muchos mecanismos de regulación y factores que influyen en el favorecimiento de la vía no 

amiloidogénica o la vía amiloidogénica los mecanismos discutidos anteriormente podrían 

estar jugando un papel en conjunto muy importante para potenciar los efectos que se 

observan en modelos in vivo cuando son sometidos a HFD. 
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Figura 13   Esquema de los mecanismos propuestos para los efectos observados con AP. 
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Figura 14   Esquema de los mecanismos propuestos para los efectos observados con el inhibidor específico de Sirt1 EX527. 
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