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“The true sign of intelligence is not knowledge, but 
imagination and the important thing is not to stop 
questioning. Curiosity has its own reason for existing.” 

- Albert Einstein 

 

“Only a small percent of our longevity is genetically 
determined. The rest is what we do, how we live our 
lives and increasingly the molecules that we take. 
We've always known that our bodies are capable of 
healing themselves under the right conditions: Diet and 
exercise improve our health. So, what we're all hoping 
to do, us researchers, is to develop ways to not really 
just extend lifespan but to keep people healthier for 
longer.” 

- David Andrew Sinclair 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.brainyquote.com/authors/david-andrew-sinclair-quotes
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Abstract 
The chronic consumption of high fat diets has been established as an important risk factor for the 
development of pathologies like obesity, Diabetes Mellitus Type 2, insulin resistance and even 
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s Disease. Palmitic acid is the saturated fatty acid that is 
mostly found in these types of diets and has been found increased in the circulation and cerebrospinal fluid 
of obese and diabetic patients, as well as in the postmortem brain of Alzheimer’s disease diagnosed 
patients. Even though palmitic acid has multiple non-toxic cellular functions, the excessive consumption 
accumulates in non-adipose tissues. This accumulation is associated with insulin resistance, endoplasmic 
reticulum stress, mitochondrial dysfunction, and inflammation. Nevertheless, most of the published studies 
have been performed in peripheral tissues, such as liver, skeletal muscle, and pancreas and there is scarce 
information about its effects in the brain. 

 In the central nervous system, palmitic acid may contribute to neurodegenerative diseases through 
pathological aging, although the exact mechanisms for which this can happen have not been clarified 
completely. These mechanisms could involve the neuronal energy metabolism through proteins that 
respond to the presence of lipids, such as PPARγ and SIRT1. Both proteins are important for the 
transcriptional regulation of genes implicated in processes that contribute to the development of biochemical 
markers of Alzheimer’s disease. Nevertheless, there is scarce information about how the neuron integrates 
all the effects that palmitic acid causes and transcriptomic analyses could unravel new information. In the 
present work we evaluated the metabolic, transcriptomic, and cellular response of hippocampal neurons 
exposed to an elevated concentration of palmitic acid and whether these changes may contribute to the 
expression of biochemical markers of Alzheimer’s disease. 

 We found that palmitic acid activates the neuronal energy metabolism by lowering glucose 
consumption, modifying the NAD+/NADH index and accumulating lipid droplets. Furthermore, this treatment 
diminishes SIRT1’s content and activity, which is associated with the activation of p65. This activation might 
be related to the observed increase in the content of the β-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 
1 (BACE1), as well as its increased activity and distribution in the neurites after the exposure to palmitic 
acid. Finally, the neuronal transcriptomic analyses demonstrate that lipid metabolic pathways and 
inflammation related pathways are being activated after the exposure to this fatty acid.  

 The results presented in this thesis provide, for the first time, evidence through transcriptomic 
analyses of how hippocampal neurons integrate the metabolic changes produced by palmitic acid and how 
these can alter processes involved in memory, learning and neuronal integrity, such as long-term 
potentiation, the regulation of neurotransmitter levels and axonal ensheathment. Furthermore, they add 
evidence of how some mechanisms through inflammatory components and the energy metabolism might 
be implicated in the reported effects that alter the central nervous system’s biological processes. Altogether, 
the results here shed light on the role of the saturated fatty acids as a risk factor to develop 
neurodegenerative diseases. 
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Resumen 
El consumo crónico de dietas altas en grasa es un factor de riesgo importante para el desarrollo de 
obesidad, diabetes mellitus tipo 2, resistencia a la insulina e incluso de enfermedades neurodegenerativas, 
como la Enfermedad de Alzheimer. El ácido palmítico es el ácido graso saturado que mayormente se 
encuentra en las dietas altas en grasa y se ha encontrado elevado en circulación y líquido cefalorraquídeo 
de pacientes con obesidad y diabetes, así como en el cerebro de pacientes postmortem con la Enfermedad 
de Alzheimer. A pesar de que el ácido palmítico tiene múltiples funciones celulares no tóxicas, el exceso 
en su consumo genera su acumulación en los tejidos no adiposos, teniendo efectos nocivos como la 
resistencia a la insulina, el estrés del retículo endoplásmico, la disfunción mitocondrial y la inflamación. Sin 
embargo, hasta el momento la mayoría de los estudios se han realizado en tejidos periféricos como hígado, 
músculo y páncreas y se conoce poco sobre sus efectos en el cerebro. 

En el sistema nervioso central, el ácido palmítico puede contribuir a la alteración de procesos 
celulares y moleculares asociados a enfermedades neurodegenerativas. Un mecanismo relevante podría 
ser a través de su metabolismo energético en neuronas. Dicho proceso involucra la desregulación de 
proteínas que responden a la presencia de lípidos como PPARγ y SIRT1. Adicional a esto, ambas proteínas 
juegan un papel importante en la regulación de la transcripción de genes implicados en procesos que 
contribuyen a la aparición de marcadores bioquímicos de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, hasta 
la fecha se sabe poco sobre cómo las neuronas integran los efectos del ácido palmítico para alterar los 
procesos celulares y los análisis de transcriptoma podrían ayudar a resolver esta pregunta. Por lo tanto, en 
este trabajo se evaluó la respuesta metabólica, transcriptómica y celular de neuronas hipocampales 
expuestas a una concentración elevada de ácido palmítico y cómo contribuye lo anterior a la expresión de 
marcadores bioquímicos de enfermedad de Alzheimer. 

 En este trabajo se encontró que el ácido palmítico activa el metabolismo energético neuronal 
disminuyendo el consumo de glucosa, modificando el índice NAD+/NADH y acumulando gotas lipídicas. 
También se encontró una disminución en el contenido y actividad de SIRT1 y una activación de p65. Esta 
activación podría estar relacionada con el aumento de la cantidad de la β-secretasa 1 (BACE1), así como 
con el incremento en su actividad y su redistribución en las neuritas. Finalmente, los estudios del 
transcriptoma de neuronas mostraron la activación de vías involucradas en el metabolismo lipídico y vías 
de señalización inflamatorias ante la exposición a ácido palmítico.  

Estos datos muestran por primera vez la integración de los efectos deletéreos del ácido palmítico 
sobre las neuronas hipocampales a través del análisis transcriptómico. Adicionalmente, se observa que 
dichos efectos a largo plazo podrían alterar procesos asociados con la memoria, el aprendizaje y el 
mantenimiento de la integridad neuronal, como la potenciación a largo plazo, la regulación en los niveles 
de neurotransmisores y la mielinización axonal. Además, este trabajo suma evidencia de algunos 
mecanismos implicados en la variedad de efectos estudiados a través de componentes inflamatorios y del 
metabolismo energético que pudieran estar afectando procesos biológicos del sistema nervioso central. En 
conjunto, los resultados de la presente tesis sugieren el papel de la exposición neuronal a los ácidos grasos 
saturados como factor de riesgo para patologías crónico-degenerativas del sistema nervioso central. 
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1. INTRODUCCIÓN      
Actualmente el número de personas con enfermedades metabólicas ha incrementado de manera alarmante 
en diversos países, como en Estados Unidos y México. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
para el 2016 a nivel mundial, cerca del 40% de los adultos mayores de 18 años tenían sobrepeso y 13% 
obesidad, mientras que la obesidad y sobrepeso infantil se situaba entre el 10 y el 20%. La obesidad es 
uno los principales factores de riesgo para desarrollar alteraciones metabólicas y es producto del consumo 
exagerado de calorías, particularmente de dietas altas en grasa (HFD) y azúcares procesados (HFFD) y 
de la falta de ejercicio y llevar una vida sedentaria. 

 Desde hace varios años el estudio de los efectos metabólicos causados por el consumo de HFD 
ha ganado gran interés ante los grupos de investigación por generar condiciones metabólicas crónico-
degenerativas como la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), el síndrome metabólico, diversas dislipidemias y la 
resistencia a la insulina [1]. Aunado a esto, varios estudios epidemiológicos han correlacionado la 
resistencia a la insulina y la DMT2 con el incremento en la probabilidad de presentar deterioro cognitivo, la 
aparición de marcadores de envejecimiento patológico e incluso con el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer (EA) [2]. Dado que el cerebro es un órgano de gran 
plasticidad y alta tasa metabólica es particularmente sensible a cambios en el metabolismo energético. Sin 
embargo, pocos estudios han abordado el impacto sobre la función neuronal que tienen ciertos nutrientes 
con alto contenido calórico, como los que componen a las dietas altas en grasas saturadas. 

 

1.1 Las dietas altas en grasa y carbohidratos como factor de riesgo para múltiples enfermedades 
El estudio de la composición de los nutrientes en diferentes tipos de dietas ha sido abordado 

ampliamente a fin de caracterizar el impacto que estos tienen sobre la función celular y la longevidad de 
los individuos. Estos estudios se han enfocado principalmente en el análisis de los componentes 
bioquímicos, la carga calórica y la bioenergética celular ante dos tipos de dietas: la HFD y las dietas de 
restricción calórica (CR). 

 
Figura 1 Comparación de la composición porcentual de una dieta “normal” (izquierda) y de una dieta alta en grasas (derecha). 
Enmedio se muestra el porcentaje de los diferentes tipos de ácidos grasos que componen a las grasas consumidas en estas dietas, 
como los ácidos grasos saturados (SFA), ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) y ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). 

Una dieta normo-calórica varía entre los sujetos debido a los requerimientos individuales. Sin 
embargo, se establece que la composición promedio es de 60% carbohidratos, 18% grasas y 22% 
proteínas [3] (Fig. 1). Mientras que una dieta de CR mantiene estas proporciones pero se reduce la ingesta 
calórica entre 20 y 50% del consumo habitual, sin llegar a un estado de malnutrición, ni dejar de ingerir los 
nutrientes esenciales [4]. En comparación a estas dos dietas, una HFD, también llamada Western Diet, es 
una dieta que se basa en comidas procesadas con un alto contenido calórico que proviene a partir de 
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carbohidratos simples y grasas saturadas [5] (Fig. 1). Usualmente está compuesta por 33% carbohidratos, 
46% grasas y 21% proteína [3].  

Químicamente, las grasas se definen como acilgliceroles. Estos son compuestos en los cuales una 
molécula de ácido graso o grupo acilo está unido covalentemente a través de un enlace tipo éster a una 
molécula de glicerol [5]. La mayoría de los ácidos grasos se almacenan como triacilgliceroles (3 ácidos 
grasos unidos a 1 molécula de glicerol). Los ácidos grasos se pueden clasificar en tres grandes categorías: 
ácidos grasos saturados (SFA), ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) y ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA) [5]. La composición de las HFD es compleja, pero se caracterizan por tener un alto contenido de 
colesterol y SFA y un bajo contenido de PUFA (Fig. 1).  

La reducción de nutrientes con alto contenido energético, como en las dietas CR, ha mostrado un 
incremento en la expectativa de vida de hasta un 50% más en diferentes especies como roedores, 
macacos, lémures y nemátodos [6–8]. Además, se ha descrito una mejoría en la condición física, mental, 
función de diferentes órganos y una disminución en patologías asociadas al envejecimiento, como 
enfermedades cardiovasculares, cáncer, diabetes e incluso enfermedades neurodegenerativas [9, 10]. 
Estos efectos se han asociado a la activación de vías de señalización sensibles a nutrientes como la de la 
insulina/IGF, mTOR y AMPK [11–14]. Aunado a esto, se han identificado enzimas y factores de 
transcripción que son reguladores clave para la homeostasis de los nutrientes. Tal es el caso de la proteína 
de unión al elemento de respuesta de AMPc (CREB), Akt, Sirtuina 1 (SIRT1), la familia de factores de 
transcripción activados por proliferadores de peroxisoma (PPAR) y su coactivador, PGC1 [15–17].  

En humanos se sabe poco de los efectos a largo plazo de la dieta de CR [18–20], debido a que 
muchos procedimientos para la toma de muestra del tejido de interés son invasivos y el seguimiento de los 
individuos debe de realizarse durante años, lo que complica la obtención de los datos. Un estudio reciente 
muestra que en un periodo de dos años, esta dieta genera una adaptación metabólica y una reducción en 
la producción de las especies reactivas de oxígeno (ROS) [21], sugiriendo que las dietas CR también tienen 
un efecto benéfico a través de mecanismos asociados al envejecimiento como el estrés oxidante. 

A comparación de la CR, el consumo crónico de HFD tiene efectos deletéreos como: dislipidemia, 
resistencia a la insulina, alteraciones en el ciclo sueño-vigilia, incremento en el peso, inflamación sistémica 
y del sistema nervioso central, entre otros [1, 22–24]. Gran parte de los estudios realizados en roedores 
demuestran que los efectos antes mencionados se dan por la activación de vías de señalización asociadas 
a la inflamación, producción de citocinas, aumento de ROS, lipoperoxidación de membranas y proteínas, 
desregulación en la autofagia y por mecanismos asociados con la disfunción mitocondria y cambios en el 
transcriptoma [24–29]. 

A pesar de conocer los efectos nocivos que estas dietas tienen sobre la función celular, es 
importante conocer a detalle los mecanismos moleculares afectados en diferentes tejidos. Esto debido a 
que la mayoría de la información reportada aborda tejidos periféricos y muy poco los efectos sobre el 
sistema nervioso central. Aunado a esto y dada la complejidad en el contenido de moléculas de las HFD, 
diferentes componentes de estas se han comenzado a estudiar para precisar los mecanismos moleculares 
que se alteran y dado que los lípidos, particularmente los SFA, son el principal componente en las HFD es 
importante conocer su metabolismo para poder esclarecer la relación entre la ingesta de ellos y la disfunción 
neuronal. 

1.2 Bioquímica de los lípidos: la fisiología de los ácidos grasos saturados 
Los lípidos son biomoléculas hidrofóbicas que funcionalmente participan en diversos procesos 

como elementos estructurales de las membranas, señalización celular/hormonal, modificaciones post-
traduccionales (PTM) y como moléculas/reservorio de energía [30]. Pueden dividirse en las siguientes 
categorías: ácidos grasos, glicerolípidos, esfingolípidos, glicerofosfolípidos, glucolípidos, policétidos, 
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esteroles y lípidos de prenol (Fig. 2). Los lípidos que encontramos enriquecidos en las HFD son los SFA y 
el colesterol. 

 

Figura 2 Química de los lípidos. Por cada tipo de lípido se muestran ejemplos de su estructura química. Las cadenas y sustituyentes 
(R) en amarillo corresponden a cualquier tipo de ácido graso, las cadenas azules señalan el esqueleto de glicerol y el sustituyente 
verde indica el enlace fosfato que se genera en los glicerofosfolípidos.   

Los ácidos grasos son ácidos carboxílicos con cadenas alifáticas de 4 hasta 36 carbonos. Pueden 
existir sin dobles enlaces (completamente saturados, SFA) o con uno o más enlaces dobles (mono- o 
poliinsaturados, MUFA o PUFA respectivamente) (Fig. 2). Además, generan derivados importantes para la 
fisiología celular como los tri-, di-, monoglicéridos y fosfolípidos. Los ácidos grasos y sus derivados pueden 
ser ingeridos a través de la dieta o sintetizados a partir de aminoácidos, carbohidratos o de otros ácidos 
grasos. Cuando son provistos al cuerpo a través de la dieta, pasan por una serie de procesos bioquímicos 
para su absorción, utilización y/o almacenamiento. En el intestino delgado, por acción de las lipasas 
intestinales, los triacilgliceroles se descomponen en monoacilgliceroles, diacilgliceroles, SFA y glicerol. 
Dado que la única porción soluble es el grupo carboxilo ácido en un extremo, los SFA se emulsifican en 
micelas microscópicas formadas por las sales biliares para poder ser absorbidos por las células del intestino 
delgado (Fig. 3A-1). Al atravesar la mucosa intestinal para pasar a circulación sistémica, los SFA pueden 
permanecer libres/no esterificados unidos a proteínas acarreadoras (Fig. 3B-I), como la albúmina sérica o 
ser reconvertidos en triacilgliceroles y ser transportados con apolipoproteínas específicas en complejos 
llamados quilomicrones (Fig. 3B-II) [30]. Una vez en circulación, estos pueden llegar al cerebro al atravesar 
la barrera hematoencefálica (BHE) [31, 32] mediante diferentes mecanismos (Fig. 3B) [33, 34]: 

1) Por difusión pasiva, en donde unido a albúmina en su forma libre/no esterificada puede ser 
liberado y atravesar las membranas celulares [33, 35]. 
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2) Con la ayuda de transportadores de ácidos grasos, como CD36, presentes en las células 
endoteliales. Estos transportadores pueden captar su forma libre/no esterificada y facilitar la 
internalización celular o su incorporación a dominios específicos de la membrana plasmática 
[33, 36]. 

3) Al estar unido a proteínas y esterificado en lípidos, como son las lipoproteínas, receptores 
específicos internalizan en vesículas estos complejos lipoproteicos y dentro de la célula son 
hidrolizados para ser liberados en su forma no esterificada [37]. 

 En el citoplasma de las células endoteliales que forman la BHE, los ácidos grasos libres/no 
esterificados son captados por proteínas de unión a ácidos grasos (FABP) (Fig. 3C-4), las cuales mediante 
difusión facilitada (Fig. 3C-6) o proteínas transportadoras de ácidos grasos (FATP) (Fig. 3C-5) liberan a los 
ácidos grasos a las células del sistema nervioso central [38]. 

 

Figura 3 Absorción y transporte de lípidos. A) Los lípidos se absorben en el intestino delgado emulsificados en partículas 
microscópicas (1) donde las sales biliares son un componente importante de estas emulsiones. B) Estas partículas pasan a sistema 
linfático y circulación sistémica, donde pueden permanecer libres o unidos a albúmina (I) o en complejos proteicos (II), como son 
las lipoproteínas de alta (HDL) y/o baja densidad (LDL). El transporte de los SFA al interior de las células endoteliales que forman 
la BHE puede darse por difusión simple (1), a través de transportadores específicos de SFA (2) o por el reconocimiento y endocitosis 
de las lipoproteínas en vesículas (3). C) Finalmente, los SFA pueden liberarse de las lipoproteínas mediante hidrólisis y ser captados, 
así como los que fueron internalizados, mediante receptores o por difusión simple por FABP (4). Una vez que los SFA están en 
complejo con las FABP, mediante las FATP (5) o por difusión facilitada (6) son liberados al cerebro. 

Una vez dentro de las células, los ácidos grasos pueden 1) almacenarse como lípidos esterificados 
o 2) mediante la β-oxidación generar la energía requerida por los tejidos. Cuando se almacenan lo hacen 
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principalmente en los adipocitos como triglicéridos en estructuras llamadas cuerpos o gotas lipídicas. Sin 
embargo, algunos estudios han demostrado que las diferentes células del sistema nervioso central pueden 
formar gotas lipídicas, particularmente los astrocitos, pero también las neuronas [39, 40]. Estas estructuras 
globulares están formadas por una capa de fosfolípidos de la que también son parte proteínas integrales y 
periféricas específicas como enzimas biosintéticas de lípidos (por ejemplo, ACSL3), proteínas involucradas 
en proteólisis dependiente de ubiquitina (por ejemplo, AUP1), proteínas de la familia de las perilipinas (por 
ejemplo, perilipina 3/4) [41, 42]. Las gotas lipídicas se forman a partir del retículo endoplásmico (RE) y 
mantienen contacto con otros organelos como la mitocondria, los peroxisomas y los lisosomas [41]. Entre 
las funciones de los cuerpos lipídicos destacan ser un reservorio de energía y de protección contra la 
lipotoxicidad. Cuando los tejidos necesitan aumentar el metabolismo energético, ante la señalización de 
hormonas, como la epinefrina, los ácidos grasos se movilizan de los cuerpos lipídicos mediante lipólisis y 
dentro de la mitocondria son oxidados y proveen energía a través de la β-oxidación [30]. Por otro lado, al 
ser capaces de secuestrar a los ácidos grasos evita la formación de especies que en grandes 
concentraciones son lipotóxicas, como las ceramidas, acilcarnitina y diacilglicerol (DAG) [43, 44]. 

La mayoría de los SFA consumidos en la dieta no pueden atravesar libremente las membranas 
mitocondriales. Dado esto, los SFA mayores a 14 carbonos necesitan de 3 reacciones enzimáticas para 
utilizar la lanzadera de carnitina. El ácido palmítico (AP) es un SFA largo de 16 carbonos que requiere ser 
procesado mediante estas reacciones enzimáticas (Fig. 4A). La primera reacción enzimática es llevada a 
cabo por diferentes isoenzimas de la acil coenzima A (CoA) sintetasa. Estas isoenzimas son específicas 
para los ácidos grasos con diferentes longitudes (cortos, intermedios o largos) y se localizan en la 
membrana exterior mitocondrial. Mediante ATP con un enlace tioéster, una CoA se une covalentemente al 
AP generando el acil-CoA (Fig. 4A-1). Una vez generado este acil-CoA, en la segunda reacción la carnitina 
aciltransferasa I mediante una reacción de transesterificación lo conjuga con una carnitina formando el 
palmitoil-carnitina (Fig. 4A-2). Esta molécula pasa al espacio intermembrana de la mitocondria a través de 
grandes poros mitocondriales y hacia la matriz mitocondrial con ayuda del transportador acil-
carnitina/carnitina por difusión facilitada. Finalmente, dentro de la matriz mitocondrial el ácido graso unido 
a la carnitina es transesterificado de regreso a una CoA por acción enzimática de la carnitina aciltransferasa 
II (Fig. 4A-3), generando nuevamente el acil-CoA que ahora puede ser β-oxidado para la obtención de 
energía [30]. 

La β-oxidación es una vía catabólica energética que en mamíferos puede proveer hasta el 80% de 
la energía en condiciones fisiológicas. Esta se lleva a cabo en la matriz mitocondrial o en organelos 
llamados peroxisomas. Este proceso comprende cuatro reacciones enzimáticas en las que se obtienen dos 
carbonos en forma de acetil-CoA. Posteriormente, los acetil-CoA obtenidos entran al ciclo de Krebs para 
continuar con la oxidación y poder generar ATP en la fosforilación oxidativa (Fig. 4B). Este proceso genera 
una gran cantidad de energía comparado con la glucólisis. Por ejemplo, 1 molécula de AP genera 8 
moléculas de acetil-CoA que generarán 106 moléculas de ATP, mientras que 1 molécula de glucosa genera 
2 moléculas de acetil-CoA y aproximadamente 30 moléculas de ATP [30]. 

La acetil-CoA generada a partir de la β-oxidación también puede ser utilizada en la síntesis de los 
cuerpos cetónicos: acetona, acetoacetato y D-β-hidroxibutirato (Fig. 4B). El primer paso es la condensación 
de dos moléculas de acetil-CoA por acción enzimática de la Tiolasa formando acetoacetil-CoA. Esta 
molécula se condensa hidrolíticamente con otra de acetil-CoA y forma β-hidroxi-β-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA). Este paso es llevado a cabo por la enzima Hidroximetilglutaril-CoA sintasa (HMGCS2) y es 
considerado como el iniciador y limitante en la formación de cuerpos cetónicos. Finalmente, el HMG-CoA 
es procesado enzimáticamente por la Hidroximetilglutaril-CoA liasa para generar acetoacetato y acetil-CoA. 
Adicional a esto, el acetoacetato puede ser reducido por acción de la D-β-hidroxibutirato deshidrogenasa 
para generar D-β-hidroxibutirato [30]. 
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Figura 4 Activación y catabolismo de ácidos grasos saturados. Se utiliza al AP como ejemplo. A) Los ácidos grasos saturados tienen 
que ser convertidos a un acil-CoA (1), después deben conjugarse con una carnitina (2) para que a través de un poro mitocondrial 
por difusión pasiva puedan atravesar la membrana externa mitocondrial y mediante el transportador acil-carnitina/carnitina la 
membrana interna mitocondrial. Dentro de la matriz mitocondrial son transesterificados a un acil-CoA para continuar el 
metabolismo (3). B) Una vez dentro de la matriz mitocondrial, los ácidos grasos saturados son metabolizados por β-oxidación. Este 
proceso genera acetil-CoA, el cual puede dirigirse al ciclo de Krebs y generar NADH que posteriormente mediante la fosforilación 
oxidativa forma ATP. En ciertas condiciones, el acetil-CoA puede dirigirse a la síntesis de cuerpos cetónicos. 

La síntesis de cuerpos cetónicos se lleva a cabo principalmente en el hígado. Estos pueden ser 
exportados a otros tejidos, como el corazón o músculo esquelético, para ser utilizados como fuente 
energética alterna. Incluso el cerebro puede adaptar su metabolismo para utilizar D-β-hidroxibutirato o 
acetoacetato como molécula energética ante la falta de glucosa, por ejemplo en ayunos prolongados o en 
pacientes diabéticos no controlados [30]. Es interesante destacar cómo en dos condiciones opuestas, la 
“sobre-nutrición” por HFD y los ayunos prolongados, hay una mayor producción de cuerpos cetónicos. En 
ambas situaciones la síntesis de cuerpos cetónicos se puede activar dado que los ácidos grasos 
consumidos (provenientes de las HFD) o almacenados (en adipocitos y que se movilizan en condiciones 
de ayuno) se metabolizan para generar moléculas que funcionan como sustratos energéticos para los 
tejidos del cuerpo. 

Todas estas moléculas pueden ser utilizadas en el metabolismo energético. Sin embargo, los SFA 
han sido sujeto de estudio en condiciones metabólicas, debido a que se debate la posibilidad de ser 
metabolizados por neuronas. Particularmente, el SFA de mayor abundancia en las HFD (representa el 3.3% 
de estos ácidos grasos) y al cual se le han atribuido la mayor parte de los cambios metabólicos, celulares 
y moleculares, es al AP [45, 46]. Este SFA no solo es una biomolécula energética, también tiene otros roles 
en la fisiología celular. Dado esto, es importante conocer a detalle los múltiples efectos que se han 
reportado del AP. 
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1.2.1 Los efectos pleiotrópicos del ácido palmítico en la célula 
El AP es un SFA común en diferentes alimentos, por ejemplo: representa el 65% de los ácidos 

grasos de la mantequilla, 42% de la manteca, 13% del aceite de maíz y el 17% del aceite de oliva [45]. 
Dentro del cuerpo humano representa aproximadamente el 65% de los SFA totales y cerca de un 35% de 
los que se encuentran circulantes en suero. Usualmente la concentración oscila entre los 110 y 180 μmol/L 
en individuos sanos. Sin embargo, se ha encontrado elevado en circulación y líquido cefalorraquídeo de 
pacientes con obesidad y diabetes [47–50]. Estudios epidemiológicos han determinado que condiciones 
derivadas del consumo de dietas ricas en AP, como sucede en la obesidad o en enfermedades como la 
diabetes, aumentan la probabilidad de presentar deterioro cognitivo e incluso enfermedades 
neurodegenerativas [51–54]. También se ha demostrado la presencia incrementada de este SFA en el 
cerebro de pacientes postmortem con la EA comparado con aquellos que no presentan marcadores de la 
EA [55]. Adicional a esto, en modelos murinos y cultivos de neuronas las HFD o la sola exposición de AP 
fomenta la aparición de marcadores bioquímicos característicos de la EA y se relacionan con un deterioro 
cognitivo y otras características de la neurodegeneración como la neuroinflamación [56–62]. Estos datos 
han posicionado el consumo excesivo de dietas ricas en SFA, como el AP, y condiciones metabólicas como 
un  factor de riesgo importante para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, como la EA [63]. 

El AP puede ser ingerido, absorbido y metabolizado a través de las rutas antes descritas (Fig. 3A-
B y Fig. 4) o ser sintetizado a partir de diferentes biomoléculas. Tal es el caso en el consumo excesivo de 
carbohidratos, donde el cuerpo ya no puede usarlos como moléculas energéticas o almacenarlos en forma 
de glucógeno y se promueve la síntesis de lípidos de novo [64]. Esta se estimula por un exceso de insulina 
y glucosa que induce la actividad de factores de transcripción como el factor 1 de transcripción de unión a 
elementos reguladores de esteroles (SREBP1c) y la proteína de unión al elemento sensible a los 
carbohidratos (chREBP), que inducen la expresión de las enzimas implicadas en la síntesis de ácidos 
grasos [65, 66]. Aunado a esto, durante la síntesis de ácidos grasos de novo el AP es el precursor para 
poder formar ácidos grasos de cadenas más larga, generando un aumento en las concentraciones tisulares 
y séricas que sobrepasan las fisiológicas.  

En la mayoría de las células, la utilización del AP como molécula energética a través de la β-
oxidación o convertirse en reservorio de energía al ser parte de triglicéridos en los cuerpos lipídicos (Fig. 
5-1), no son los únicos destinos que tiene. Cerca del 30% se utiliza como parte del metabolismo energético 
y entre el 60 y 70% forma parte de los fosfolípidos [67, 68]. Dado esto, es un componente estructural muy 
importante de las membranas celulares (Fig. 5-2). La composición de las membranas celulares es 
fundamental para la actividad de otras proteínas ya que permite su interacción, agregación o dispersión 
[69]. Además de que los mismos lípidos que la componen pueden ser modificados químicamente para 
actuar como mensajeros en diferentes vías de transducción de señales. Los fosfolípidos en la membrana, 
principalmente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y sus derivados, están compuestos por una molécula 
de AP y otro ácido graso, que a partir del AP se deacila o se reacila [70].  

Por otro lado, el AP es un sustrato importante para la S-palmitoilación. Esta es una PTM reversible 
en donde se une covalentemente el AP a cisteínas específicas de una gran variedad de proteínas (Fig. 5-
3). Dada la naturaleza reversible de la PTM, la actividad, interacción, localización y/o estabilidad de las 
proteínas se regula de una forma dinámica [71]. La S-palmitoilación es un regulador de la función y 
localización proteica. Esto debido a que aumenta la hidrofobicidad de las proteínas, facilitando su 
interacción y direccionamiento a vesículas o entre organelos e incrementando su afinidad por las 
membranas celulares y por dominios como las balsas lipídicas [72, 73]. Estos dominios de membrana son 
ricos en AP y actúan como regiones donde se facilita la interacción entre proteínas para iniciar cascadas 
de señalización [74, 75]. Se han identificado una gran cantidad de proteínas importantes para el 
funcionamiento neuronal que son reguladas por la S-palmitoilación. Entre estas se encuentran: BACE1, 
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Rodopsina, receptores de neurotransmisores, Sinaptotagmina 1/2, PSD95, Ras, entre otras más [76], por 
lo que la S-palmitoilación es de gran importancia para los procesos celulares y moleculares.  

La síntesis de ceramidas es otro proceso bioquímico en el cual el AP es protagonista. Existen tres 
vías para la síntesis de ceramidas: la vía de la esfingomielinasa, la vía de rescate mediante el catabolismo 
completo de esfingolípidos y la vía de síntesis de novo. Esta última es llevada a cabo en el RE y en el 
primer paso, siendo el limitante de la vía, la serina C-palmitoiltransferasa (SPT) condensa una molécula de 
AP con una serina (Fig. 5-4) [77]. Después se llevan a cabo tres reacciones enzimáticas para poder generar 
la ceramida. Dado esto, un exceso de AP está asociado con una acumulación de ceramidas. Esta ceramida 
puede ser utilizada en el aparato de Golgi para producir esfingolípidos además de actuar como señal en 
otros procesos celulares como apoptosis, senescencia celular, migración celular y diferenciación. De 
manera interesante, se sabe que un exceso en la producción de ceramidas está asociado con resistencia 
a la insulina por inhibición de Akt y activación de PP2A y PKC, con la disfunción mitocondrial mediante la 
producción de ROS y la agregación de colesterol en las paredes arteriales [78–81]. Estudios en ratones 
obesos y modelos celulares de neuronas humanas demuestran que la inhibición de la síntesis de ceramidas 
con miriocina mejora la señalización de la leptina y disminuye la resistencia a la insulina [78, 82, 83].  

Otra de las acciones fisiológicas del AP es la activación de receptores (Fig. 5-5). Tal es el caso de 
CD36, del receptor 1 de ácidos grasos libres (FFAR1 o GPR40) y la familia de PPAR [84, 85]. CD36 es una 
proteína integral de membrana que funciona como un transportador de SFA de cadena larga y de LDL 
oxidados en enterocitos, células endoteliales y adipocitos [85, 86]. Sin embargo, se ha detectado en 
neuronas de hipotálamo donde tiene un papel importante en señalización de calcio intracelular asociada 
con la activación de diferentes canales iónicos, como los de Cl- y K+, para que, mediante cambios en el 
potencial de membrana se liberen neurotransmisores y neuropéptidos importantes para mantener el 
balance energético [87, 88]. El mecanismo propuesto es a través de la activación de la fosfolipasa C 
mediante la liberación de Ca2+ del RE al citoplasma [89, 90]. En otras regiones del cerebro, como el 
hipocampo y la corteza, las neuronas muestran una baja expresión de CD36 [91]. Sin embargo, 
recientemente se caracterizó detalladamente la expresión de CD36 en estas regiones del cerebro y se 
encontró un incremento a lo largo del envejecimiento en la vasculatura cerebral, sin cambios evidentes en 
neuronas o astrocitos [91]. Adicional a esto, estudios realizados en diferentes modelos de la EA, tanto in 

vitro como in vivo, se observa un aumento en la cantidad de CD36 en diferentes tipos celulares, las 
neuronas incluidas, que es dependiente de la presencia de β-amiloide (Aβ) [92–94]. Estos datos sugieren 
que mecanismos alterados en el envejecimiento patológico del sistema nervioso central como la liberación 
de neurotransmisores, permeabilidad de la barrera hematoencefálica o la señalización de calcio, podrían 
involucrar la desregulación de CD36 y por lo tanto estar vinculados con los SFA como el AP. Otro receptor 
que tiene como ligandos a ácidos grasos de cadena larga, dándole la propiedad de sensor metabólico para 
las neuronas es el FFAR1 [95, 96]. Cuando el AP se une al FFAR1 se induce un incremento de Ca2+ 
citosólico a través de la vía de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K). En células pancreáticas, esta liberación de 
calcio culmina con la secreción de insulina [97]. Sin embargo, en sistema nervioso su activación con 
diferentes ácidos grasos se asocia con la proliferación de progenitores neurales a través de la expresión 
de BDNF, así como con la actividad neuronal para la ejecución de tareas de memoria y aprendizaje [98, 
99]. De manera interesante, en una línea celular de neuroblastoma humano (SK-N-MC) la activación del 
FFAR1 con AP induce la aparición de marcadores de neurodegeneración, como el Aβ [60]. Adicional a la 
activación del FFAR1, también es capaz de activar receptores nucleares como los PPAR, los cuales se 
abordarán posteriormente [100]. 



 

20 

 

Figura 5 Procesos celulares no patológicos en los que participa el AP. Este SFA puede ser utilizado como molécula energética a 
través de la β-oxidación mitocondrial o almacenarse en las gotas lipídicas (1) para posteriormente ser utilizado. Además, forma 
parte importante de los fosfolípidos de las membranas (2). También es un sustrato para generar la S-palmitoilación de proteínas, 
la cual es una PTM que regula su localización, estabilidad e interacción con otras proteínas (3). Incluso, el AP, puede ser utilizado 
como precursor de otras moléculas como las ceramidas, las cuales son sintetizadas en el RE a través de la SPT (4). Finalmente, 
puede activar a receptores de membrana, como el FFAR1, o receptores nucleares dependientes de lípidos, como la familia de PPAR 
(5). 

A pesar de que el AP tiene múltiples funciones celulares no tóxicas, el exceso en el consumo de 
este SFA genera una acumulación en tejidos no adiposos, el cerebro incluido. Estudios en humanos y 
ratones obesos han mostrado niveles incrementados de AP en el cerebro de estos individuos [50, 101]. 
Adicionalmente, los resultados reportados en tejidos periféricos como hígado, músculo y páncreas 
recapitulan muchos de los efectos observados con las HFD. Entre ellos se observan la resistencia a la 
insulina, estrés del RE, disfunción mitocondrial e inflamación [102–106].  

Uno de los efectos deletéreos ampliamente caracterizado es la función alterada/deteriorada de 
organelos. Entre los organelos afectados sobresalen el RE y la mitocondria. En el RE la acumulación de 
AP y metabolitos de lípidos complejos genera un efecto conocido como estrés del RE [105]. Esta disfunción 
del RE afecta la señalización de calcio y la traducción y plegamiento de proteínas, que activa la respuesta 
a proteínas mal plegadas (UPR; Fig. 6) [107]. Estos mecanismos activan a proteínas como IκB y JNKs que, 
a través de factores de transcripción específicos, como p65 de la familia NF-κB, inducen la activación de 
vías pro-inflamatorias y pro-apoptóticas [105, 108]. Por otro lado, el exceso de SFA también afecta la 
función mitocondrial. Estos no pueden ser oxidados en su totalidad por la mitocondria generando un 
aumento en las ROS (Fig. 6) [109, 110]. Dicho proceso desencadena una disminución en el potencial de 
membrana mitocondrial, daño al DNA mitocondrial, aumento en la actividad de JNK y finalmente apoptosis 
[110–112]. 
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Otro mecanismo que cada vez se caracteriza de una mejor forma es la inflamación que induce el 
AP (Fig. 6). De manera interesante, diferentes mecanismos convergen en la activación de vías de 
señalización propias de la inflamación como JNKs, NF-κB o el inflamasoma NLRP3. El incremento en la 
síntesis de ceramidas puede activar directamente a NLRP3 y, a través de DAG, a la proteína cinasa C 
(PKC) para que después esta active a IKKβ [113–115]. Esta última es una proteína que al ser activada 
fosforila a IκB, promoviendo su degradación para que se active el heterodímero p65-p50. La activación de 
estos factores de transcripción, pertenecientes a la familia de NF-κB, inducen la transcripción de genes pro-
inflamatorios como IL-6, TNFα, pro-IL-1β, entre otras citocinas [116–118]. Por otro lado, el estrés de RE 
genera un aumento en la actividad de JNK, un regulador positivo de la vía de NF-κB y por lo tanto de 
citocinas pro-inflamatorias [117, 119, 120]. Otro mecanismo propuesto es a través de la activación del 
receptor tipo Toll 4 (TLR4). La interacción del AP con el TLR4 no es directa, es necesaria la presencia de 
la Fetuina A [121]. Esta glicoproteína es secretada por las células β-pancreáticas en respuesta a un exceso 
de SFA circulantes [122]. Cuando el AP se une a la Fetuina A aumenta su interacción con el TLR4, 
activando la vía de señalización de NF-κB, que al final induce la transcripción de genes pro-inflamatorios a 
través de la actividad de p65 [123, 124].  

 

Figura 6 Efectos nocivos del consumo excesivo y acumulación en tejido no adiposo del AP. Entre los efectos descritos se encuentra 
el estrés del RE, generado por la acumulación de ceramidas y sus precursores que pueden desencadenar múltiples respuestas como 
la UPR y activar a componentes de la inflamación. Incluso a través del DAG, se puede generar resistencia a la insulina por activación 
de PKC, que fosforilan al IRS-1 en serinas inhibitorias. También se ha observado el aumento de ROS que daña la membrana 
mitocondrial y activa a vías como la de JNK. La inflamación es un componente que el AP activa a través de diferentes mecanismos 
como el estrés del RE, el TLR4 o el aumento en la producción de ceramidas y DAG, que culmina en la transcripción de genes 
proinflamatorios. Finalmente, la resistencia a la insulina es un efecto ampliamente reportado que se da por sobreactivación de 
mTOR y S6K a través de la inhibición de AMPK o por la desregulación de la misma vía dependiente de Akt. 

Respecto al metabolismo energético, la resistencia a la insulina es una de las alteraciones más 
estudiadas en tejidos periféricos ante la exposición de AP. Sin embargo, los mecanismos por los cuales 
esto sucede recientemente se han comenzado a esclarecer, incluyendo aquellos en el sistema nervioso 
central. La síntesis exacerbada de lípidos complejos es uno de los mecanismos por los cuales sucede, ya 
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que si se bloquean las enzimas que participan en este proceso, se pueden evitar los efectos observados 
en la señalización de la insulina [78, 125–128]. A través de la síntesis de ceramidas se activan isoformas 
de PKC, como la PKCθ o PKCε [129–131]. Estas isoformas fosforilan al sustrato del receptor a insulina 1 
(IRS-1) en serinas inhibitorias, atenuando la señalización de la insulina [113, 128, 129]. Por otro lado, la 
fosforilación de serinas de IRS-1 a través de la vía mTOR/S6K contribuye a la resistencia a la insulina. En 
esta vía la activación de la cinasa S6K, río abajo de mTOR, inhibe al IRS-1 atenuando la señalización (Fig. 
6) [132–134]. Adicionalmente, IRS-1 puede ser inhibido a través del aumento en el ATP (disminución de 
AMP) [135] generado por la β-oxidación del AP. Esto debido a que se inhibe la cinasa dependiente de AMP 
(AMPK), lo que permite que mTOR y S6K continúen activas [135, 136], contribuyendo al desarrollo de la 
resistencia a la insulina. Otro mecanismo relacionado a esta alteración es la activación de PP2A que puede 
inhibir la vía de señalización a través de la desfosforilación de Akt [137]. Adicional a esta fosfatasa, que al 
desfosforilar ejerce su función, Tribbles 3 inhibe a Akt por unión directa [138]. Se ha demostrado que en 
hepatocitos esta proteína aumenta sus niveles cuando hay estrés del RE por exposición a AP [139], lo que 
también contribuye a la resistencia a la insulina. 

 

1.2.2 Mecanismos neuronales afectados por las HFD y su relación con la neurodegeneración 
Adicional a los mecanismos mencionados, el consumo excesivo de AP altera la actividad de 

proteínas importantes para el metabolismo energético celular y que regulan de manera negativa la 
inflamación, tal es el caso de SIRT1 y PPARγ [140–142]. Ambas proteínas pueden ser reguladas por 
componentes del metabolismo energético y a su vez, regulan la expresión de genes a través de factores 
de transcripción. 

SIRT1 es una desacetilasa de histona (HDAC) clase III dependiente de nicotinamida adenina 
dinucleótido (NAD+) [143, 144]. En la reacción enzimática se cataliza la desacetilación de proteínas 
mediante la hidrólisis de NAD+ y se transfiere el grupo acetilo de la lisina a la posición 2’-OH de la ADP-
ribosa, generando una proteína con lisinas descetiladas, 2’-O-acetil-ADP-ribosa y nicotinamida [145, 146]. 
A través de su actividad enzimática, SIRT1 regula a una gran cantidad de proteínas citoplasmáticas y 
nucleares, como los factores de transcripción. Entre sus blancos se encuentran p53, miembros de la familia 
FOXO, p65, PGC-1α y miembros de la familia de PPAR [144, 147]. Dada esta gran variedad de sustratos, 
Sirt1 está involucrada en múltiples procesos celulares como metabolismo, inflamación, supervivencia 
celular y senescencia [144, 147, 148].  

Inicialmente, SIRT1 se caracterizó como un regulador positivo de la longevidad, ya que al sobre-
expresar a esta HDAC se observa un aumento en la expectativa de vida de diferentes organismos, siendo 
S. cerevisiae el primer modelo donde se reportó este efecto [149, 150]. En esta levadura, Sir2 (homólogo 
de SIRT1) regula los círculos extracromosómicos de DNA ribosomal (rDNA). Estos fragmentos de DNA 
están involucrados en la replicación de la levadura; cuando hay una acumulación de 500 a 1000 de los 
rDNA en el nucleolo, la levadura se deja de dividir [149, 151, 152]. Sin embargo, cuando se inserta 1 copia 
extra del gen de SIR2 hay un silenciamiento de la región rDNA que suprime su formación y por lo tanto la 
acumulación, lo que permite que la levadura tenga mayor número de divisiones/longevidad que aquella que 
no tiene la copia extra [151]. En mamíferos, el efecto en la longevidad mediado por SIRT1 se ha relacionado 
con mecanismos de protección contra el acortamiento de los telómeros y el rescate de la senescencia 
celular prematura a través del sistema p53, daño al DNA y los cuerpos nucleares de proteínas de la 
leucemia promielocítica [152, 153]. Sin embargo, se hipotetiza que SIRT1 podría impactar en la longevidad 
a través del metabolismo energético. 

Como toda enzima, la actividad catalítica de SIRT1 depende del sustrato y la coenzima (también 
llamada cosustrato): la proteína acetilada y el contenido intracelular de NAD+. El NAD+ es mejor conocido 
por su papel como cofactor dentro de las reacciones de reducción-oxidación (redox) celulares. Sin 
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embargo, dentro de la clasificación bioquímica de los cofactores, las coenzimas se pueden nombrar 
dependiendo del tipo de unión que tienen con la enzima, unión covalente o una unión transitoria. Aquellas 
coenzimas que se unen de forma covalente se denominan grupos prostéticos mientras que las que se unen 
de forma transitoria, como el NAD+, se les denomina cosustratos [30, 154]. Esto debido a que el NAD+ es 
enzimáticamente procesado junto con el sustrato principal generando moléculas diferentes a las iniciales 
[155–158]. En las reacciones redox, el NAD+ acepta electrones para formar NADH, el cual cede los 
electrones aceptados, principalmente a la fosforilación oxidativa mitocondrial, para regenerar el NAD+. Esta 
propiedad única de ambas moléculas permite que el NAD+ sea una molécula clave en el metabolismo 
energético, reflejando los niveles energéticos celulares mediante el contenido de sus dos formas: NAD+ y 
NADH [155]. Se ha reportado que las HFD y los ácidos grasos afectan la cantidad de NAD+ disponible en 
las pozas celulares [159]. Esta cantidad tiene una estrecha relación con la actividad enzimática de SIRT1 
[160–162]. Tomando esto en cuenta, niveles altos de NAD+ (bajos niveles energéticos) favorece la actividad 
enzimática, mientras que niveles bajos de NAD+ disminuyen su actividad. Por lo tanto, cualquier condición 
que afecte el metabolismo energético, impacta en el balance del índice NAD+/NADH y en las funciones de 
SIRT1. 

En diferentes modelos celulares y animales, se ha observado que condiciones donde hay bajos 
niveles energéticos, como en la CR, ayuno o ejercicio, la actividad y expresión de SIRT1 está aumentada 
[15, 163–166]. De manera interesante, en ratones transgénicos que sobre-expresan a SIRT1 se ha 
reportado un fenotipo parecidos a aquellos observados con CR [166]. Por otra parte, la deleción de Sirt1 
en ratones evita que algunos de los efectos de la CR se observen, principalmente el aumento en la 
longevidad y además se desencadenan procesos inflamatorios, acumulación de lípidos y estrés del RE 
[167]. Otro efecto reportado de la CR es el incremento en los niveles proteicos de SIRT1 en diferentes 
tejidos, el cerebro incluido [168, 169]. Mientras que la exposición a HFD o a diferentes ácidos grasos no 
solo modula la actividad de SIRT1 a la baja, sino también su expresión [146, 170]. Adicional a esto, los 
niveles y actividad de SIRT1 se han encontrado disminuidos en el cerebro de pacientes postmortem con la 
EA [171]. También se ha reportado que la activación de SIRT1 mediante métodos farmacológicos mejora 
la sensibilidad a la insulina y aumenta el metabolismo energético [172]. Estos resultados sugieren que la 
posible inhibición de SIRT1 por el consumo de HFD podría deberse a una disminución en el índice 
NAD+/NADH derivado de la presencia y alto contenido de SFA como el AP.   

Por otro lado, la familia de PPAR son receptores nucleares hormonales que interactúan con otros 
factores de transcripción, coreguladores y reconocen secuencias específicas de DNA [173]. En los 
miembros de esta familia se incluyen PPARα, PPARβ/δ y PPARγ, y se encuentran expresados en los 
diferentes tejidos del cuerpo humano, particularmente en aquellos con alta tasa metabólica [173, 174]. Los 
PPAR responden directamente a lípidos y sus derivados regulando principalmente la biogénesis 
mitocondrial, el metabolismo de lípidos y el metabolismo energético. A nivel de sistema nervioso central, la 
activación de las diferentes isoformas de los PPAR se ha asociado con efectos neuroprotectores y 
antiinflamatorios [84, 174–178]. Entre los mecanismos caracterizados se encuentran la inhibición de 
procesos inflamatorios mediante un crosstalk con p65 y el inflamasoma y la reducción en la transcripción 
de genes involucrados con marcadores de neurodegeneración, como Bace1 [16, 179, 180]. En modelos de 
ratones transgénicos para la EA se ha observado que el uso de agonistas de PPARγ tiene múltiples efectos 
como la reducción de la deposición de Aβ, en la producción de citocinas proinflamatorias así como en la 
activación de astrocitos y microglía, todo esto también asociado a una prevención del deterioro cognitivo 
observado en estos modelos [16, 177, 181]. Además, estos datos sugieren fuertemente una regulación de 
procesos inflamatorios a través de estos receptores nucleares. En cultivos celulares hipocampales se ha 
observado que PPAR puede proteger contra la citotoxicidad inducida por Aβ, por una disminución en la 
expresión de Bace1 mediante la unión a su promotor y una inhibición directa  de p65 [16, 182, 183]. 
Adicional a esto, se conoce que SIRT1 regula a otros miembros de la familia de PPAR. En una línea celular 
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de hígado, una sobreexpresión de SIRT1 conlleva a una mayor expresión de PPARα que resulta en un 
aumento del metabolismo energético oxidativo y una mejora en el metabolismo de lípidos [184, 185]. 

De manera interesante, el metabolismo energético está ligado con la respuesta inflamatoria a 
través de estas proteínas. La inflamación es un proceso que se ha visto implicado en una gran cantidad de 
patologías como las enfermedades metabólicas y las neurodegenerativas. SIRT1 y PPARγ pueden regular 
las respuestas inflamatorias a través de su interacción con p65. SIRT1 desacetila la lisina 310 (K310) de 
p65, inhibiendo su translocación nuclear. Además, esto permite la recaptura de p65 por IκBα en el 
citoplasma, evitando que funcione como factor de transcripción [186–188]. Por otro lado, PPARγ ejerce un 
mecanismo de transrepresión en genes pro-inflamatorios. Esto sucede mediante una unión directa a los 
factores de transcripción involucrados en la activación de estos genes, como p65 [189, 190]. Este tipo de 
unión secuestra a los factores de transcripción evitando que se ejerzan su función. Estos datos sugieren 
que ciertos procesos inflamatorios dependientes de p65 y que están implicados en mecanismos de 
neurodegeneración pueden ser modulados por proteínas que responden ante componentes del 
metabolismo energético. 

 
1.2.3 Metabolismo del AP en neuronas 

A pesar de que se han descrito las rutas bioquímicas por las cuales el AP podría modificar el 
metabolismo energético, hasta la fecha se conoce muy poco sobre los efectos del AP en neuronas en este 
sentido. Esto se debe en parte a que se debate el paso de ácidos grasos a través de la BHE y el tipo de 
metabolismo que podrían seguir este SFA en neuronas, particularmente si es posible su oxidación en 
mitocondrias neurales [191]. 

Se ha reportado que la respuesta metabólica por parte de las neuronas ante la exposición a ácidos 
grasos es escasa [192], ya que el metabolismo energético neuronal depende de la oxidación de glucosa y 
los astrocitos son las principales células que oxidan a los ácidos grasos [193]. Sin embargo, estudios 
recientes muestran que las neuronas pueden utilizar ambas moléculas para la producción de ATP [194]. 
Respecto a esto, existen estudios con neuronas hipotalámicas que demuestran que son capaces de sensar 
y metabolizar ácidos grasos de cadena larga para producir ATP mediante la β-oxidación mitocondrial. Este 
incremento en el ATP permite que los canales de potasio ATP dependientes se cierren, provocando la 
despolarización de neuronas hipotalámicas involucradas en la regulación del balance energético sistémico 
[195]. En estudios realizados en el laboratorio en una línea celular de neuroblastoma diferenciado a 
neurona humana, el AP indujo resistencia a la insulina y una reducción en el índice NAD+/NADH [134]. 
Adicional a esto, en este mismo modelo la exposición al AP incrementa los niveles de ATP dependiente de 
la β-oxidación [83]. Estos datos sugieren que las neuronas pueden metabolizar ácidos grasos ante 
condiciones específicas, como altas concentraciones circulantes de AP, para regular procesos neuronales. 

El cerebro es uno de los órganos que es altamente susceptible al tipo de nutrientes ingeridos, 
debido a la gran demanda energética que requiere para realizar sus funciones. Respecto a esto, se ha 
propuesto que el metabolismo energético a través de proteínas como SIRT1 juega un papel importante en 
diferentes modelos de neurodegeneración [196–198]. 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 [199, 200]. Particularmente, entre las regiones con mayor expresión se 
encuentran los diferentes núcleos del hipotálamo, el cerebelo, el núcleo del tracto solitario y el hipocampo 
[168]; este último muy demandante a nivel energético por ser altamente plástico ya que está implicado en 
procesos de memoria y aprendizaje.  

Diferentes grupos han observado que las HFD y el exceso de AP genera alteraciones en la vía de 
señalización de insulina cerebral, cambios morfológicos en estructuras relacionadas con memoria y 
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aprendizaje como el hipocampo, disminución en marcadores sinápticos y la aparición de marcadores de 
envejecimiento patológico como los de la EA [1, 57, 201]. Uno de los marcadores histopatológicos de la EA 
es la acumulación de agregados extracelulares de Aβ (Fig. 7) [202]. Estos agregados se generan por un 
procesamiento alterno de la proteína precursora del amiloide (APP). El metabolismo predominante (no 
amiloidogénico) es iniciado por la α-secretasa, ADAM10, que mediante proteólisis genera dos fragmentos 
a partir de la APP [203]. Después el complejo de la γ-secretasa, formada por Presenilia-1 y 2, Nicastrina y 
APH-1, realiza otra proteólisis liberando dos fragmentos: sAPPα y AICD [204]. El procesamiento alterno 
(amiloidogénico) está activo de manera fisiológica, pero en mucho menor grado que el no amiloidogénico. 
Este es iniciado por la β-secretasa, BACE1, que genera dos fragmentos: sAPPβ y C99 [205]. El fragmento 
C99 es escindido por el complejo de la γ-secretasa, formando AICD y los fragmentos Aβ(40-42). Estos 
fragmentos se generan en el espacio extracelular y al ser poco solubles, se van oligomerizando hasta 
formar los agregados o placas amiloideas [202, 204]. 

 

Figura 7 Procesamientos de la APP. La vía no amiloidogénica comienza con una proteólisis llevada a cabo por la α-secretasa 
ADAM10 mientras que la vía amiloidogénica incia por la β-secretasa BACE1. En ambos procesamientos participa el complejo de la 
γ-secretasa. Sin embargo, la vía no amiloidogénica genera péptidos solubles neurotróficos, mientras que el procesamiento 
amiloidogénico produce péptidos no solubles (Aβ) que se agregan formando las placas amiloideas características de la EA. 

Estudios realizados por Wang et al. en un modelo transgénico para la EA (Tg2576), muestran que 
la CR disminuye el desarrollo de marcadores de la EA dependiente de la deposición de Aβ [206]. En 
diferentes modelos de cultivos neuronales, han observado que la activación farmacológica o sobre-
expresión de SIRT1 promueve la expresión y actividad de ADAM10, favoreciendo el procesamiento no 
amiloidogénico de la APP [206–209]. Por otro lado, se ha observado en otros modelos animales sometidos 
a una HFD que se exacerba la cantidad de placas amiloideas [57, 210–212]. Este efecto podría deberse a 
la relación inversa entre la actividad de SIRT1 y la expresión de BACE1, que aumentaría la producción de 
Aβ [59, 213, 214].  

Las condiciones de estrés metabólico que afectan a SIRT1 también tienen efectos en la 
acumulación de la proteína Tau en su forma hiperfosforilada [1, 201, 215]. Esta proteína forma parte 
importante de las marañas neurofibrilares observadas al interior de las neuronas en la EA. SIRT1, al 
desacetilar a Tau, permite su ubiquitinación y por lo tanto degradación vía proteosoma [216]. Sin embargo, 
en modelos animales y cultivos de neuronas primarias una inhibición de SIRT1 o condiciones de estrés 
metabólico aumentan la acetilación de Tau, evitando la ubiquitinación y permitiendo que haya Tau 
disponible para hiperfosforilarse [216–218]. 

Estos datos sugieren fuertemente que el AP puede activar procesos de envejecimiento patológico 
asociados a enfermedades neurodegenerativas, a través de mecanismos que involucran el metabolismo 
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energético [51–55, 63]. En esto se ven implicadas proteínas que responden a la presencia de lípidos de 
forma directa, como es el caso de PPARγ, o indirecta, como es el caso de SIRT1. Ambas proteínas juegan 
un papel importante en la regulación de la transcripción de genes implicados en múltiples procesos. Sin 
embargo, hasta la fecha, se conoce poco sobre cómo la célula integra todos estos mecanismos por los 
cuales el AP la impacta y los análisis de transcriptoma mediante secuenciación de RNA (RNAseq) podrían 
resolver esta pregunta, ya que al ser una técnica de análisis masiva puede proveer información sobre todos 
los procesos que se inhiben o activan en respuesta al AP.  

 

1.3 Integración de los efectos de las HFD y el AP a través del transcriptoma. 
Como se ha descrito, tanto las HFD como el AP tienen efectos en las células a través de múltiples 

mecanismos. Hasta hace algunos años se comenzaron a abordar los efectos desde una perspectiva 
transcriptómica. Un estudio realizado por Wang y colaboradores en el tejido adiposo de ratones muestra 
que tras ser alimentados con HFD se activan vías de lipogénesis, metabolismo energético e inflamación 
mediante mecanismos epigenéticos [219]. Particularmente, en este estudio hacen énfasis en la importancia 
de la vía de MAPK como un mediador entre la inflamación y el metabolismo energético. En otro estudio en 
ratones, los cuales fueron alimentados con HFD, se analizó el transcriptoma del hígado y se reportan 
resultados similares que en el tejido adiposo del modelo anterior. El metabolismo energético (evidenciado 
por la glucólisis y la gluconeogénesis), vías de inflamación (como IL-17, NF-κB y MAPK) y vías de 
señalización y metabolismo de lípidos (vía de PPAR y la degradación de lípidos) se desregulan y se asocian 
con la resistencia a insulina y diabetes inducida con la HFD el modelo murino [220].  

Por otro lado, en un estudio de secuenciación de célula única (Single-cell RNAseq) de hepatocitos 
de ratones que fueron sometidos a HFD, se observó que el transcriptoma cambia dependiendo de la zona 
del hígado de dónde se extraigan. De manera general se reportan cambios en procesos como el 
catabolismo de lípidos, la oxidación de ácidos grasos mediante β-oxidación, la acumulación de gotas 
lipídicas, la vía de señalización de PPAR, la síntesis de cuerpos cetónicos, en la vía de señalización de la 
insulina y algunas vías relacionadas con el metabolismo de la glucosa [221]. Estos estudios demuestran 
que el consumo de las HFD altera el transcriptoma de las células de diferentes tejidos y que se activan 
mecanismos similares, asociados al metabolismo energético y procesos inflamatorios. 

Respecto a los cambios en el transcriptoma de las células del sistema nervioso central inducidos 
por las HFD, Yoon et al. utilizaron la corteza cerebral de ratones sometidos a este tipo de dietas, para 
caracterizarlos. Este grupo reporta la activación de vías inflamatorias y de lípidos como la de PPAR y 
MAPK, así como la disminución en procesos asociados a actividad neuronal. Sin embargo, en este estudio 
no se puede diferenciar el tipo de células que más contribuyen a los cambios transcripcionales observados 
[24]. De manera interesante, el estudio del transcriptoma de ratones transgénicos para la EA sometidos a 
HFD, además de mostrar nuevamente la activación de mecanismos asociados a la inflamación y aumento 
en la deposición de placas Aβ, muestra que procesos asociados a la memoria y aprendizaje, como la 
transmisión sináptica, morfología de neuritas y potenciación a largo plazo (LTP), se encuentran disminuidos 
mientras que la pérdida y muerte neuronal están aumentados [222]. Los datos de ambos grupos sugieren 
que existe una conexión entre el consumo de HFD y procesos asociados a inflamación y envejecimiento 
patológico del sistema nervioso central y neurodegeneración. 

Los estudios transcriptómicos evalúan el efecto de las HFD y no de sus componentes por sí solos. 
Esta distinción es importante para conocer la contribución de los componentes ante los cambios 
observados con el consumo de las HFD. Algunos grupos han reportado el efecto del AP a nivel 
transcriptómico en modelos celulares de tejido periférico y se replican algunos de los resultados obtenidos 
con las HFD. En un estudio en cultivos de hepatocitos humanos expuestos a AP, se encontró una alteración 
en genes asociados a transporte lipídico, lipogénesis, crecimiento de gotas lipídicas, metabolismo de 
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glucosa y ácidos grasos [223]. Resultados similares se encontraron en cultivos primarios de islotes 
pancreáticos humanos expuestos a dosis no tóxicas de AP, donde genes relacionados al metabolismo de 
la glucosa y los lípidos se encuentran sobre-expresados [224]. Otro grupo reportó los efectos del AP en el 
transcriptoma de una línea celular de mioblastos donde el AP produjo la activación de múltiples procesos 
celulares donde participan citocinas, así como en la apoptosis y  en la vía de señalización de la 
insulina/PI3K [225].  

Finalmente, existe un trabajo sobre el transcriptoma de neuronas del núcleo arcuato del hipotálamo 
cuando los ratones son expuestos a HFD. En este, Peng et al. reportan una activación en vías de 
inflamación y del metabolismo de lípidos [226]. A pesar de que este trabajo en neuronas empieza a 
esclarecer cómo podría ser la respuesta transcriptómica para integrar los efectos de las HFD, es de suma 
importancia caracterizar qué tanto la respuesta de neuronas ante la exposición a SFA, como el AP, replica 
lo observado por las HFD y cómo se afecta el transcriptoma de neuronas que no pertenecen a estructuras 
involucradas en la regulación del metabolismo periférico y que son afectadas en gran medida por 
enfermedades neurodegenerativas. Todo esto considerando la gran asociación que existe entre las 
condiciones metabólicas, como resistencia a la insulina y diabetes como factor de riesgo para el desarrollo 
de las enfermedades neurodegenerativas, como la EA. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
El consumo de dietas ricas en SFA se ha asociado al deterioro cognitivo y desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas debido a que el cerebro es altamente sensible a cambios en el metabolismo 
energético. No obstante, hasta la fecha se conoce muy poco sobre cómo ciertos componentes de estas 
dietas, como el AP, altera los procesos moleculares y celulares de las neuronas. Por lo tanto, dados los 
efectos pleiotrópicos de este ácido graso en tejidos periféricos, es importante caracterizar la respuesta 
metabólica y los cambios en el transcriptoma neuronal que nos acerquen a comprender mejor cuáles 
alteraciones neuronales pueden llevar a un envejecimiento patológico y contribuir al desarrollo de 
enfermedades degenerativas, como la EA. 

Preguntas de investigación:  

¿Cuál es la respuesta metabólica, transcriptómica y celular de neuronas hipocampales expuestas a una 
concentración elevada de AP?  

¿Cómo contribuye lo anterior a la expresión de marcadores bioquímicos de EA? 

 

3. HIPÓTESIS 
La exposición a concentraciones altas no citotóxicas del AP modifica el metabolismo energético neuronal, 
e induce la expresión diferencial de genes asociados con vías del metabolismo lipídico, inflamatorias y de 
procesos asociados a envejecimiento patológico y neurodegeneración. 

 

4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo general 
Caracterizar los cambios en el metabolismo energético neuronal, en la expresión de marcadores de la EA 
y en el transcriptoma ante una exposición a AP.  

4.2 Objetivos particulares 
1. Caracterizar los cambios metabólicos en neuronas de hipocampo después de la exposición a AP 

analizando componentes del metabolismo energético. 
2. Estudiar las modificaciones en la expresión, actividad y localización de Bace1 como resultado de 

la exposición neuronal al AP. 
3. Caracterizar el efecto del AP sobre el perfil transcripcional de las neuronas hipocampales y la 

repercusión en los procesos celulares de los genes diferencialmente expresados. 
4. Validar los cambios en la expresión de algunos de los genes implicados en los procesos biológicos 

identificados. 
5. Proponer el mecanismo a través del cual el AP compromete la funcionalidad neuronal. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
El modelo experimental utilizado fue cultivos primarios de neuronas de hipocampo. Todos los experimentos 
se realizaron a los 12 días in vitro (DIV). A continuación, se muestra un esquema del diseño experimental 
general. 

 

Figura 8 Diseño experimental. Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo (inmunodetección de Tuj1 como marcador de 
neuronas maduras) cultivados por 12 días sin cambio de medio. A los 12 DIV se les agregaron diferentes compuestos: AP, MP o 
EX527. 24 horas después de los tratamientos con AP o MP o 12 horas después del tratamiento con EX257, los cultivos se extrajeron 
para realizar los diferentes experimentos. 

 

5.1 Cultivo celular 
Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo fueron obtenidos a partir de embriones de rata Wistar 
entre los días 16 a 18 de gestación. Todos los animales se manejaron con el cuidado establecido según 
las normas y reglamentos para evitar el sufrimiento establecidas por la Comisión Nacional de Bioética de 
México y con la aprobación del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio 
(CICUAL, protocolo de ética No. 171). Una vez que se sacrificó a la rata gestante por decapitación y se 
extrajo a los embriones del útero, se decapitaron con tijera y se obtuvo el cerebro. Estos se colocaron en 
una caja Petri con solución #1 y, con la ayuda de un microscopio estereoscópico, se realizó la disección de 
los hipocampos manteniéndolos en todo momento en la solución #1. Finalmente, se “limpió” el hipocampo 
para eliminar los restos de meninges, se transfirieron a una caja Petri y se procedió a la obtención de la 
suspensión celular de acuerdo con el siguiente protocolo:  

1. Retirar solución Krebs (solución #1) 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. 
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6. Agregar a un vaso de precipitados con el tamiz (Cell Strainer Corning®, 40 μM Nylon, REF. 
431750) 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 mm x 15 mm a una densidad de 6 millones de células por caja. Las cajas se incubaron 
previamente con poli-L-lisina (10 µg/mL en PBS estéril) a 37 °C durante 2 a 24 horas. Las neuronas en 
cultivo se mantuvieron con medio de cultivo Neurobasal (Gibco #21103049) suplementado con 2% B27 
(Gibco #17504044), 0.5 mM L-Glutamina (Gibco #25030081) y 20 µg/mL de penicilina/estreptomicina 
(Gibco #15140122). A los 3 DIV se les agregó arabinósido de citosina (Sigma #C1768) a una concentración 
final de 10 μM para inhibir la proliferación de células no neuronales. Previamente se ha determinado que 
la población de astrocitos en estos cultivos es menor al 5%, medido por inmunofluorescencia contra la 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (datos no mostrados). Las neuronas se mantuvieron por 12 DIV a 37 °C 
en una atmósfera húmeda con 5% CO2/95% aire. 

5.1.1 Soluciones necesarias para realizar el cultivo primario de neuronas 
Las cantidades de las soluciones son para realizar el cultivo neuronal a partir de 5 a 7 embriones. 

Tabla 1 Soluciones para realizar el cultivo primario de neuronas de hipocampo. 

Para 50 mL de Solución Krebs (10x) 

1.21 M - 3.585 g NaCl 
0.0048 M - 0.18 g KCl 
0.0122 M - 0.082 g KH2PO4 
0.254 M - 1.07 g NaHCO3 
0.142 M - 1.285 g Glucosa 
0.00042 M - 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 (Sigma #T9201-1G) 

 

Solución #3 

10 mL Solución #1 
5.2 mg Inhibidor SBT (Gibco #17075-029) 
100 µL MgSO4 3.8% 
0.8 mg DNAsa I (Sigma #TD5025-150KU) 

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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5.2 Tratamiento de los cultivos primarios de neuronas de hipocampo 
A los 12 DIV los cultivos neuronales fueron tratados con diferentes dosis de AP (Sigma #P0500-10G), con 
metilpalmitato (Sigma #P5177-5G) o EX527 (Sigma #E7034-5mg). El AP y el metilpalmitato (MP) se 
prepararon al momento de ser utilizados a una concentración de 200 mM en 100% etanol. Después se hizo 
una dilución (5 mM) tomando 12.5 µL del stock 200 mM en 500 µL de PBS/BSA 10%, se incubó a 37 °C 
por lo menos 2 horas hasta disolverse (conjugación del AP o MP con la albúmina). Con este conjugado de 
ácido graso/BSA se realizaron los tratamientos. Para el AP, las concentraciones finales en el cultivo fueron 
de 100 hasta 300 μM para los ensayos de MTT y 200 μM para el resto de los experimentos; para el MP se 
utilizó una concentración de 200 μM final en los cultivos. El vehículo PBS/BSA 10% fue utilizado como 
condición control en todos los experimentos y el BSA tuvo una concentración final en el cultivo de 0.4%. El 
EX527 se preparó con dimetilsulfóxido (DMSO; concentración final en cultivo de 0.01%) y se dejó equilibrar 
a temperatura ambiente por lo menos 1 hora previa a su aplicación a los cultivos. La concentración final en 
cultivo utilizada del EX527 fue de 50 μM y se trataron las neuronas por un periodo de 12 horas. 

5.3 Ensayo de actividad oxido-reductora mitocondrial (reducción de MTT) 
Los cultivos celulares se incubaron con 100, 150, 200 ó 300 µM de AP a los 12 DIV. 24 horas después se 
les agregó sales de tetrazolio MTT (solución stock: 5 mg/mL en PBS estéril) a una concentración final de 
0.5 mg/mL. 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 2 alícuotas de 200 µL de cada pozo, se colocaron en una placa de 96 pozos y se leyeron en un 
espectrofotómetro a 570 nm. 

5.4 Cuantificación del consumo de glucosa 
La concentración de glucosa a lo largo de los DIV del cultivo neuronal y antes y después del tratamiento 
con AP y MP se obtuvo con el sistema Accu-Chek de Roche. Para evitar la interferencia con las lecturas, 
se utilizó el Neurobasal sin Rojo Fenol. 1 μL del medio de cultivo se colocó en la tira reactiva del sistema 
Accu-Chek para la cuantificación. Las mediciones se hicieron por triplicado técnico y quintuplicado 
biológico. 

5.5 Cuantificación de la relación NAD+/NADH 
Para cuantificar la relación NAD+/NADH se utilizó un kit colorimétrico de Abcam (#ab65348). Después de 
24 horas del tratamiento con AP o MP (200 µM) se les retiró el medio de cultivo y se siguieron las 
instrucciones para aislar el NAD+ y el NADH, de acuerdo con el fabricante. Brevemente, los cultivos 
neuronales se lavaron una vez con PBS frío. Se desechó el PBS y se agregaron 400 µL del Buffer de 
extracción de NAD+/NADH en la misma caja de cultivo en que fueron sembradas las neuronas. Se hicieron 
dos ciclos de congelamiento/descongelamiento (20 minutos en hielo seco seguido de 10 minutos a 
temperatura ambiente). Se transfirió la muestra a tubos Eppendorff, se agitaron en vórtex 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 (incluida en el kit, basada en la reacción enzimática de amplificación de la NAD sintasa y la 
alcohol deshidrogenasa [227]) 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 en un espectrofotómetro. 
Cada lectura de la muestra se hizo por duplicado. 
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5.6 Cuantificación de la tinción de Rojo Oleoso O 
La detección de cuerpos lipídicos se realizó mediante la tinción de Rojo Oleoso O (Sigma-Aldrich). El Rojo 
Oleoso O fue preparado como una solución Stock al 5% en isopropanol en constante agitación toda la 
noche a 4°C. La solución se filtró a través de un Filtro Whatmann® y una dilución 6:4 (Rojo Oleoso O/Agua 
Mili-Q) se preparó y se incubó a temperatura ambiente por al menos 20 minutos previos a su uso. La 
solución se filtró a través de un filtro Millex-GP® de 0.2 µm. Para la tinción, el medio de cultivo fue retirado 
y las células se lavaron dos veces con PBS e inmediatamente fijadas con PFA 4%/PBS toda la noche a 
4°C. Después, el PFA se retiró y las células fueron lavadas con PBS y una vez con isopropanol al 60%. 
Luego, las células se dejaron secar y una vez completamente secas, se agregó la solución de Rojo Oleoso 
O durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, el colorante se removió y las células se lavaron 
con agua bidestilada hasta que el fondo de la placa estuviera claro. Para su cuantificación, se utilizó 
isopropanol puro para solubilizar el colorante atrapado en los cuerpos lipídicos. La absorbancia de esta 
solución fue detectada en un espectrofotómetro a 520 nm. 

 

5.7 Western Blot 
Se realizó la extracción de proteínas de los cultivos celulares con buffer de lisis RIPA (50 mM TRIS, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 0.5% deoxicolato de sodio, 1% NP-40, complete inhibitor cocktail de Roche Diagnostics). 
Se sonicaron y se cuantificaron por el método de Lowry modificado (BioRad #500-0114). Se realizó la SDS-
PAGE cargando la misma cantidad de proteína por muestra en geles de acrilamida al 10 ó 12%. Las 
proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (Immun-Blot® LV PVDF BioRad #162-0264) 
previamente hidratada con metanol y estabilizada en Buffer de Transferencia Towin sin SDS. Una vez 
terminada la transferencia húmeda, se bloqueó la membrana con BSA 5% en TBS – Tween 0.1% toda la 
noche a 4 °C. Se incubaron los anticuerpos BACE1, NF-kB p65 K310ac, NF-κB p65, SIRT1 o PPARγ 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 (Santa Cruz #sc-2030) y Anti-mouse HRP IgG 
(Santa cruz #sc-2005) 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® mediante 
la cuantificación del área bajo la curva que refleja la densidad por pixeles de las bandas observadas en las 
placas sensibles a quimioluminiscencia.   

5.7.1 Descripción de Anticuerpos utilizados para Western Blot 
Tabla 2 Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas 

Anticuerpo 
primario 

Especie Marca Anticuerpo 
primario 

Anticuerpo 
secundario 

Acetyl-NF-κB p65 
(Lys 310) 

Anti-conejo (Rabbit) Cell Signaling (#3045) 1:500 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 

SIRT1 Anti-ratón (Mouse) Cell Signaling (#8469) 1:500 1:10000 

PPARγ Anti-conejo (Rabbit) Cell Signaling (#2443) 1:500 1:10000 

Actina Anti-ratón (Mouse) Sigma (#A5316) 1:2000 1:10000 
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5.8 PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
Se extrajo el RNA total mediante el método de TRIZol® (Life technologies) de acuerdo con las instrucciones 
del proveedor. Brevemente, se agregaron 500 μL de TRIZol a cada caja de 60 mm x 15 mm. Se rasparon 
las células y se congelaron a -20 °C durante 1 día. Se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C 
y se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregaron 200 μL por mL de TRIZol de cloroformo frío, 
se agitaron fuertemente durante 15 segundos y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 5 
minutos. Se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C y se transfirió la fase acuosa a un tubo 
nuevo (la fase orgánica e interfase se pueden almacenar para la extracción de proteínas y DNA). Se 
agregaron 500 μL de isopropanol frío y se mezcló por inversión suave. Se dejó incubar por 10 minutos a 
temperatura ambiente. Se centrifugó a 12000 g durante 10 minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadante y 
se lavó el pellet formado con 1 mL de etanol al 70%. Se centrifugó a 10000 g por 5 minutos a 4°C y se 
descartó el sobrenadante. Este último paso se repitió de 2 a 3 veces. Se dejó secar el pellet, no por 
completo, al aire libre y se agregaron 30 μL de agua libre de RNAsas. Se dejó incubar durante 20 a 40 
minutos a 55°C para disolver el pellet. Posteriormente, la cuantificación de la concentración de mRNA se 
realizó utilizando el NanoDrop 2000 de ThermoScientific. Después se evaluó la integridad del RNA extraído 
con un gel de agarosa al 1.2% en condiciones desnaturalizantes con urea (200 mM concentración final en 
la mezcla con la muestra). Una vez comprobada la integridad del RNA extraído se realizó la reacción de 
retrotranscripción con 1000 ng de RNA 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. 

5.8.1 Secuencias de los primers 
Tabla 3 Descripción de los primers utilizados para la cuantificación del mRNA por qRT-PCR 

Gen Número de acceso  Secuencia blanco en el mRNA Secuencia de los primers 

Bace-1 NM_019204.2 
F: reconoce la unión del exón 5 con el exón 6. 

R: reconoce el exón 6. 

F: 5’-AATGGACTGCAAGGAGTACAACTA-3’ 

R: 5’-CTTTCTTGGGCAAACGAAGGT-3’ 

Sirt1 NM_001372090.1 
F: reconoce el exón 5. 

R: reconoce la unión del exón 5 con el exón 6. 

F: 5’-AGAGCCATGAAGTATGACAAAGAT-3’ 

R: 5’TGGGGTATAGAACTTGGAATTAGTG-3’ 

Angptl4 NM_199115.2 
F: reconoce el exón 6. 

R: reconoce el exón 7. 

F: 5’-GGACCTTAACTGTGCCAAGA-3’ 

R: 5’-TTTTCCAGAAGATCCCCTTT-3’ 

Hmgcs2 NM_173094.2 
F: reconoce el exón 9. 

R: reconoce el exón 10. 

F:5’-ACCTTGAACGAGTGGATGAG-3’ 

R:5’-CACCGCAGAGCAGATCCTAT-3’ 

Rnf145 NM_001105778.2 
F: reconoce el exón 10. 

R: reconoce la unión del exón 10 y el exón 11.  

F: 5’-TTACAACGTGTGGCTTCGTG-3’ 

R: 5’-GATCACAGCGGATTTCATGTC-3’ 

Ugt8 NM_019276.3 
F: reconoce el exón 5. 

R: reconoce el exón 6. 

F: 5’- AGTACAGGCGAAAGGCATGG-3’ 

R: 5’-ATCTGATGGACAGCCGAACG-3’ 

Gapdh NM_017008.4 
F: reconoce la unión del exón 6 con el exón 7. 

R: reconoce el exón 7. 

F: 5’-GCCTGGAGAAACCTGCCAA-3’ 

R: 5’-CTTTAGTGGGCCCTCGGC -3’ 
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5.9 Secuenciación de RNA 
El RNA fue cuantificado utilizando el Qubit 2.0 (Invitrogen, USA) y la calidad fue evaluada utilizando Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA). Solo las muestras con un Número de Integridad de RNA 
(RIN) > 8.0 se utilizaron. Las librerías fueron construidas utilizando 500 ng de RNA, con el kit “Truseq 
Stranded mRNA prep kit” de Illumina, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las librerías fueron 
secuenciadas utilizando el equipo Illumina HiSeq2500 en “Pair-end” (2x125 bases). La profundidad de la 
secuenciación fue de >25 millones de lecturas.  

5.10 Análisis del RNAseq 
Para analizar el transcriptoma de las neuronas, primero las lecturas de baja calidad fueron filtradas 
utilizando trimmomatic v.0.39. Las lecturas se mapearon al genoma de la rata con STAR v.2.7.1a y también 
al transcriptoma de la rata con Salmon v.0.14.1, utilizando la versión Rnor6 con anotaciones de ensembl 
versión 6.0.95. El nivel del conteo de genes de las lecturas mapeadas al genoma fue cuantificado utilizando 
featureCounts del paquete rsubread. El análisis de la expresión diferencial fue realizado con DEseq2 y 
edgeR, con un diseño pareado ~ espécimen + tratamiento. Los genes diferencialmente expresados (DGE) 
fueron definidos como FDR < 0.1 y |Log2FC| >= 0.5. Los genes con expresión baja fueron filtrados del 
estudio previo al análisis con edgeR y usando la función filterByExpr y la matriz de diseño. Los términos de 
Gene Ontology (GO-term) y la sobre-representación de vías (enriched pathways) se realizó con el paquete 
clusterProfiler Bioconductor en todos los genes encontrados diferencialmente expresados en al menos 1 
de los 4 pipelines definidos. Para el “Gene Set Enrichment Analysis” (GSEA) se utilizaron todos los genes 
expresados ordenados por su DE -log10 p-value.  

5.11 Ensayo tipo Fluorescencia de Reflexión Interna Total (TIRF) para la actividad de BACE1 
La actividad de BACE1 se determinó con un kit fluorométrico de actividad de Bace1 de Abcam (ab65357) 
que contiene un péptido con dos moléculas reporteras, EDANS y DABCYL. Dada la proximidad de ambas 
moléculas en el péptido completo, la señal fluorescente del EDANS es absorbida por el DABCYL evitando 
que pueda detectarse. Al llevarse a cabo la proteólisis del péptido por BACE1, ambas moléculas reporteras 
se alejan y la fluorescencia del EDANS puede ser detectada. Brevemente, después de las 24 horas de 
exposición a AP, el medio de cultivo fue removido y las células se lavaron dos veces con PBS frío. El buffer 
de extracción (incluido en el kit) se agregó a las células y se homogenizaron suavemente con una pipeta. 
Las células se incubaron en el buffer de extracción durante 30 minutos y se centrifugaron por 5 minutos a 
4 °C. El sobrenadante se recolectó en un tubo nuevo. Las muestras fueron analizadas en una placa de 96 
pozos obscura con fondo transparente. En los pozos, a cada muestra se le añadió buffer de reacción 
(incluido en el kit) y el sustrato de la β-secretasa (el péptido con las dos moléculas reporteras incluido en 
el kit fluorométrico). Además, en cada ensayo se incluía un pozo control sin la muestra para restar la lectura 
de la mezcla del buffer de extracción, buffer de reacción y el sustrato de la β-secretasa. La fluorescencia 
fue cuantificada cada 15 minutos durante 1 hora utilizando un lector de microplacas a Ex/Em=335/495 nm. 

5.12 Inmunofluorescencia 
Para evaluar la morfología neuronal y la distribución de las proteínas MAP2 y BACE1 las neuronas se 
sembraron sobre cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lisina (10 µg/mL en PBS estéril) y 
esterilizados en cajas de 12 pozos. Después del tratamiento con AP, el medio de cultivo fue removido y las 
células fueron lavadas tres veces con PBS frío. Luego, las células se fijaron con PFA 1%/PBS frío por 5 
minutos y se lavaron tres veces con PBS. Las células se permeabilizaron con 0.3% Triton X-100/PBS 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células se incubaron con solución de bloqueo (para MAP2: 
BSA 4%/PBS; para BACE1: Suero de caballo 1%/PBS) en agitación suave por 1 hora a temperatura 
ambiente. Durante toda la noche a 4°C se incubaron las células con anti-MAP2 (Millipore #MAB378) o anti-
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BACE1 (Cell Signaling #5606) en solución de bloqueo. Después se lavaron tres veces con 0.3% Triton X-
100/PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario respectivo Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse 1:1000 
(Invitrogen #A21202) o Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1:1000 (Invitrogen #A27034) durante 2 horas a 
temperatura ambiente. Inmediatamente los núcleos fueron tenidos con DAPI en PBS por 10 minutos a 
temperatura ambiente. Las células fueron lavadas tres veces con PBS y se cubrieron con medio 
fluorescente de montaje (DAKO). Los controles negativos fueron realizados excluyendo la incubación del 
anticuerpo primario del procedimiento.  

5.12.1 Tratamiento de cubreobjetos para cultivo de neuronas 
Es necesario tratar los cubreobjetos para permitir que las neuronas se adhieran adecuadamente. Para esto 
se realizan los siguientes pasos: 

1. Colocar los cubreobjetos en un recipiente de cristal con pinzas. Evitar el contacto de los 
cubreobjetos con las manos. 

2. En un vaso de precipitados agregar extrán al 5% en agua y dejar por toda la noche. 
3. Lavar con agua estéril por 30 minutos en agitación. Cada 10 minutos hacer cambio de agua. 
4. Después lavarlos con alcohol etílico al 95% y ácido acético al 5% durante 30 minutos en agitación. 
5. Lavarlos con alcohol etílico al 95% en agua durante 15 minutos en agitación. 
6. Mantenerlos etanol absoluto durante toda la noche. Asegurarse de que siempre los cubreobjetos 

estén cubiertos por etanol. 
7. Descartar el alcohol del vaso, tapar el vaso con papel aluminio y esterilizar en autoclave. Dejar 

secar y enfriar sin destapar el vaso. 
8. Colocar los cubreobjetos en el fondo de la caja Petri o cajas de pozos utilizando las pinzas y en 

campana de cultivo. Agregar la dilución de poli-L-lisina de trabajo (10 µg/mL en PBS estéril) y dejar 
en la incubadora una noche antes de realizar el cultivo. 

5.13 Microscopía confocal y cuantificación de la distribución de BACE1 
Las observaciones se hicieron con el microscopio confocal Nikon A1R (Nikon Instruments Inc) con los 
objetivos Plan Apo 20× (N.A. 0.75), Plan Apo 40 x oil (N.A. 0.95) y Plan Apo 60× water (N.A. 1.2). Las 
imágenes digitales fueron obtenidas con el NIS-Element C imaging software (Nikon). Imágenes digitales 
XYZ se adquirieron para las inmunofluorescencias de cada proteína por separado (BACE1 o MAP2). 

Para la cuantificación de la distribución de BACE1 se siguió una metodología reportada [228]. Brevemente, 
por campo se seleccionó una neurona madura con neuritas largas y árbol dendrítico bien desarrollado. Se 
realizaron proyecciones en Z de cada imagen y por neurona se trazaron segmentos lineales de 1 pixel de 
ancho a lo largo de 50 micrómetros de una neurita aleatoria. Veinte imágenes de cultivos independientes 
fueron cuantificadas por condición experimental (n=3) para un total de 60 neuronas por condición. Se 
cuantificó la intensidad de fluorescencia con el software ImageJ®.  

5.14 Fraccionamiento nuclear 
Para comenzar a caracterizar el enriquecimiento de PPARγ en el núcleo como una medida de su activación 
se realizó un fraccionamiento nuclear utilizando el kit Nuclear Extraction Kit (Millipore #2900). Brevemente, 
utilizando un Scraper se removieron las neuronas y se recolectaron en un tubo de 15 mL para centrífuga. 
Se realizaron dos lavados, cada uno con dos volúmenes de PBS frío. Se centrifugó a 250 x g por 5 minutos 
a 4 °C. Se estimó el volumen del pellet y se agregaron 5 volúmenes de pellet del buffer de lisis 
citoplasmático (incluido en el kit y previamente suplementado con 0.5 mM DTT y un cocktail de inhibidores 
de proteasas). Se resuspendió el pellet por inversión lenta y suave. Se dejó incubar por 15 minutos en hielo 
y al término de este tiempo se centrifugó a 250 x g por 5 minutos a 4 °C. Se desechó el sobrenadante y se 
resuspendió el pellet en dos volúmenes de pellet de buffer de lisis citoplasmático frío. Con la ayuda de una 
jeringa de insulina se resuspendió el pellet, evitando hacer espuma. Esto se realizó de 5 a 10 veces. A 
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continuación, se centrifugó a 8,000 x g por 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se guardó a -80 °C ya que 
contenía la fracción citoplasmática. El pellet restante se resuspendió en 2/3 del volumen de pellet original 
con buffer de extracción nuclear frío (incluido en el kit y previamente adicionado con 0.5 mM DTT y un 
cocktail de inhibidores de proteasas). Con la ayuda de una jeringa de insulina se resuspendió el pellet, 
evitando hacer espuma. Esto se realizó de 5 a 10 veces. Una vez realizado esto, se colocó la muestra en 
un agitador orbital a baja velocidad durante 60 minutos a 4 °C. Finalmente, se centrifugó la muestra a 
16,000 x g durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se guardó a -80 °C ya que es la fracción nuclear. 

5.15 Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó usando el software GraphPad Prism 5 ® (La Jolla, CA, EU) para todos los 
experimentos, exceptuando los análisis transcriptómicos. Todos los resultados se expresaron como el 
promedio ±SEM de por lo menos n = 3 de cultivos independientes. Se utilizó la prueba de Mann-Whitney 
para la evaluación estadística de todos los experimentos, excepto para la cuantificación del consumo de 
glucosa (prueba pareada de Wilcoxon) y para la cuantificación del índice NAD+/NADH (ANOVA de una vía 
con la prueba de Kruskal-Wallis). El valor de significancia para el análisis de los resultados obtenidos se 
indica en cada gráfica. 

 

6. RESULTADOS 
6.1 Cambios metabólicos en las neuronas hipocampales tras la exposición a AP. 

Primero se analizó el efecto en la viabilidad neuronal de la exposición a diferentes concentraciones 
de AP por 24 horas mediante el ensayo de reducción de MTT. No se observaron efectos tóxicos con 
concentraciones de hasta 200 μM ni cambios morfológicos evidentes (Anexo 1, Fig. 20). Sin embargo, con 
la dosis de 300 μM se observó una reducción en la viabilidad de las neuronas hipocampales de 
aproximadamente el 40% (Fig. 9a). Dado lo anterior, las dosis de 150 y 200 μM mostraron ser adecuadas 
para estudiar los efectos del AP además de ser concentraciones que se han reportado en el plasma y 
líquido cefalorraquídeo de pacientes diabéticos y con obesidad.[47–50]  

 

Figura 9 Disminución en el consumo de glucosa y la cantidad de NAD+ tras la exposición al AP. (a) La viabilidad neuronal fue 
evaluada mediante el ensayo de MTT después de 24 horas de exposición a diferentes concentraciones de AP. (b) La glucosa del 
medio de cultivo disminuye a lo largo de los DIV. (c) A los 12 DIV el AP y el MP reducen el consumo de glucosa por parte de las 
neuronas. (d) El índice NAD+/NADH disminuyó después de 24 horas de exposición a 200 μM con AP, pero no con MP. Los datos son 
el promedio ± S.E.M. de 3 a 5 cultivos neuronales independientes por duplicado. *P<0.05 vs. Condición control. 
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Las neuronas utilizan a la glucosa como principal fuente energética y dado que no existe evidencia 
clara sobre el uso de los SFA como sustratos energéticos, se mantuvieron los cultivos neuronales durante 
12 DIV sin cambio de medio para que se redujera la concentración de glucosa (Fig. 9b) y posiblemente 
utilizaran al AP como sustrato energético. Adicionalmente, se utilizó el MP como control de los 
experimentos metabólicos, ya que es un análogo del AP que puede ser internalizado pero que no se 
metaboliza. Pasados los 12 DIV se cuantificó el consumo de glucosa por parte de las neuronas en un 
periodo de 24 horas con y sin AP o MP. Después de haber expuesto a las neuronas al AP o al MP, el 
consumo de glucosa fue significativamente menor comparado con el grupo control (Fig. 9c). Esto sugiere 
que las neuronas pueden internalizar ácidos grasos en sus diferentes formas químicas en condiciones 
donde la concentración de glucosa es baja y la de los SFA se incrementa. 

Finalmente, dado que el sistema redox celular es de suma importancia para el metabolismo 
energético neuronal, se cuantificó el índice NAD+/NADH tras 24 horas de tratamiento con AP o MP. 
Solamente se observó una reducción en este índice cuando las neuronas hipocampales están expuestas 
a AP y no con el MP (Fig. 9d), indicando que la internalización del AP y no del MP altera el metabolismo 
energético neuronal. 

6.2 El AP se asocia con una disminución en el contenido y actividad de SIRT1. 
 La actividad de SIRT1 está estrechamente ligada con el contenido intracelular de NAD+ por lo que 
una alteración en esta molécula afecta las funciones de la HDAC. Previamente se cuantificó el contenido 
proteico de SIRT1 (Fig. 10a), así como su actividad mediante el análisis de un blanco específico: la 
acetilación en la lisina 310 (K310ac) de p65 (Fig. 10c). Los niveles de SIRT1 disminuyeron y la K310ac de 
p65 se observó aumentada, ambas de manera dependiente de la dosis. Este último dato, se observó 
también cuando las neuronas fueron tratadas con un inhibidor específico de SIRT1, EX527, a una dosis de 
50 μM (Fig. 10d) y en ausencia de AP. Adicional a esto, se observó un aumento en el mRNA de Sirt1 
cuando las neuronas son expuestas por 24 horas al AP (Fig. 10b). Estos datos sugieren que condiciones 
metabólicas que afecten el balance NAD+/NADH intracelular pueden ser detectadas por proteínas como 
SIRT1, modulando su actividad y alterando la función de factores de transcripción, como p65. 

 

Figura 10 SIRT1 cambia su contenido, expresión y actividad en neuronas hipocampales tras la exposición a AP. (a) La cantidad de 
proteína de SIRT1 disminuye después de 24 horas de exposición a 150 ó 200 μM de AP, mientras que su mRNA (b) incrementa con 
las mismas condiciones. Además, la exposición a AP (c) o al inhibidor de SIRT1 EX527 (d) incrementa la K310ac de p65, reflejando 
la actividad inhibitoria de la actividad de SIRT1 por parte de ambos compuestos. Los resultados son el promedio ± S.E.M. de 3 
experimentos independientes. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Condiciones control.  
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6.3 La actividad y localización de BACE1 se modifican cuando las neuronas son expuestas al 
AP. 

Existen estudios que reportan la participación de SIRT1 a diferentes niveles en la regulación de las 
proteínas implicadas en el procesamiento amiloidogénico y no amiloidogénico de la APP. Dado esto, se 
caracterizó el efecto de la exposición neuronal al AP en la expresión génica, actividad y localización de la 
enzima BACE1 que está implicada en el procesamiento amiloidogénico de la APP. El mRNA de Bace1 
mostró un ligero incremento con ambas dosis de AP (Fig. 11a) mientras que la dosis de 200 μM de AP 
indujo un aumento significativo en la cantidad de proteína de BACE1 (Fig. 11b), dato que previamente se 
había observado en el laboratorio en este mismo modelo de neuronas de hipocampo [229]. Adicionalmente, 
la actividad de BACE1 se encontró aumentada cuando las neuronas se expusieron a 200 μM de AP (Fig. 
11c). Para comprobar que SIRT1 aumentaba el contenido proteico de BACE1, se trataron a las neuronas 
con un inhibidor específico de esta HDAC, el EX527. Este compuesto incrementó la cantidad de BACE1 
(Fig. 11d), mostrando resultados similares que el AP (Fig. 11b). 

 

Figura 11 El AP induce cambios en BACE1. (a) Después de 24 horas de tratamiento con AP, el mRNA de Bace1 incrementa 
ligeramente, (b) pero la proteína y (c) la actividad enzimática aumentan significativamente con 200 μM de AP. (d) El incremento 
en la cantidad proteica de BACE1 también se observó cuando se agrega el inhibidor de SIRT1 EX527. Los resultados son el promedio 
± S.E.M. de 3 a 6 experimentos independientes. *P<0.05 vs condiciones control. 

La localización de BACE1 en la neurona es importante ya que su actividad ocurre preferentemente 
en las terminales sinápticas. Dado esto, se caracterizó la localización de BACE1 después del tratamiento 
con el AP (Fig. 12a). El tratamiento de las neuronas hipocampales con este SFA generó que BACE1 tuviera 
una mayor localización en las neuritas sin cambio alguno en el soma comparado con la condición control 
(Fig. 12b). Estos resultados muestran que el AP a través del metabolismo energético puede inhibir a SIRT1 
y activar a BACE1. Además, el incremento en el contenido de BACE1 puede observarse localizado 
preferentemente en las neuritas, donde podría procesar a la APP para generar los fragmentos Aβ. 
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Figura 12 El AP induce la relocalización de BACE1 hacia las neuritas. (a) BACE1 se observa con una localización predominante en el 
soma (a, panel izquierdo). Tras un tratamiento de 200 μM de AP, la proteína BACE1 se concentra preferentemente en las neuritas 
(a, panel derecho). (b) La cuantificación de la intensidad de la fluorescencia del soma o a lo largo de 50 μm de una neurita aleatoria 
por neurona. Verde = BACE1, azul = núcleo, las flechas blancas señalan la neurita que fue seleccionada al azar para la cuantificación 
de la intensidad de la fluorescencia. Los resultados son el promedio ± S.E.M. de 20 neuronas por condición de 3 experimentos 
independientes. **P<0.01 vs condición control. 

 

6.4 La morfología neuronal no se altera con una dosis no citotóxica de AP 
Para continuar caracterizando los cambios neuronales inducidos por la exposición al AP, se 

realizaron inmunofluorescencias para observar y determinar si existen consecuencias morfológicas en la 
integridad de las neuritas tras el tratamiento de 24 horas. Este análisis cualitativo reveló que la distribución 
de la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2) se localiza principalmente en las neuritas y no es tan 
abundante en el soma neuronal en la condición control y hasta con una dosis de 200 μM de AP (Fig. 13a), 
confirmando los resultados observados en campo claro (Anexo 1, Fig. 20). Sin embargo, las neuronas que 
fueron expuestas a una dosis de 300 μM de AP presentan un ligero aumento en la presencia de MAP2 en 
el soma y un patrón fragmentado de la continuidad de la proteína en las neuritas (Fig. 13a). Esta distribución 
anormal de MAP2 sugiere una interrupción del marcaje posiblemente por un hinchamiento localizado, que 
podría estar relacionada con los efectos tóxicos del AP previamente observados (Fig. 9a) con 300 μM. 
Adicional a esto, se estimó el contenido lipídico intracelular en las neuronas tras la exposición a AP 
mediante la tinción de Rojo Oleoso. La cuantificación espectrofotométrica reveló que el contenido de gotas 
lipídicas aumenta a las 24 horas de la exposición con AP (Fig. 13b). El aumento en la cantidad de rojo 
oleoso, la disminución del consumo de glucosa (Fig. 9c) y la reducción del índice NAD+/NADH (Fig. 9d) 
demuestran que las neuronas hipocampales pueden incorporar y metabolizar este SFA. 
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Figura 13 La morfología neuronal se preserva y hay presencia de cuerpos lipídicos en las neuronas después del tratamiento con AP. (a) Imágenes 
representativas de la inmunodetección de MAP2 (verde) y núcleos teñidos con DAPI (azul) obtenidas por microscopía confocal. Se observa la 
morfología de las neuritas después de 24 horas de tratamiento con el vehículo, 100 μM, 200 μM y 300 μM de AP. (b) Cuantificación 
espectrofotométrica de la tinción de Rojo Oleoso. *P<0.005. N=3. 

 

6.5 El AP genera cambios en el perfil transcripcional de las neuronas 
Una forma de integrar los efectos pleiotrópicos de algún compuesto es mediante la respuesta del 

transcriptoma celular. Sin embargo, los reportes sobre cómo el AP altera la regulación génica en su mayoría 
son en tejidos periféricos y escasos en neuronas. Por lo tanto, se realizó un RNAseq de 3 cultivos 
independientes, cada muestra pareada, condición “control” y experimental “24 horas de exposición a 200 
μM de AP” (n=3 por condición). Los métodos de mapeo tienen sensibilidades diferentes para detectar los 
cambios en la expresión, principalmente por el tipo de transcritos que pueden identificar [230]. El 
alineamiento al transcriptoma de los fragmentos secuenciados tiene una mayor sensibilidad para detectar 
variantes generadas por splicing alternativo que el alineamiento al genoma. Sin embargo, el alineamiento 
al genoma puede revelar transcritos no anotados. Dado esto, las secuencias se alinearon tanto al genoma 
como al transcriptoma de la rata. Adicionalmente, para cada tipo de alineamiento se emplearon dos 
métodos de análisis de expresión diferencial (DEseq2 y edgeR), ya que cada uno utiliza diferentes 
algoritmos de normalización para calcular la dispersión de los fragmentos secuenciados y así poder 
establecer la significancia estadística. Por lo tanto, la cantidad de genes diferencialmente expresados 
(DEGs) detectados puede variar según el método utilizado [231]. La combinatoria de los 2 tipos de 
alineamiento y los 2 tipos de análisis de expresión diferencial dieron como resultado 4 métodos para el 
análisis del RNAseq (Fig. 14a). Este análisis múltiple reveló que la expresión génica no se altera 
drásticamente (FDR<0.1; |Log2FC| >= 0.5) (Fig. 14), donde 45 genes incrementan su expresión y 30 genes 
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la reducen (Fig. 14a, b). Resultados similares se observaron en un modelo de islotes pancreáticos humanos 
tratados con AP donde a 24 horas de exposición cerca de 150 genes alteraban su expresión y el número 
aumentaba a lo largo de 7 días de exposición [232]. 

 

 

Figura 14 Cambios en el transcriptoma de las neuronas hipocampales expuestas al AP. (a) Número de DEGs encontrados con el 
RNAseq usando los diferentes métodos de análisis. (b) Gráfica de pastel mostrando el número y porcentaje de DEGs que están sub-
expresados y sobre-expresados. (c) Mapa de calor que muestra el agrupamiento jerárquico del grupo control (v) vs el experimental 
(PA). (d) Gráfica de volcán de los DEGs. Los genes que muestran una significancia estadística se encuentran por encima de la línea 
punteada verde y a la derecha o izquierda de las líneas punteadas rojas. 

 

Es interesante destacar que la cantidad de DEGs observada utilizando el método de análisis edgeR 
es mayor a comparación del método DEseq2 (Fig. 14a y Tabla 4). Esto se debe a los métodos que utilizan 
para estimar la varianza biológica y técnica de la muestra. DEseq2 toma el valor máximo/mínimo en cada 
muestra para crear una tendencia media y determinar si los cambios observados son estadísticamente 
significativos [231, 233, 234]. Dado esto, si la varianza es relativamente pequeña, el conteo lo considera 
como parte de la media, es decir sin cambios. En cambio, edgeR toma el valor máximo/mínimo detectado 
en cada gen para crear una tendencia media y determinar si los cambios observados son estadísticamente 
significativos [231, 233, 234]. Esto permite que edgeR considere tanto la varianza biológica como la técnica 
(varianza del experimentador) de una muestra, siendo este método el más adecuado para la identificación 
de los DEGs en el modelo experimental. Sin embargo, los métodos de análisis muestran algunos genes 
compartidos, por ejemplo, los cuatro identificaron a Angptl4, Ugt8 y Rnf145, mientras que los métodos de 
análisis que incluyeron a edgeR muestran algunos otros como Hmgcs2, Ccl2 e Insig1 (Tabla 4). Esto 
sugiere que hay genes desregulados fuertemente ya que se pueden identificar con cualquiera de los 4 
métodos de análisis. Aunque principalmente se observan genes con cambios sutiles en su expresión por 
lo que solo algunos de los métodos los detectaron. No obstante, todos estos genes son importantes para 
la respuesta neuronal ante una exposición a AP. 
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Tabla 4 Genes diferencialmente expresados encontrados en cada uno de los métodos de análisis y alineamiento al genoma o 
transcriptoma de la rata. 

 

Para observar si las muestras tienen un comportamiento similar se realizó un análisis de 
agrupamiento jerárquico de los DEGs encontrados con los métodos “Salmon + edgeR” y “STAR + fc + 
edgeR”. Con este análisis se observó que las muestras se agrupan según la condición experimental (control 
o tratamiento) con base en el perfil de expresión (Fig. 14c). De manera interesante se observa que dos 
muestras de cada grupo experimental (N1 y N3) tienen mayor similitud entre ellas que con la tercera 
muestra (N2). Dado esto, se realizó un análisis de componente principal (PCA) (Anexo 1, Fig. 21) donde 
se grafica qué tan diferentes pueden llegar a ser las muestras y las condiciones experimentales 
considerando las varianzas. De manera interesante, se observa que entre las muestras control (N1V, N2V, 
N3V) y las tratadas con AP (N1PA, N2PA, N3PA) no existe una diferencia grande como aquella que se 
observa entre los cultivos independientes de los que provienen cada par de muestras (N1 vs. N2 vs. N3). 
Esto concuerda con la cantidad de DEGs encontrada en los análisis (Fig. 14a, b) y podría sugerir que la 
concentración y el tiempo del tratamiento deberían ser mayores para inducir mayores varianzas que 
permitan el agrupamiento de las muestras por tratamiento. 

El análisis de expresión diferencial (Fig. 14c, d), además de mostrar a los genes codificantes que 
se desregulan tras la exposición a AP, reveló que 24 RNAs no codificantes, como RNAs intergénicos no 
codificantes largos (LincRNAs) y RNAs pequeños nucleares (snRNAs), también cambian su expresión. 
Todos estos datos en conjunto demuestran que la exposición a tiempos cortos de AP es suficiente para 
inducir cambios en el perfil transcripcional de las neuronas y sugiere que los mecanismos celulares, incluso 
hasta aquellos de función nuclear, se alteran. 

6.6 Activación de vías inflamatorias y cambios en el metabolismo lipídico neuronal inducidos por 
la exposición a AP 

Para poder determinar los procesos biológicos y los DEGs asociados a estos que se modifican en 
las neuronas después de la exposición a AP se realizaron análisis de enriquecimientos de vías. Se utilizaron 
dos bases de datos “Gene Ontology” (GO) y “Reactome pathways”. El análisis con GO (Fig. 15a, b) mostró 
que entre los 20 procesos biológicos funcionalmente enriquecidos se encuentran vías que median la 
respuesta a quimiocinas, respuesta a ácidos grasos y quimiocinas, la vía de biosíntesis del colesterol y la 
función de la insulina. Estos procesos al encontrarse mayormente desregulados indican que son 
importantes en la respuesta neuronal al AP. 

Salmon + DEseq2 Salmon + edgeR STAR + fc + edgeR STAR + fc + DEseq2

Rnf113a1, Mogs, LOC103693189, 
LOC100911186, U1, Armcx1, 

AABR07003537.1, LOC103689968, 
AABR07034273.1, Fgd1, 

AABR07002775.1, Miip, Entpd7, 
LOC102552659, Faim, Mboat7, 
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Trim66, Tns3, Cyp51, Fam49a, Tgm1, Cited2, Fgf5, Insig1

Angptl4, Ugt8, Cnp, Rnf145, Snn

Hells, LOC103692716, AABR07033249.1 Mki67
Lpcat1, Npas4
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Figura 15 Análisis de enriquecimiento funcional con los términos encontrados en GO demuestra procesos inflamatorios y 
metabólicos alterados en las neuronas expuestas a AP. (a) Los 20 procesos biológicos mayormente enriquecidos ordenados por 
significancia estadística (prueba hipergeométrica FDR<0.1) en respuesta al tratamiento con AP. (b) Mapa de calor de los genes 
que se asocian a los términos GO encontrados, cada cuadro representa el cambio en la expresión de los genes individuales (eje x) 
y el proceso biológico al que están asociados (eje y). (c) Red de interacción de los genes y los términos de GO, donde los círculos 
grises representan los procesos biológicos y los círculos con escala de colores verde-rojo son los DEGs que vinculan estos procesos. 

Dado que es importante identificar cuáles de los DEGs están asociados a estas vías y respuestas 
reveladas por el análisis con GO y la posible existencia de vínculos entre dos o más procesos, se generó 
una red de interacción (Fig. 15c). Con la red se observa un solo componente interconectado, lo que sugiere 
que la mayoría de los genes que pertenecen a estos términos de GO están estrechamente relacionados y 
participan en procesos similares. Genes como Hmgcs2 e Insig1 se muestran como importantes de un nodo 
perteneciente al metabolismo energético, ya que juegan un papel importante en la respuesta a ácidos 
grasos, insulina, deprivación de nutrientes y la biosíntesis del colesterol. Adicional a esto, la red de 
interacción revela genes implicados en la respuesta a quimiocinas y su vía de señalización que además 
participan el metabolismo de lípidos, como Ccl2. Estos datos sugieren que el AP está alterando el 
metabolismo energético neuronal a través de la inducción de genes específicos que participan en procesos 
como el metabolismo de lípidos y la respuesta inflamatoria. 

Para confirmar e identificar algunos otros procesos biológicos afectados en las neuronas por la 
exposición a AP, se realizó el mismo análisis de enriquecimiento funcional con otra base de datos: 
Reactome pathways (Fig. 16). Este análisis confirmó los resultados previos de GO ya que también mostró 
al metabolismo de lípidos y al ciclo de los ácidos grasos como procesos alterados ante la respuesta del 
estímulo con AP. Adicionalmente, se encontraron otros procesos que no involucran directamente a los SFA 
pero que responden ante la exposición como el transporte a través de canales iónicos y, de manera 
interesante y sumamente importante, procesos que si los involucran como la β-oxidación mitocondrial de 
ácidos grasos (Fig. 16a, b). Este hallazgo es importante dado que la funcionalidad y activación de esta vía 
es controversial en neuronas.  
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Adicionalmente, el análisis de la red de interacciones reveló que múltiples genes desregulados, 
como Ugt8, Cyp51, Acot1 y Echs1, están involucrados en el metabolismo de lípidos. Lo que refuerza lo 
dicho anteriormente, este proceso es uno de los más relevantes e importantes que se activan en respuesta 
a la exposición con AP (Fig. 16c). Por otro lado, Echs1 y Acot1 muestran ser un vínculo importante entre 
el metabolismo de lípidos y la β-oxidación mitocondrial (Fig. 16c), lo que sugiere que son efectores 
relevantes en ambos procesos. 

 

Figura 16 Análisis de enriquecimiento funcional con los términos encontrados con Reactome pathways demuestra procesos 
metabólicos y lipídicos alterados en las neuronas expuestas a AP. (a) Los 20 procesos biológicos mayormente enriquecidos 
ordenados por significancia estadística (prueba hipergeométrica FDR<0.1) en respuesta al tratamiento con AP. (b) Mapa de calor 
de los genes que se asocian a los términos de Reactome pathways, cada cuadro representa el cambio en la expresión de los genes 
individuales (eje x) y el proceso biológico al que están asociados (eje y). (c) Red de interacción de los genes y los términos de GO, 
donde los círculos grises representan los procesos biológicos y los círculos con escala de colores verde-rojo son los DEGs que 
vinculan estos procesos 

Ambos análisis de enriquecimiento, GO y Reactome pathways, junto con las redes de interacción 
sugieren fuertemente que el AP afecta las vías y metabolismo que involucra a los lípidos. Lo cual es 
interesante e importante ya que no existen reportes claros sobre la activación y el papel de vías 
involucradas en el metabolismo de lípidos en las neuronas cuando hay altas concentraciones de ácidos 
grasos. Por lo que da un primer acercamiento a que cuando existen altas concentraciones de ácidos grasos, 
las neuronas pueden responder activando componentes de esta ruta metabólica. 

6.7 Genes involucrados en el metabolismo de lípidos y regulados por la vía de PPAR alteran su 
expresión en neuronas expuestas a AP 

El análisis de enriquecimiento funcional tiene la desventaja que solamente los DEGs son 
considerados. Sin embargo, otros procesos biológicos se pueden afectar cuando hay cambios sutiles en 
múltiples genes que forman parte de ellos. Para poder identificar estos procesos, se realizó un análisis de 
enriquecimiento por grupo de genes (Gene Set Enrichment Analysis – GSEA) con KEGG pathways (Fig. 



 

45 

17) y GO (Fig. 18). Este análisis toma en cuenta todos los genes que tuvieron un cambio en la expresión 
cuando las neuronas fueron expuestas a AP.  

 

Figura 17 Análisis de enriquecimiento por grupo de genes (GSEA) proveniente de KEGG. Las vías y procesos mayormente afectados 
se ordenan de mayor a menor y el número de genes involucrados en cada uno de los procesos es representado por el tamaño de 
los círculos (count). Aquellos procesos relevantes para el metabolismo neuronal (rectángulos rojos), procesos que involucran lípidos 
(rectángulos amarillos), vías de inflamación (rectángulos morados) y otros procesos biológicos y celulares (rectángulos verdes) se 
señalan.  

Entre las vías inflamatorias destacan la de IL-17, TNF y MAPK (Fig. 17) sugiriendo que el 
metabolismo del AP desencadena componentes inflamatorios en las neuronas. Por otro lado, estos análisis 
muestran que el metabolismo y catabolismo de ácidos grasos (Fig. 17, 18), la vía de PPAR (Fig. 18), la 
síntesis de cuerpos cetónicos (Fig. 17), la biosíntesis del colesterol y sus procesos metabólicos (Fig. 18) 
están igualmente alterados. Estos resultados sugieren que las neuronas tienen elementos del metabolismo 
de lípidos que responden a las altas concentraciones de SFA. De manera importante, el GSEA señala que 
procesos como apoptosis, senescencia celular, recubrimiento de neuronas y axones, axonogénesis y 
niveles de neurotransmisores podrían alterarse si el estímulo persiste, por ejemplo, en condiciones crónicas 
como la diabetes y la obesidad. Estos análisis indican que el AP puede alterar tanto mecanismos celulares 
generales como aquellos específicos neuronales (Fig. 18). 
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Figura 18 Análisis de enriquecimiento por grupo de genes (GSEA) de los términos de GO. Las vías y procesos mayormente afectados 
se ordenan de mayor a menor y el número de genes involucrados en cada uno de los procesos es representado por el tamaño de 
los círculos (count). Aquellos procesos que involucran lípidos (rectángulos amarillos) y procesos biológicos y celulares para las 
neuronas (rectángulos verdes) se señalan en la gráfica. 

Finalmente, para validar los resultados obtenidos por el RNAseq y para demostrar que la vía de 
PPAR responde ante el estímulo del AP, se analizaron 4 genes mediante qRT-PCR. Hmgcs2 (codifica para 
la Hidroximetilglutaril-CoA sintasa) y Angptl4 (codifica para la Angiopoyetina tipo 4) son genes que 
participan en el metabolismo de lípidos y que pueden ser regulados por esta vía de señalización. Su 
expresión (Fig. 19a, b) mostró estar significativamente elevada en las neuronas hipocampales que fueron 
expuestas a 200 μM de AP comparado con la condición control. También se analizó a otros dos genes 
implicados en metabolismo de lípidos pero que no son regulados por la vía de PPAR, Ugt8 (codifica para 
la 2-hidroxiacilesfingosina 1-β-galactosiltransferasa) y Rnf145 (codifica para la Proteína de dedos RING 
145). El análisis de Ugt8 mostró una tendencia a disminuir mientras que Rnf145 se encontró sub-expresado 
significativamente (Fig. 19c, d). La cuantificación de estos genes valida los datos obtenidos por RNAseq y, 
además, señala a la vía de PPAR como un componente importante implicado en la regulación de genes 
involucrados en el metabolismo lipídico y en la respuesta a la exposición neuronal a ácidos grasos. De 
manera general, los resultados presentados demuestran que las neuronas al ser expuestas a AP modifican 
su transcriptoma afectando el metabolismo de lípidos y activando componentes inflamatorios a través de 
mecanismos que se han demostrado responden a la presencia de ácidos grasos en tejidos periféricos. 
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Figura 19 Expresión relativa del mRNA de los genes Hmgcs2, Angptl4, Ugt8 y Rnf145 tras 24 horas de tratamiento con 200 μM de 
AP. El análisis en la expresión por qRT-PCR muestra que cuando las neuronas son expuestas a esta concentración de AP, (a) Hmgcs2 
y (b) Angptl4 se sobre-expresan, mientras que (c) Ugt8 y (d) Rnf145 se sub-expresan comparados con la condición control. Los 
resultados son el promedio ± S.E.M. de por lo menos 5 experimentos independientes. *P<0.005 

 

7. DISCUSIÓN 
El consumo de las HFD está relacionado con el desarrollo de enfermedades metabólicas y 

fuertemente asociado con la predisposición a manifestar enfermedades neurodegenerativas, como la EA 
[211, 235–237]. Uno de los principales SFA en este tipo de dietas es el AP [68, 238]. Como se ha 
mencionado previamente, el AP tiene múltiples efectos, debido a que impacta a través de diferentes 
mecanismos celulares. Entre ellos, la capacidad de unirse a factores de transcripción, de activar vías de 
señalización a través de receptores de membrana, ser utilizado para el metabolismo energético o como 
precursor en la síntesis de otros lípidos, entre otros más [134, 140, 239, 240]. A pesar de que existe 
evidencia sobre los efectos en los mecanismos celulares, estos se han caracterizado principalmente en 
tejidos periféricos [103–105, 133] y pocos estudios se han realizado en neuronas. Sin embargo, hay 
trabajos que sugieren una poca actividad por parte de las neuronas para metabolizar y responder 
directamente a los SFA [83, 134]. Dado esto, fue de gran importancia caracterizar en neuronas 
hipocampales, qué respuestas metabólicas se generan ante concentraciones elevadas de AP, cómo se 
integran estos efectos a través del transcriptoma y cuál es un probable mecanismo por el que pudieran 
aparecer marcadores asociados a enfermedades neurodegenerativas. 

Los resultados obtenidos proveen evidencia sobre algunos cambios metabólicos neuronales tras 
la exposición al AP. En este sentido, se encontraron algunas alteraciones importantes como la disminución 
en el consumo de glucosa, la reducción del índice NAD+/NADH y la acumulación de cuerpos lipídicos, 
sugiriendo que las neuronas hipocampales pueden internalizar, metabolizar y acumular el AP. Adicional a 
esto, mediante cambios en el transcriptoma neuronal se encontró la activación de vías involucradas con 
metabolismo de lípidos como respuesta que integra alguno de los efectos pleiotrópicos del AP.  

La disminución en el consumo de glucosa y en el índice NAD+/NADH después de la exposición al 
SFA, sugiere que este lípido puede ser utilizado como molécula energética por las neuronas. En músculo 
esquelético, la reducción en el consumo de glucosa ante la presencia de altas concentraciones de SFA es 
un mecanismo bioquímico bien caracterizado [241, 242]. Se propone que el incremento en el acetil-CoA 
mitocondrial provocado por la oxidación de los SFA inhibe el complejo de la piruvato deshidrogenasa, que 
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a su vez genera una acumulación de citrato y, probablemente, de otros metabolitos de la vía glucolítica 
como la glucosa-6-fosfato. Esta acumulación de metabolitos inhibe a enzimas como la fosfofructocinasa-1 
y la hexocinasa, lo que reduce el flujo glucolítico y por lo tanto el consumo de glucosa [241, 242]. En el 
sistema nervioso central, se sabe poco sobre cómo la presencia excesiva de SFA influye en el consumo 
de glucosa [243]. Sin embargo, uno de los mecanismos propuestos es a través de la regulación del 
transportador de glucosa 3 (Glut3), el cual se expresa predominantemente en neuronas [243, 244]. Un 
estudio realizado por Liu et al. mostró que el consumo de HFD reduce la cantidad del transportador de 
glucosa 3 (Glut3) en ratones sometidos a este tipo de dieta [245], lo que podría estar relacionado con una 
disminución en el consumo de glucosa por parte de las neuronas. Sin embargo, es importante continuar 
caracterizando en neuronas hipocampales los mecanismos propuestos para conocer más sobre este efecto 
observado en otros tejidos como en el músculo esquelético. 

En el sistema periférico, el AP se metaboliza a través de la β-oxidación mitocondrial generando 
NADH al reducir el NAD+, lo que hace que este sistema sea un indicador del estado redox celular. La 
reducción en la cantidad de NAD+ neuronal puede ocurrir a través de diferentes rutas e indica que las 
neuronas tienen una respuesta adaptativa para poder metabolizar las altas concentraciones del AP en las 
mitocondrias o incluso en los peroxisomas [246]. Las neuronas contienen peroxisomas capaces de 
metabolizar ácidos grasos de cadena larga. Por lo tanto, una posibilidad es que las neuronas al tener una 
β-oxidación mitocondrial poco eficiente, este catabolismo podría llevarse a cabo en los peroxisomas. 

 La activación del metabolismo energético neuronal por parte del AP también fue demostrada al 
observar que el MP redujo el consumo de glucosa, pero no los niveles de NAD+ a los tiempos analizados. 
El MP es un éster metílico de ácido graso que puede ser sintetizado de manera endógena por las células 
mediante las enzimas conocidas como sintasas de ésteres etílicos de ácidos grasos. Sin embargo, existen 
pocos estudios sobre el metabolismo del MP en tejidos periféricos y son nulos en sistema nervioso central. 
En células provenientes del carcinoma de Ehrlich y en una línea celular de hepatoma se caracterizó la 
cinética de internalización del MP y se observó que principalmente se incorpora a la membrana celular. 
Adicionalmente, se propone que para poder metabolizarse, el MP necesita ser hidrolizado para liberarse al 
citoplasma y así internalizarse a la mitocondria para ser oxidado [247, 248]. Sin embargo, una fracción de 
estos compuestos derivados de los ácidos grasos, al ser hidrolizados, se reesterifican en derivados del 
colesterol [248] lo que reduce la disponibilidad para utilizarse en el metabolismo energético. Estas 
características bioquímicas del MP podrían ser la razón por la cual se observa una reducción en el consumo 
de glucosa pero no una disminución en el índice NAD+/NADH a los tiempos analizados. En este sentido, 
los resultados del análisis del transcriptoma neuronal tras la exposición al AP también revelaron que 
mediante la activación de múltiples vías involucradas en metabolismo de lípidos y energético las neuronas 
son capaces de responder ante este estímulo activando la β-oxidación. Los resultados en este trabajo y en 
otros publicados por el laboratorio aportan suficiente evidencia para reconocer que cuando los SFA se 
encuentran en altas concentraciones pueden ser usados como moléculas energéticas por las neuronas. 

Adicional a esto, los resultados del GSEA señalaron que, además de los procesos asociados a 
metabolismo de lípidos, otras vías metabólicas importantes responden al AP como FOXO, PI3K-Akt, la 
síntesis y degradación de cuerpos cetónicos y el metabolismo del colesterol. Diferentes grupos han 
reportado efectos similares del AP en múltiples modelos celulares al utilizar RNAseq o microarreglos [224, 
225, 232, 249, 250]. En estos estudios se muestra la alteración de genes involucrados en la vía de PPAR, 
degradación de ácidos grasos, vía de quimiocinas, vías inflamatorias, β-oxidación, señalización mediada 
por insulina, entre otros. Los resultados del GSEA se suman y apoyan a la evidencia de trabajos previos 
del laboratorio que demuestran la resistencia a la insulina generada a través de múltiples mecanismos por 
exposición al AP en un modelo de neuronas humanas [83, 134]. 

Este mismo análisis del transcriptoma, a través del GSEA de KEGG pathways mostró que una de 
las vías de respuesta que las neuronas activan ante el AP, es la de IL-17. Esta es parte de la respuesta 
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proinflamatoria, principalmente caracterizada en macrófagos y células tipo T [251–253], y recientemente 
en neuronas hipotalámicas [254, 255]. La familia de factores de transcripción de NF-κB, a la cual p65 
pertenece, está estrechamente relacionada con la regulación de esta vía, así como de algunas otras 
mostradas en el GSEA como p53, MAPK y PPAR [84, 179, 254, 256–258]. De manera interesante, el 
incremento que encontramos en la acetilación de p65 tras la exposición al AP en neuronas y la aparición 
de las vías mencionadas en el GSEA, sugiere que la activación de este factor de transcripción podría 
impactar en estas vías. Por otro lado, en diferentes tipos celulares como células epiteliales, macrófagos y 
hepatocitos el AP puede activar la respuesta inflamatoria a través de mecanismos dependientes del TLR4, 
activando a p65, adicionando otro mecanismo por el cual se puede inducir la respuesta inflamatoria [259, 
260]. Varios de los mecanismos mencionados también pueden estimular la respuesta inflamatoria 
dependiente del inflamasoma NLRP3 [261]. En una línea celular de neuronas de hipocampo (HT22) y en 
el hipocampo de ratones con diabetes inducida por un tratamiento de streptozotocina, el inflamasoma juega 
un papel importante en la maduración y secreción de interleucinas proinflamatorias como IL-1β e IL-18 
[261, 262], así como de moléculas implicadas en la formación de poros, como las Gasderminas, para liberar 
mediadores inflamatorios o incluso inducir apoptosis dependiente de inflamación [261, 263]. El inflamasoma 
no solo puede ser activado a través de p65, sino también por estímulos externos que generan estrés del 
ER, disfunción mitocondrial y/o incremento en las ROS [260, 261, 264]. De manera interesante, los 
resultados del análisis de transcriptoma muestran que algunos procesos asociados a estos mecanismos 
se alteran y son responsivos en las neuronas expuestas al AP. 

El hinchamiento citoplásmico y neurítico debido al flujo de iones es otra de las respuestas que se 
ha reportado ante la activación del inflamasoma. En diferentes modelos de diabetes, de la EA y en neuronas 
expuestas a AP se caracterizó un patrón discontinuo en las neuritas similar al observado con la 
inmunodetección de MAP2, acompañado de segmentos gruesos alternados con segmentos delgados que 
sugieren hinchamiento localizado y eventos iniciales de distrofia dendrítica y axonal, así como de 
neuroinflamación [265–268]. Dado que el GSEA muestra que algunos de estos mecanismos se alteran en 
las neuronas hipocampales expuestas al AP, esto podría explicar el posible hinchamiento dendrítico 
observado con la distribución alterada, discontinua y localizada de MAP2. El análisis de estos datos sugiere 
que las neuronas responden a la presencia de una alta concentración de AP a través de múltiples 
componentes inflamatorios y apoya la hipótesis del daño neuronal crónico-inflamatorio asociado al 
consumo de dietas altas en SFA.  

Las alteraciones metabólicas y en el impacto en los mecanismos de inflamación observados en 
este modelo neuronal, se pueden asociar a la desregulación en la función y cantidad de proteínas como 
SIRT1, p65, BACE1 y PPAR. Estas proteínas y enzimas juegan un papel importante en estos procesos y 
que, de manera interesante, se han visto implicadas en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.  

Adicional al papel en el metabolismo energético, el NAD+ es un sustrato muy importante para 
algunas familias de enzimas, que vincula al sistema redox con la regulación de múltiples procesos 
dependientes de estas enzimas. Este y otros trabajos asocian los cambios en el contenido del NAD+ 
intracelular con la disminución en la actividad de desacetilasa de SIRT1 [151, 269, 270]. Sin embargo, en 
el presente trabajo también se encontró una reducción en la cantidad de proteína y un aumento en su 
mRNA. Por lo que la reducción en la actividad puede deberse tanto a la falta del NAD+ como a la reducción 
en los niveles proteicos. Por un lado, cuando las neuronas son expuestas al AP se genera estrés oxidante 
y la activación de JNK [110, 140]. La activación de JNKs favorece la degradación de SIRT1 vía proteosoma 
en condiciones metabólicas, como la obesidad [271–273]. En consecuencia y para compensar esta pérdida, 
la neurona podría estar aumentando la síntesis a través de la sobrexpresión del transcrito [274], como se 
encontró en este trabajo. De manera interesante, el promotor de Sirt1 contiene sitios de unión para p65 
que poseen actividad promotora generando un mecanismo de retroalimentación positiva [275]. Cuando hay 
bajos niveles de SIRT1, se activa p65 y se aumenta la transcripción del gen Sirt1. En las neuronas 
hipocampales expuestas a AP se aumentó la actividad de p65, medido por el incremento en la K310ac, y 
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por lo tanto este mecanismo podría estar involucrado en el aumento significativo del mRNA de Sirt1 
observado. Otro mecanismo que podría estar involucrado es la regulación a través del miR-132 [276]. Entre 
los blancos de este miRNA se encuentra el transcrito de Sirt1. De manera interesante, el análisis del 
RNAseq de las neuronas de hipocampo tratadas con AP muestra que el miR-132 es uno de los DEGs 
(Tabla 4). El miR-132 se altera en condiciones metabólicas, en el envejecimiento y en enfermedades 
neurodegenerativas [276–278], por lo que este mecanismo podría ser un elemento importante a estudiar 
en el modelo de neuronas de hipocampo sometidas al AP. 

Los cambios observados en los niveles de proteína y mRNA de SIRT1 podrían estar impactando 
en múltiples mecanismos, como en la regulación transcripcional dependiente de diferentes factores de 
transcripción. En este sentido, existe evidencia sobre el papel de SIRT1 en la regulación de genes que 
codifican para enzimas del procesamiento amiloidogénico de la APP, a través de la desacetilación de 
factores de transcripción [209, 213]. Marwarha et al. reportaron la inducción de BACE1 en células de 
neuroblastoma tratadas con AP a través del factor de transcripción asociado al estrés del RE (CHOP) [214]. 
De manera interesante, los resultados de este trabajo también demuestran un incremento de BACE1, 
posiblemente asociado con la activación de otro factor de transcripción, p65, dependiente de una 
disminución en la actividad y contenido de SIRT1 como consecuencia de la exposición al AP. Es importante 
recalcar que SIRT1 al desacetilar la lisina 310 de p65 inhibe su localización nuclear y, por lo tanto, su 
actividad como factor de transcripción [187]. Dado esto, se propone un modelo en el que la reducción en 
la actividad de SIRT1 evidenciada por el aumento en la acetilación de la K310 de p65, permite la activación 
y reclutamiento de p65 al promotor de Bace1 generando un aumento en la transcripción de este gen. Dicha 
propuesta la sustentan algunos reportes que evidencian a p65 como un regulador transcripcional 
importante de Bace1 [279–281]. 

Complementando estos hallazgos, hay un cambio en la distribución espacial de BACE1 el cual es 
fundamental para la producción de Aβ [281, 282]. Además la S-palmitoilación de BACE1 juega un papel 
importante para su compartamentalización y tráfico intracelular hacia las terminales sinápticas [283], por lo 
que es posible que el cambio en la localización que observamos pudiera depender de esta PTM, en donde 
cantidades elevadas de AP podrían exacerbar la S-palmitoilación, favoreciendo la localización de BACE1 
a las terminales sinápticas donde lleva a cabo la actividad enzimática que promueve la vía amiloidogénica. 
La producción incrementada de Aβ es un mecanismo propuesto para el desarrollo de la EA [202, 204]. En 
este sentido, el análisis del transcriptoma a través del GSEA señala que tras la exposición al AP se genera 
una alteración en procesos propios de las neuronas donde se presume que BACE1 juega un papel 
importante como la LTP y la regulación en los niveles de neurotransmisores [284–286]. Dichos procesos 
se desregulan durante el envejecimiento y la EA, lo cual pone en evidencia al AP como un factor de riesgo 
que, a través de la desregulación de BACE1, genera alteraciones en estos mecanismos implicados en 
enfermedades neurodegenerativas. 

Otra familia de factores de transcripción importante a considerar en los resultados presentados es 
la familia de PPAR, ya que diferentes ácidos grasos pueden unirse a ellos para regular múltiples vías 
relacionadas con lípidos [84], pueden ser modulados por SIRT1 [15, 16] y estos a su vez pueden regular la 
transcripción de Bace1 [16]. Por ejemplo, en células HepG2 el AP y el MUFA, ácido oleico, se unen y 
activan específicamente a PPARα y PPARγ de una manera tiempo y concentración dependiente [100]. 
Para comprobar algunos de los resultados obtenidos con el análisis funcional, se evaluaron 4 genes 
involucrados en el metabolismo de lípidos y el metabolismo energético mediante qRT-PCR. El transcrito 
del gen Hmgcs2 se encontró incrementado significativamente cuando las neuronas son tratadas con AP. 
Este gen codifica para la Hidroximetilglutaril-CoA sintasa, enzima importante en la síntesis de cuerpos 
cetónicos. La síntesis de los cuerpos cetónicos es una vía metabólica que, principalmente, se activa en 
condiciones de ayuno donde el cuerpo necesita utilizar ácidos grasos para la producción de energía [30]. 
En esta ruta metabólica, la enzima mitocondrial Hmgcs2 se activa en presencia de acetil-CoA y cataliza la 
primera reacción de la cetogénesis, siendo el paso limitante. En estas condiciones, la acetil-CoA es un 
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producto que principalmente proviene de la β-oxidación mitocondrial. Angptl4 también se encuentra sobre-
expresado en las neuronas expuestas a AP. Este gen codifica a una hormona sérica que está directamente 
involucrada en la regulación del metabolismo lipídico [287]. De manera interesante, una de las vías 
importantes para la regulación transcripcional de ambos genes es la de PPAR [288]. Por lo que se sugiere 
que el aumento en el mRNA de los dos genes apunta a la activación de la vía de PPAR ante el estímulo 
del AP en neuronas de hipocampo. 

Los otros dos genes que se cuantificaron por qRT-PCR también son importantes para el 
metabolismo de lípidos. Sin embargo, no están regulados por la familia de factores de transcripción PPAR. 
Ugt8 [289] se encontró con una tendencia a disminuir su expresión mientras que Rnf145 [290] se observó 
sub-expresado en las neuronas expuestas al AP. UGT8 es una enzima cerebral clave para la síntesis de 
los galactocerebrósidos.[291, 292] Por otro lado, RNF145 es una E3 ubiquitín ligasa que recientemente se 
ha empezado a caracterizar y la información es escasa. Sin embargo, está involucrada en mantener la 
homeostasis del colesterol, regulando de forma negativa el proceso cuando hay altos niveles de la proteína 
en la célula.[293, 294] El hecho de que su mRNA se encuentre sub-expresado sugiere que hay un 
incremento en los niveles de colesterol a través de la síntesis de novo. [293] En conjunto, la cuantificación 
de los 4 genes por qRT-PCR podría indicar que la vía de PPAR es de gran importancia para la regulación 
de la respuesta de las neuronas expuestas a altas concentraciones de AP. 

 

8. CONCLUSIONES 
La actividad del metabolismo de lípidos en neuronas sigue siendo un tema controversial, y los 

experimentos realizados en el presente trabajo proveen evidencia de algunos mecanismos a través de los 
cuales las neuronas hipocampales responden al AP. En este sentido, la reducción en el consumo de 
glucosa y del índice NAD+/NADH, así como los resultados obtenidos en el GSEA y en otros trabajos del 
laboratorio, señalan que este SFA afecta de forma importante procesos del metabolismo energético, como 
la vía de señalización de la insulina y la β-oxidación. Adicional a lo anterior, se demostró la activación de 
p65, a través de la inactivación de SIRT1, apuntando a la participación de componentes inflamatorios, 
caracterizados en otros tejidos, y que también se activan en las neuronas hipocampales ante el estímulo 
del AP. Estos componentes parecen, además, estar involucrados en la regulación de la transcripción de 
genes importantes para la generación de marcadores de neurodegeneración, como es la producción del 
Aβ. De esta forma se sugiere un mecanismo adicional a través del metabolismo energético y de un factor 
de transcripción asociado a inflamación, p65, capaz de mediar el aumento de BACE1 y su localización 
hacia las terminales sinápticas. 

Por primera vez se presenta la integración de los efectos nocivos del AP sobre las neuronas 
utilizando análisis masivos de transcriptoma, redes de interacción y GSEA. Estos análisis sugieren que en 
condiciones crónicas de exposición al AP se podrían alterar procesos asociados con memoria, aprendizaje 
e integridad neuronal, como la LTP, la regulación en los niveles de neurotransmisores y el recubrimiento 
axonal. Adicionalmente, se muestra una desregulación en múltiples procesos celulares generales 
asociados con la senescencia y la neurodegeneración, como la muerte neuronal. Todos estos mecanismos 
evidenciados por el análisis del RNAseq están implicados en la variedad de efectos reportados por el 
consumo excesivo de AP y de HFD, abriendo la posibilidad de iniciar nuevos proyectos y abordar más 
preguntas para continuar explorando los mecanismos por los que se afectan las neuronas. Entre algunas 
de estas preguntas destacan las siguientes: 

o ¿Existe un reclutamiento diferencial de factores de transcripción que pueden ser modulados por el 
mismo ácido graso? 
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o ¿Cuáles son cambios nucleares y los mecanismos epigenéticos neuronales que se alteran ante la 
exposición a SFA? 

o ¿Qué mecanismos celulares, como la estabilidad de los mRNAs, son afectados por la alteración 
de los RNA no codificantes identificados en el análisis del RNAseq? 

o ¿Cómo se modulan los elementos de los diferentes componentes inflamatorios y del metabolismo 
de lípidos? 

o ¿Qué mecanismos se activan/desactivan cuando las neuronas expuestas AP reducen el consumo 
de glucosa? 

o ¿Cómo se afecta la función sináptica y los procesos importantes para esta, como la LTP y la 
neurotransmisión, ante la exposición del AP? 

Respecto a algunas de estas preguntas se comenzaron a realizar experimentos preliminares para 
continuar caracterizando los mecanismos que se afectan (Anexo 3). 

En conjunto, los resultados de la presente tesis muestran por primera vez la activación del 
metabolismo energético neuronal en presencia de una concentración elevada de SFA y las consecuencias 
de la integración de los efectos pleiotrópicos del AP, poniendo en evidencia el papel de los SFA como factor 
de riesgo para patologías crónico-degenerativas del sistema nervioso central. 
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10. ANEXOS 
11.1 Anexo 1: Morfología neuronal en condiciones control y después de 24 horas con AP. 
 

 

Figura 20 La morfología neuronal tras el tratamiento con AP no se altera. Cultivos neuronales en condiciones control y tratados 
por 24 horas con 200 μM de AP. No se observan diferencias en la morfología vista en campo claro ni en el núcleo utilizando el 
marcador TOTO3 (rojo). 
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11.2 Anexo 2: Análisis de componentes principales (PCA). 
 

 

Figura 21  Análisis de componente principal (PCA). Se observa que hay diferencias entre las muestras control (figuras sin borde 
negro) y las tratadas con AP (figuras con bordes negros). Sin embargo, la mayor diferencia es entre las ratas de las cuales provienen 
los cultivos de cada condición (N1, N2 y N3). Esta diferencia es la que separa a las muestras en tres grupos (óvalos con líneas 
discontinuas). 
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11.3 Anexo 3: Resultados preliminares de las perspectivas: reclutamiento diferencial de factores 
de transcripción ante la exposición de AP en neuronas. 

Dado que los resultados presentados sugieren que el AP puede modular a través de diferentes 
vías a factores de transcripción involucrados en la regulación de genes importantes en la generación de 
marcadores de neurodegeneración, se realizaron algunos experimentos para empezar a abordar la 
posibilidad de un reclutamiento diferencial de factores de transcripción al promotor de Bace1. El promotor 
de Bace1 tiene sitios consenso para p65 y PPARγ (Fig. 22), los cuales son importantes en la regulación 
transcripcional de este gen [16, 295]. De manera importante para este contexto, ambos pueden ser 
regulados por SIRT1 a través de la desacetilación de lisinas. SIRT1 al desacetilar a p65 inhibe su actividad 
como factor de transcripción [187], por lo que no se podría unir al promotor de Bace1 y no induciría un 
aumento en la expresión de este gen. En cambio, PPARγ tiene un efecto contrario al ser desacetilado por 
SIRT1, ya que al no estar acetilado puede ser reclutado al promotor de Bace1, pero no induce la expresión 
del gen [16]. Es decir, funciona como un modulador negativo de la transcripción. 

 

Figura 22 Secuencia del promotor de Bace1. El color lila indica las secuencias consenso encontradas a las que p65 se puede unir, 
en verde la secuencia consenso identificada para la unión de PPARγ y el codón en rojo indica el sitio de inicio de la transcripción 
seguido por la secuencia codificante en azul. 

Por otro lado, el efecto del AP depende de la concentración y tiempo que al que estén expuestas 
las células [100, 232]. Dado esto se esperaría que, ante una concentración determinada de AP, el mRNA 
de Bace1 cambie su expresión dependiente del tiempo. Se propone que esto sea efecto de la modulación 
de la actividad de p65 y PPARγ dependiente del tiempo de exposición al AP. En este sentido, se cuantificó 
mediante qRT-PCR el mRNA de Bace1 a diferentes tiempos de exposición (Fig. 23a). De manera 
interesante, a 1 hora de exposición el mRNA disminuye, a las 3 horas aumenta y en tiempos posteriores 
se mantiene a niveles similares. Esto sugiere que entre 1 y 3 horas de exposición al AP pudiera haber una 
regulación diferencial dada por factores de transcripción que responden a SFA, como p65 y PPARγ. 
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Figura 23 Regulación diferencial del mRNA de Bace1 a lo largo del tiempo. La curva de tiempo (a) del mRNA de Bace1 muestra una 
disminución a 1 hora de exposición al AP y un incremento que se estabiliza a partir de las 3 horas. La cuantificación de p65 activo 
(K310ac) demuestra un incremento a las 3 horas, mientras que PPARγ (c) se encuentra elevado a 1 hora y con una abundancia 
mayor en núcleo (d). Experimentos preliminares donde para la qRT-PCR de Bace1 N=3, WB de p65 K310ac N=3, WB de PPARγ N=3 
y fraccionamiento nuclear N=2. 

Al realizarse una cuantificación de la cantidad de proteína de PPARγ y la forma activa de p65 
(K310ac), se observó que PPARγ tiene una tendencia a aumentar a 1 hora de exposición (Fig. 23c) de AP 
mientras que p65 activa se muestra aumentada a las 3 horas (Fig. 23b). Adicional a esto, se hizo un 
fraccionamiento nuclear para identificar si PPARγ se encontraba enriquecida en este compartimiento 
celular siendo un indicativo de su activación como regulador de promotores. De manera interesante, PPARγ 
se enriquece en el núcleo cuando las neuronas son expuestas a AP (Fig. 23d). Estos datos preliminares 
sugieren que el comportamiento del mRNA de Bace1 puede estar asociado a la regulación diferencial de 
ambos factores de transcripción cuando las neuronas son tratadas con AP. Sin embargo, se requieren de 
más experimentos para poder responder la pregunta planteada y conocer si SIRT1 juega un papel 
importante en la modulación de estos factores de transcripción y qué efectos neuronales se observan en 
los tiempos de exposición anteriormente mencionados. 
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11.4 Anexo 4: PI3K Signaling in Neurons: A Central Node for the Control of Multiple Functions. 
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11.5 Anexo 5: Palmitic Acid-Induced NAD+ Depletion is Associated with Reduced Function of 
SIRT1 and Increased Expression of BACE1 in Hippocampal Neurons. 

 



 

87 



 

88 



 

89 



 

90 



 

91 



 

92 



 

93 



 

94 



 

95 

 



 

96 

11.6 Anexo 6: Transcriptional Profiles Reveal Deregulation of Lipid Metabolism and Inflammatory 
Pathways in Neurons Exposed to Palmitic Acid. 
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11.6.1 Anexo 7: Transcriptional Profiles Reveal Deregulation of Lipid Metabolism and 
Inflammatory Pathways in Neurons Exposed to Palmitic Acid. (Supplementary information) 
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