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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 PPARy 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 B-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.



Resumen

El consumo croénico 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 acido palmitico es el acido graso saturado que mayormente se
encuentra en las dietas altas en grasa y se ha encontrado elevado en circulacion y liquido cefalorraquideo
de pacientes con obesidad y diabetes, asi como en el cerebro de pacientes postmortem con la Enfermedad
de Alzheimer. A pesar de que el acido palmitico tiene multiples funciones celulares no toxicas, el exceso
en su consumo genera su acumulacion en los tejidos no adiposos, teniendo efectos nocivos como la
resistencia a la insulina, el estrés del reticulo endoplédsmico, la disfuncién mitocondrial y la inflamacién. Sin
embargo, hasta el momento la mayoria de los estudios se han realizado en tejidos periféricos como higado,
musculo y pancreas y se conoce poco sobre sus efectos en el cerebro.

En el sistema nervioso central, el acido palmitico puede contribuir a la alteracién de procesos
celulares y moleculares asociados a enfermedades neurodegenerativas. Un mecanismo relevante podria
ser a través de su metabolismo energético en neuronas. Dicho proceso involucra la desregulacion de
proteinas que responden a la presencia de lipidos como PPARYy y SIRT1. Adicional a esto, ambas proteinas
juegan un papel importante en la regulacién de la transcripcion de genes implicados en procesos que
contribuyen a la apariciéon de marcadores bioquimicos de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, hasta
la fecha se sabe poco sobre cémo las neuronas integran los efectos del acido palmitico para alterar los
procesos celulares y los analisis de transcriptoma podrian ayudar a resolver esta pregunta. Por lo tanto, en
este trabajo se evalud la respuesta metabdlica, transcriptémica y celular de neuronas hipocampales
expuestas a una concentracion elevada de acido palmitico y como contribuye lo anterior a la expresion de
marcadores bioquimicos de enfermedad de Alzheimer.

En este trabajo se encontré que el acido palmitico activa el metabolismo energético neuronal
disminuyendo el consumo de glucosa, modificando el indice NAD*/NADH y acumulando gotas lipidicas.
También se encontré una disminucién en el contenido y actividad de SIRT1 y una activacién de p65. Esta
activacion podria estar relacionada con el aumento de la cantidad de la B-secretasa 1 (BACE1), asi como
con el incremento en su actividad y su redistribucién en las neuritas. Finalmente, los estudios del
transcriptoma de neuronas mostraron la activacion de vias involucradas en el metabolismo lipidico y vias
de sefalizacion inflamatorias ante la exposicidn a acido palmitico.

Estos datos muestran por primera vez la integracion de los efectos deletéreos del acido palmitico
sobre las neuronas hipocampales a través del analisis transcriptémico. Adicionalmente, se observa que
dichos efectos a largo plazo podrian alterar procesos asociados con la memoria, el aprendizaje y el
mantenimiento de la integridad neuronal, como la potenciacion a largo plazo, la regulacién en los niveles
de neurotransmisores y la mielinizacion axonal. Ademas, 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 biolégicos del sistema nervioso central. En
conjunto, los resultados de la presente tesis sugieren el papel de la exposicion neuronal a los acidos grasos
saturados como factor de riesgo para patologias crénico-degenerativas del sistema nervioso central.
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1. INTRODUCCION

Actualmente el nimero de personas con enfermedades metabdlicas ha incrementado de manera alarmante
en diversos paises, como en Estados Unidos y México. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
para el 2016 a nivel mundial, cerca del 40% de los adultos mayores de 18 afios tenian 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 metabdlicas y es producto del consumo
exagerado de calorias, particularmente de dietas altas en grasa (HFD) y azucares procesados (HFFD) y
de la falta de ejercicio y llevar una vida sedentaria.

Desde hace varios afios el estudio de los efectos metabdlicos causados por el consumo de HFD
ha ganado gran interés ante los grupos de investigacion por generar condiciones metabdlicas crénico-
degenerativas como la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), el sindrome metabdlico, diversas dislipidemias y la
resistencia a la insulina [1]. Aunado a esto, varios estudios epidemiolégicos han correlacionado la
resistencia a la insulina y la DMT2 con el incremento en la probabilidad de presentar deterioro cognitivo, la
aparicion de marcadores de envejecimiento patoldgico e incluso con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer (EA) [2]. Dado que el cerebro es un 6rgano de gran
plasticidad y alta tasa metabdlica es particularmente sensible a cambios en el metabolismo energético. Sin
embargo, pocos estudios han abordado el impacto sobre la funcién neuronal que tienen ciertos nutrientes
con alto contenido caldrico, 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 multiples enfermedades

El estudio de la composicién de los nutrientes en diferentes tipos de dietas ha sido abordado
ampliamente a fin de caracterizar el impacto que estos tienen sobre la funcién celular y la longevidad de
los individuos. Estos estudios se han enfocado principalmente en el analisis de los componentes
bioquimicos, la carga caldrica y la bioenergética celular ante dos tipos de dietas: la HFD y las dietas de
restriccion caldrica (CR).

DIETA NORMAL DIETA ALTA EN GRASAS
Composicién de
acidos grasos
Proteina
22% - ;>
[ - { VSFA MUFA
& Ton
Carbohidratos MUFA % Carbohidratos
60% 22% N )\

33%

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

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

Quimicamente, las grasas se definen como acilgliceroles. Estos son compuestos en los cuales una
molécula de acido graso o grupo acilo esta unido covalentemente a través de un enlace tipo éster a una
molécula de glicerol [5]. La mayoria de los acidos grasos se almacenan como triacilgliceroles (3 acidos
grasos unidos a 1 molécula de glicerol). Los acidos grasos se pueden clasificar en tres grandes categorias:
acidos grasos saturados (SFA), acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) [5]. La composicion 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 reduccion de nutrientes con alto contenido energético, como en las dietas CR, ha mostrado un
incremento en la expectativa de vida de hasta un 50% mas en diferentes especies como roedores,
macacos, lémures y nematodos [6—-8]. Ademas, se ha descrito una mejoria en la condicion fisica, mental,
funcion de diferentes érganos y una disminucién en patologias asociadas al envejecimiento, como
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes e incluso enfermedades neurodegenerativas [9, 10].
Estos efectos se han asociado a la activaciéon de vias de sefializacién sensibles a nutrientes como la de la
insulina/IGF, mTOR y AMPK [11-14]. Aunado a esto, se han identificado enzimas y factores de
transcripcion que son reguladores clave para la homeostasis de los nutrientes. Tal es el caso de la proteina
de unién al elemento de respuesta de AMPc (CREB), Akt, Sirtuina 1 (SIRT1), la familia de factores de
transcripcion activados por proliferadores de peroxisoma (PPAR) y su coactivador, PGC1a. [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 afios, lo que complica la obtencion de los datos. Un estudio reciente
muestra que en un periodo de dos anos, esta dieta genera una adaptacion metabdlica y una reduccion en
la produccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) [21], sugiriendo que las dietas CR también tienen
un efecto benéfico a través de mecanismos asociados al envejecimiento como el estrés oxidante.

A comparacion de la CR, el consumo crénico de HFD tiene efectos deletéreos como: dislipidemia,
resistencia a la insulina, alteraciones en el ciclo suefo-vigilia, incremento en el peso, inflamacion 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 activacion de vias de sefalizacion asociadas
a la inflamacion, produccién de citocinas, aumento de ROS, lipoperoxidacion de membranas y proteinas,
desregulacion en la autofagia y por mecanismos asociados con la disfuncién mitocondria y cambios en el
transcriptoma [24-29].

A pesar de conocer los efectos nocivos que estas dietas tienen sobre la funcion celular, es
importante conocer a detalle los mecanismos moleculares afectados en diferentes tejidos. Esto debido a
que la mayoria de la informacion 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 lipidos, particularmente los SFA, son el principal componente en las HFD es
importante conocer su metabolismo para poder esclarecer la relaciéon entre la ingesta de ellos y la disfuncién
neuronal.

1.2 Bioquimica de los lipidos: la fisiologia de los acidos grasos saturados

Los lipidos son biomoléculas hidrofébicas que funcionalmente participan en diversos procesos
como elementos estructurales de las membranas, sefializacién celular/hormonal, modificaciones post-
traduccionales (PTM) y como moléculas/reservorio de energia [30]. Pueden dividirse en las siguientes
categorias: acidos grasos, glicerolipidos, esfingolipidos, glicerofosfolipidos, glucolipidos, policétidos,



esteroles y lipidos de prenol (Fig. 2). Los lipidos que encontramos enriquecidos en las HFD son los SFA y
el colesterol.

Acidos grasos Glicerolipidos Esfingolipidos
o Esqueleto de
W ESﬁ"QDS'"a
o OH ——
Saturado ’ OH /';(H\ ) OH oH
Acido palmitico o HsN=— NH—
Mono- oH
OH
/
) s o OH \ \
Monoinsaturado /
O H
Acido oleico
Di
OH \ S R
Poliinsaturado
= P /
O
Acido docosahexaenoico o/\.e
/
0 H
. . . Tri-
Glicerofosfolipidos Glucolipidos
0 OH Esfingosina Ceramida
0-P-0zZ
0 Z = Serina, colina, Q
o inositol, glicerol, HO
d h etanolamina. HO Lipidos de prenol

OH o
’T [ OH
Esteroles o)
¢}

Vitamina A

HO

Colesterol Vitamina E

Figura 2 Quimica de los lipidos. Por cada tipo de lipido se muestran ejemplos de su estructura quimica. Las cadenas y sustituyentes
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verde indica el enlace fosfato que se genera en los glicerofosfolipidos.

Los acidos grasos son acidos carboxilicos con cadenas alifaticas de 4 hasta 36 carbonos. Pueden
existir sin dobles enlaces (completamente saturados, SFA) o con uno o0 mas enlaces dobles (mono- o
poliinsaturados, MUFA o PUFA respectivamente) (Fig. 2). Ademas, generan derivados importantes para la
fisiologia celular como los tri-, di-, monoglicéridos y fosfolipidos. Los acidos grasos y sus derivados pueden
ser ingeridos a través de la dieta o sintetizados a partir de aminoacidos, carbohidratos o de otros acidos
grasos. Cuando son provistos al cuerpo a través de la dieta, pasan por una serie de procesos bioquimicos
para su absorcidn, utilizacidon y/o almacenamiento. En el intestino delgado, por accién de las lipasas
intestinales, los triacilgliceroles se descomponen en monoacilgliceroles, diacilgliceroles, SFA y glicerol.
Dado que la unica porcion soluble es el grupo carboxilo acido en un extremo, los SFA se emulsifican en
micelas microscépicas 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 circulacion sistémica, los SFA pueden
permanecer libres/no esterificados unidos a proteinas acarreadoras (Fig. 3B-I), como la albumina sérica o
ser reconvertidos en triacilgliceroles y ser transportados con apolipoproteinas especificas en complejos
llamados quilomicrones (Fig. 3B-Il) [30]. Una vez en circulacion, estos pueden llegar al cerebro al atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE) [31, 32] mediante diferentes mecanismos (Fig. 3B) [33, 34]:

1) Por difusién pasiva, en donde unido a albumina en su forma libre/no esterificada puede ser
liberado y atravesar las membranas celulares [33, 35].



2) Con la ayuda de transportadores de acidos grasos, como CD36, presentes en las células
endoteliales. Estos transportadores pueden captar su forma libre/no esterificada y facilitar la
internalizacion celular o su incorporacién a dominios especificos de la membrana plasmatica
[33, 36].

3) Al estar unido a proteinas y esterificado en lipidos, como son las lipoproteinas, receptores
especificos internalizan en vesiculas 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 acidos grasos libres/no
esterificados son captados por proteinas de unién a acidos grasos (FABP) (Fig. 3C-4), las cuales mediante
difusion facilitada (Fig. 3C-6) o proteinas transportadoras de acidos grasos (FATP) (Fig. 3C-5) liberan a los
acidos grasos a las células del sistema nervioso central [38].
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la BHE puede darse por difusion simple (1), a través de transportadores especificos de SFA (2) o por el reconocimiento y endocitosis
de las lipoproteinas en vesiculas (3). C) Finalmente, los SFA pueden liberarse de las lipoproteinas mediante hidrdlisis y ser captados,
asi como los que fueron internalizados, mediante receptores o por difusion simple por FABP (4). Una vez que los SFA estdn en
complejo con las FABP, mediante las FATP (5) o por difusion facilitada (6) son liberados al cerebro.

Una vez dentro de las células, los acidos grasos pueden 1) almacenarse como lipidos esterificados
0 2) mediante la B-oxidacion generar la energia 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 lipidicas. Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que las diferentes células del sistema nervioso central pueden
formar gotas lipidicas, particularmente los astrocitos, pero también las neuronas [39, 40]. Estas estructuras
globulares estan formadas por una capa de fosfolipidos de la que también son parte proteinas integrales y
periféricas especificas como enzimas biosintéticas de lipidos (por ejemplo, ACSL3), proteinas involucradas
en proteolisis dependiente de ubiquitina (por ejemplo, AUP1), proteinas de la familia de las perilipinas (por
ejemplo, perilipina 3/4) [41, 42]. Las gotas lipidicas se forman a partir del reticulo endoplasmico (RE) y
mantienen contacto con otros organelos como la mitocondria, los peroxisomas y los lisosomas [41]. Entre
las funciones de los cuerpos lipidicos destacan ser un reservorio de energia y de proteccion contra la
lipotoxicidad. Cuando los tejidos necesitan aumentar el metabolismo energético, ante la sefializacion de
hormonas, como la epinefrina, los acidos grasos se movilizan de los cuerpos lipidicos mediante lipdlisis y
dentro de la mitocondria son oxidados y proveen energia a través de la B-oxidacion [30]. Por otro lado, al
ser capaces de secuestrar a los acidos grasos evita la formacion de especies que en grandes
concentraciones son lipotdxicas, como las ceramidas, acilcarnitina y diacilglicerol (DAG) [43, 44].

La mayoria 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 enzimaticas para
utilizar la lanzadera de carnitina. El acido palmitico (AP) es un SFA largo de 16 carbonos que requiere ser
procesado mediante estas reacciones enzimaticas (Fig. 4A). La primera reacciéon enzimatica es llevada a
cabo por diferentes isoenzimas de la acil coenzima A (CoA) sintetasa. Estas isoenzimas son especificas
para los acidos 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 reaccion la carnitina
aciltransferasa | mediante una reaccion de transesterificacion 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 difusion facilitada. Finalmente, dentro de la matriz mitocondrial el &cido graso unido
a la carnitina es transesterificado de regreso a una CoA por accidn enzimatica de la carnitina aciltransferasa
Il (Fig. 4A-3), generando nuevamente el acil-CoA que ahora puede ser B-oxidado para la obtencion de
energia [30].

La B-oxidacion es una via catabdlica energética que en mamiferos puede proveer hasta el 80% de
la energia en condiciones fisiologicas. Esta se lleva a cabo en la matriz mitocondrial o en organelos
llamados peroxisomas. Este proceso comprende cuatro reacciones enzimaticas 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 oxidacion y poder generar ATP en la fosforilacion oxidativa (Fig. 4B). Este proceso genera
una gran cantidad de energia comparado con la glucdlisis. Por ejemplo, 1 molécula de AP genera 8
moléculas de acetil-CoA que generaran 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 3-oxidacién también puede ser utilizada en la sintesis de los
cuerpos cetdnicos: acetona, acetoacetato y D-B-hidroxibutirato (Fig. 4B). El primer paso es la condensacion
de dos moléculas de acetil-CoA por acciéon enzimatica de la Tiolasa formando acetoacetil-CoA. Esta
molécula se condensa hidroliticamente con otra de acetil-CoA y forma -hidroxi-B-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 formacion de cuerpos ceténicos. Finalmente, el HMG-CoA
es procesado enzimaticamente por la Hidroximetilglutaril-CoA liasa para generar acetoacetato y acetil-CoA.
Adicional a esto, el acetoacetato puede ser reducido por accién de la D-B-hidroxibutirato deshidrogenasa
para generar D-B-hidroxibutirato [30].
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Figura 4 Activacion y catabolismo de dcidos grasos saturados. Se utiliza al AP como ejemplo. A) Los dcidos 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
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metabolismo (3). B) Una vez dentro de la matriz mitocondrial, los dcidos grasos saturados son metabolizados por 8-oxidacion. Este
proceso genera acetil-CoA, el cual puede dirigirse al ciclo de Krebs y generar NADH que posteriormente mediante la fosforilacion
oxidativa forma ATP. En ciertas condiciones, el acetil-CoA puede dirigirse a la sintesis de cuerpos cetonicos.

La sintesis de cuerpos ceténicos se lleva a cabo principalmente en el higado. Estos pueden ser
exportados a otros tejidos, como el corazén o musculo esquelético, para ser utilizados como fuente
energética alterna. Incluso el cerebro puede adaptar su metabolismo para utilizar D-B-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 cémo en dos condiciones opuestas, la
“sobre-nutricion” por HFD y los ayunos prolongados, hay una mayor producciéon de cuerpos ceténicos. En
ambas situaciones la sintesis de cuerpos cetdénicos se puede activar dado que los &cidos 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 metabdlicas, 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 acidos grasos) y al cual se le han atribuido la mayor parte de los cambios metabdlicos, celulares
y moleculares, es al AP [45, 46]. Este SFA no solo es una biomolécula energética, también tiene otros roles
en la fisiologia celular. Dado esto, es importante conocer a detalle los multiples efectos que se han
reportado del AP.

17



1.2.1 Los efectos pleiotropicos del acido palmitico en la célula

El AP es un SFA comun en diferentes alimentos, por ejemplo: representa el 65% de los acidos
grasos de la mantequilla, 42% de la manteca, 13% del aceite de maiz 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 concentracién oscila entre los 110 y 180 pmol/L
en individuos sanos. Sin embargo, se ha encontrado elevado en circulacién y liquido cefalorraquideo de
pacientes con obesidad y diabetes [47-50]. Estudios epidemiolégicos 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 exposicion de AP
fomenta la aparicion de marcadores bioquimicos caracteristicos de la EA y se relacionan con un deterioro
cognitivo y otras caracteristicas de la neurodegeneracion como la neuroinflamacion [56—62]. Estos datos
han posicionado el consumo excesivo de dietas ricas en SFA, como el AP, y condiciones metabdlicas 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 glucégeno y se promueve la sintesis de lipidos de novo [64]. Esta se estimula por un exceso de insulina
y glucosa que induce la actividad de factores de transcripcion como el factor 1 de transcripcion de union a
elementos reguladores de esteroles (SREBP1c) y la proteina de unién al elemento sensible a los
carbohidratos (chREBP), que inducen la expresion de las enzimas implicadas en la sintesis de acidos
grasos [65, 66]. Aunado a esto, durante la sintesis de acidos grasos de novo el AP es el precursor para
poder formar acidos grasos de cadenas mas larga, generando un aumento en las concentraciones tisulares
y séricas que sobrepasan las fisioldgicas.

En la mayoria de las células, la utilizacion del AP como molécula energética a través de la [3-
oxidacién o convertirse en reservorio de energia al ser parte de triglicéridos en los cuerpos lipidicos (Fig.
5-1), no son los unicos destinos que tiene. Cerca del 30% se utiliza como parte del metabolismo energético
y entre el 60 y 70% forma parte de los fosfolipidos [67, 68]. Dado esto, es un componente estructural muy
importante de las membranas celulares (Fig. 5-2). La composicién de las membranas celulares es
fundamental para la actividad de otras proteinas ya que permite su interaccién, agregacion o dispersion
[69]. Ademas de que los mismos lipidos que la componen pueden ser modificados quimicamente para
actuar como mensajeros en diferentes vias de transduccién de sefiales. Los fosfolipidos en la membrana,
principalmente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y sus derivados, estan compuestos por una molécula
de AP y otro acido graso, que a partir del AP se deacila o se reacila [70].

Por otro lado, el AP es un sustrato importante para la S-palmitoilacion. Esta es una PTM reversible
en donde se une covalentemente el AP a cisteinas especificas de una gran variedad de proteinas (Fig. 5-
3). Dada la naturaleza reversible de la PTM, la actividad, interaccion, localizacion y/o estabilidad de las
proteinas se regula de una forma dinamica [71]. La S-palmitoilacion es un regulador de la funcion y
localizacion proteica. Esto debido a que aumenta la hidrofobicidad de las proteinas, facilitando su
interaccién y direccionamiento a vesiculas o entre organelos e incrementando su afinidad por las
membranas celulares y por dominios como las balsas lipidicas [72, 73]. Estos dominios de membrana son
ricos en AP y actuan como regiones donde se facilita la interaccion entre proteinas para iniciar cascadas
de sefalizacion [74, 75]. Se han identificado una gran cantidad de proteinas importantes para el
funcionamiento neuronal que son reguladas por la S-palmitoilaciéon. Entre estas se encuentran: BACE1,



Rodopsina, receptores de neurotransmisores, Sinaptotagmina 1/2, PSD95, Ras, entre otras mas [76], por
lo que la S-palmitoilacién es de gran importancia para los procesos celulares y moleculares.

La sintesis de ceramidas es otro proceso bioquimico en el cual el AP es protagonista. Existen tres
vias para la sintesis de ceramidas: la via de la esfingomielinasa, la via de rescate mediante el catabolismo
completo de esfingolipidos y la via de sintesis de novo. Esta ultima es llevada a cabo en el RE y en el
primer paso, siendo el limitante de la via, la serina C-palmitoiltransferasa (SPT) condensa una molécula de
AP con una serina (Fig. 5-4) [77]. Después se llevan a cabo tres reacciones enzimaticas para poder generar
la ceramida. Dado esto, un exceso de AP esta asociado con una acumulacion de ceramidas. Esta ceramida
puede ser utilizada en el aparato de Golgi para producir esfingolipidos ademas de actuar como sefial en
otros procesos celulares como apoptosis, senescencia celular, migracion celular y diferenciacion. De
manera interesante, se sabe que un exceso en la produccion de ceramidas esta asociado con resistencia
a la insulina por inhibicion de Akt y activacién de PP2A y PKC, con la disfuncién mitocondrial mediante la
produccion de ROS y la agregacion de colesterol en las paredes arteriales [78—81]. Estudios en ratones
obesos y modelos celulares de neuronas humanas demuestran que la inhibicion de la sintesis de ceramidas
con miriocina mejora la sefializaciéon de la leptina y disminuye la resistencia a la insulina [78, 82, 83].

Otra de las acciones fisiologicas del AP es la activacion de receptores (Fig. 5-5). Tal es el caso de
CD36, del receptor 1 de acidos grasos libres (FFAR1 o GPR40) y la familia de PPAR [84, 85]. CD36 es una
proteina 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 hipotalamo donde tiene un papel importante en senalizacidon de calcio intracelular asociada
con la activacién de diferentes canales idnicos, como los de CI- y K*, para que, mediante cambios en el
potencial de membrana se liberen neurotransmisores y neuropéptidos importantes para mantener el
balance energético [87, 88]. EI mecanismo propuesto es a través de la activacion de la fosfolipasa C
mediante la liberacion de Ca?* del RE al citoplasma [89, 90]. En otras regiones del cerebro, como el
hipocampo y la corteza, las neuronas muestran una baja expresion de CD36 [91]. Sin embargo,
recientemente se caracterizé detalladamente la expresion de CD36 en estas regiones del cerebro y se
encontrd 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 B-amiloide (AB) [92-94]. Estos datos sugieren
que mecanismos alterados en el envejecimiento patoldgico del sistema nervioso central como la liberacion
de neurotransmisores, permeabilidad de la barrera hematoencefalica o la sefializacién de calcio, podrian
involucrar la desregulacion de CD36 y por lo tanto estar vinculados con los SFA como el AP. Otro receptor
que tiene como ligandos a acidos grasos de cadena larga, dandole la propiedad de sensor metabdlico para
las neuronas es el FFAR1 [95, 96]. Cuando el AP se une al FFAR1 se induce un incremento de Ca?*
citosolico a través de la via de fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K). En células pancreaticas, esta liberacion de
calcio culmina con la secrecién de insulina [97]. Sin embargo, en sistema nervioso su activacion con
diferentes acidos grasos se asocia con la proliferacion de progenitores neurales a través de la expresion
de BDNF, asi como con la actividad neuronal para la ejecuciéon de tareas de memoria y aprendizaje [98,
99]. De manera interesante, en una linea celular de neuroblastoma humano (SK-N-MC) la activacion del
FFAR1 con AP induce la aparicion de marcadores de neurodegeneracion, como el Af [60]. Adicional a la
activacién del FFAR1, también es capaz de activar receptores nucleares como los PPAR, los cuales se
abordaran posteriormente [100].
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Figura 5 Procesos celulares no patoldgicos en los que participa el AP. Este SFA puede ser utilizado como molécula energética a
través de la B-oxidacion mitocondrial o almacenarse en las gotas lipidicas (1) para posteriormente ser utilizado. Ademds, forma
parte importante de los fosfolipidos de las membranas (2). También es un sustrato para generar la S-palmitoilacion de proteinas,
la cual es una PTM que regula su localizacidn, estabilidad e interaccién con otras proteinas (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 lipidos, como la familia de PPAR

(5).

A pesar de que el AP tiene multiples funciones celulares no téxicas, el exceso en el consumo de
este SFA genera una acumulacién 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 higado, musculo y pancreas
recapitulan muchos de los efectos observados con las HFD. Entre ellos se observan la resistencia a la
insulina, estrés del RE, disfuncién mitocondrial e inflamacién [102—-106].

Uno de los efectos deletéreos ampliamente caracterizado es la funcion alterada/deteriorada de
organelos. Entre los organelos afectados sobresalen el RE y la mitocondria. En el RE la acumulacién de
AP y metabolitos de lipidos complejos genera un efecto conocido como estrés del RE [105]. Esta disfuncion
del RE afecta la sefalizacion de calcio y la traduccion y plegamiento de proteinas, que activa la respuesta
a proteinas mal plegadas (UPR; Fig. 6) [107]. Estos mecanismos activan a proteinas como IkB y JNKs que,
a través de factores de transcripcion especificos, como p65 de la familia NF-kB, inducen la activacion de
vias pro-inflamatorias y pro-apoptéticas [105, 108]. Por otro lado, el exceso de SFA también afecta la
funciéon 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 disminucién en el potencial de
membrana mitocondrial, dafio 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 inflamacion que induce el
AP (Fig. 6). De manera interesante, diferentes mecanismos convergen en la activacion de vias de
sefalizacion propias de la inflamacién como JNKs, NF-kB o el inflamasoma NLRP3. El incremento en la
sintesis de ceramidas puede activar directamente a NLRP3 y, a través de DAG, a la proteina cinasa C
(PKC) para que después esta active a IKKB [113—115]. Esta ultima es una proteina que al ser activada
fosforila a IkB, promoviendo su degradacion para que se active el heterodimero p65-p50. La activacion de
estos factores de transcripcion, pertenecientes a la familia de NF-kB, inducen la transcripcién de genes pro-
inflamatorios como IL-6, TNFa, pro-IL-18, 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 via de NF-kB y por lo tanto de
citocinas pro-inflamatorias [117, 119, 120]. Otro mecanismo propuesto es a través de la activacion del
receptor tipo Toll 4 (TLR4). La interaccion del AP con el TLR4 no es directa, es necesaria la presencia de
la Fetuina A [121]. Esta glicoproteina es secretada por las células B-pancreaticas en respuesta a un exceso
de SFA circulantes [122]. Cuando el AP se une a la Fetuina A aumenta su interaccion con el TLR4,

activando la via de sefalizacion de NF-kB, que al final induce la transcripcion de genes pro-inflamatorios a
través de la actividad de p65 [123, 124].
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Figura 6 Efectos nocivos del consumo excesivo y acumulacion en tejido no adiposo del AP. Entre los efectos descritos se encuentra
el estrés del RE, generado por la acumulacion de ceramidas y sus precursores que pueden desencadenar multiples respuestas como
la UPR y activar a componentes de la inflamacion. Incluso a través del DAG, se puede generar resistencia a la insulina por activacion
de PKC, que fosforilan al IRS-1 en serinas inhibitorias. También se ha observado el aumento de ROS que dafia la membrana
mitocondrial y activa a vias como la de JNK. La inflamacidn es un componente que el AP activa a través de diferentes mecanismos
como el estrés del RE, el TLR4 o el aumento en la produccion de ceramidas y DAG, que culmina en la transcripcion de genes
proinflamatorios. Finalmente, la resistencia a la insulina es un efecto ampliamente reportado que se da por sobreactivacion de
mTOR y S6K a través de la inhibicion de AMPK o por la desregulacion de la misma via dependiente de Akt.

Respecto al metabolismo energético, la resistencia a la insulina es una de las alteraciones mas
estudiadas en tejidos periféricos ante la exposicion 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 sintesis exacerbada de lipidos 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 sefalizacion de la insulina [78, 125-128]. A través de la sintesis de ceramidas se activan isoformas
de PKC, como la PKCB o PKCe [129-131]. Estas isoformas fosforilan al sustrato del receptor a insulina 1
(IRS-1) en serinas inhibitorias, atenuando la sefalizaciéon de la insulina [113, 128, 129]. Por otro lado, la
fosforilacion de serinas de IRS-1 a través de la via mTOR/S6K contribuye a la resistencia a la insulina. En
esta via la activacion de la cinasa S6K, rio abajo de mTOR, inhibe al IRS-1 atenuando la sefalizacién (Fig.
6) [132—134]. Adicionalmente, IRS-1 puede ser inhibido a través del aumento en el ATP (disminucion de
AMP) [135] generado por la -oxidacion del AP. Esto debido a que se inhibe la cinasa dependiente de AMP
(AMPK), lo que permite que mTOR y S6K continten activas [135, 136], contribuyendo al desarrollo de la
resistencia a la insulina. Otro mecanismo relacionado a esta alteracion es la activacién de PP2A que puede
inhibir la via de senalizacion a través de la desfosforilacion de Akt [137]. Adicional a esta fosfatasa, que al
desfosforilar ejerce su funcién, Tribbles 3 inhibe a Akt por unién directa [138]. Se ha demostrado que en
hepatocitos esta proteina aumenta sus niveles cuando hay estrés del RE por exposicion a AP [139], lo que
también contribuye a la resistencia a la insulina.

1.2.2 Mecanismos neuronales afectados por las HFD y su relacion con la neurodegeneracion

Adicional a los mecanismos mencionados, el consumo excesivo de AP altera la actividad de
proteinas importantes para el metabolismo energético celular y que regulan de manera negativa la
inflamacion, tal es el caso de SIRT1 y PPARy [140-142]. Ambas proteinas pueden ser reguladas por
componentes del metabolismo energético y a su vez, regulan la expresion de genes a través de factores
de transcripcion.

SIRT1 es una desacetilasa de histona (HDAC) clase Il dependiente de nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD*) [143, 144]. En la reaccion enzimatica se cataliza la desacetilacion de proteinas
mediante la hidrélisis de NAD* y se transfiere el grupo acetilo de la lisina a la posicién 2°-OH de la ADP-
ribosa, generando una proteina con lisinas descetiladas, 2’-O-acetil-ADP-ribosa y nicotinamida [145, 146].
A través de su actividad enzimatica, SIRT1 regula a una gran cantidad de proteinas citoplasmaticas y
nucleares, como los factores de transcripcion. Entre sus blancos se encuentran p53, miembros de la familia
FOXO, p65, PGC-1a y miembros de la familia de PPAR [144, 147]. Dada esta gran variedad de sustratos,
Sirt1 esta involucrada en multiples procesos celulares como metabolismo, inflamacién, supervivencia
celular y senescencia [144, 147, 148].

Inicialmente, SIRT1 se caracterizé 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 reportd este efecto [149, 150]. En esta levadura, Sir2 (homdlogo
de SIRT1) regula los circulos extracromosémicos de DNA ribosomal (rDNA). Estos fragmentos de DNA
estan involucrados en la replicacion de la levadura; cuando hay una acumulacién 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 regién rDNA que suprime su formacién y por lo tanto la
acumulacion, lo que permite que la levadura tenga mayor numero de divisiones/longevidad que aquella que
no tiene la copia extra [151]. En mamiferos, el efecto en la longevidad mediado por SIRT1 se ha relacionado
con mecanismos de proteccion contra el acortamiento de los teldbmeros y el rescate de la senescencia
celular prematura a través del sistema p53, dafio al DNA y los cuerpos nucleares de proteinas de la
leucemia promielocitica [152, 153]. Sin embargo, se hipotetiza que SIRT1 podria impactar en la longevidad
a través del metabolismo energético.

Como toda enzima, la actividad catalitica de SIRT1 depende del sustrato y la coenzima (también
llamada cosustrato): la proteina acetilada y el contenido intracelular de NAD*. EI NAD* es mejor conocido
por su papel como cofactor dentro de las reacciones de reduccidén-oxidacién (redox) celulares. Sin



embargo, dentro de la clasificacién bioquimica de los cofactores, las coenzimas se pueden nombrar
dependiendo del tipo de union que tienen con la enzima, unién covalente o una unidn 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
enzimaticamente 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 fosforilacion oxidativa mitocondrial, para regenerar el NAD*. Esta
propiedad unica 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 acidos grasos afectan la cantidad de NAD* disponible en
las pozas celulares [159]. Esta cantidad tiene una estrecha relacién con la actividad enzimatica de SIRT1
[160-162]. Tomando esto en cuenta, niveles altos de NAD* (bajos niveles energéticos) favorece la actividad
enzimatica, mientras que niveles bajos de NAD* disminuyen su actividad. Por lo tanto, cualquier condicion
que afecte el metabolismo energético, impacta en el balance del indice 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 expresiéon de SIRT1 esta 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 delecién de Sirtl
en ratones evita que algunos de los efectos de la CR se observen, principalmente el aumento en la
longevidad y ademas se desencadenan procesos inflamatorios, acumulacion de lipidos 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 exposicién a HFD o a diferentes acidos grasos no
solo modula la actividad de SIRT1 a la baja, sino también su expresion [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 activacion de SIRT1 mediante métodos farmacoldgicos mejora
la sensibilidad a la insulina y aumenta el metabolismo energético [172]. Estos resultados sugieren que la
posible inhibicion de SIRT1 por el consumo de HFD podria deberse a una disminucién en el indice
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 interactian con otros
factores de transcripcién, coreguladores y reconocen secuencias especificas de DNA [173]. En los
miembros de esta familia se incluyen PPARa, PPARB/d y PPARYy, y se encuentran expresados en los
diferentes tejidos del cuerpo humano, particularmente en aquellos con alta tasa metabdlica [173, 174]. Los
PPAR responden directamente a lipidos y sus derivados regulando principalmente la biogénesis
mitocondrial, el metabolismo de lipidos y el metabolismo energético. A nivel de sistema nervioso central, la
activacion 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 inhibicion de
procesos inflamatorios mediante un crosstalk con p65 y el inflamasoma y la reduccion en la transcripcién
de genes involucrados con marcadores de neurodegeneracién, como Bacel [16, 179, 180]. En modelos de
ratones transgénicos para la EA se ha observado que el uso de agonistas de PPARYy tiene multiples efectos
como la reduccién de la deposicién de AB, en la produccion de citocinas proinflamatorias asi como en la
activacién de astrocitos y microglia, todo esto también asociado a una prevencion del deterioro cognitivo
observado en estos modelos [16, 177, 181]. Ademas, estos datos sugieren fuertemente una regulacion 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 AB, por una disminucion en la
expresion de Bacel mediante la union a su promotor y una inhibicién directa de p65 [16, 182, 183].
Adicional a esto, se conoce que SIRT1 regula a otros miembros de la familia de PPAR. En una linea celular



de higado, una sobreexpresion de SIRT1 conlleva a una mayor expresién de PPARa que resulta en un
aumento del metabolismo energético oxidativo y una mejora en el metabolismo de lipidos [184, 185].

De manera interesante, el metabolismo energético esta ligado con la respuesta inflamatoria a
través de estas proteinas. La inflamacién es un proceso que se ha visto implicado en una gran cantidad de
patologias como las enfermedades metabdlicas y las neurodegenerativas. SIRT1 y PPARy pueden regular
las respuestas inflamatorias a través de su interaccion con p65. SIRT1 desacetila la lisina 310 (K310) de
p65, inhibiendo su translocacién nuclear. Ademas, esto permite la recaptura de p65 por IkBa en el
citoplasma, evitando que funcione como factor de transcripcion [186—188]. Por otro lado, PPARYy ejerce un
mecanismo de transrepresion en genes pro-inflamatorios. Esto sucede mediante una unién directa a los
factores de transcripcion involucrados en la activacion de estos genes, como p65 [189, 190]. Este tipo de
union secuestra a los factores de transcripciéon evitando que se ejerzan su funcion. Estos datos sugieren
que ciertos procesos inflamatorios dependientes de p65 y que estan implicados en mecanismos de
neurodegeneracion pueden ser modulados por proteinas que responden ante componentes del
metabolismo energético.

1.2.3 Metabolismo del AP en neuronas

A pesar de que se han descrito las rutas bioquimicas por las cuales el AP podria 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 acidos grasos a través de la BHE vy el tipo de
metabolismo que podrian seguir este SFA en neuronas, particularmente si es posible su oxidacion en
mitocondrias neurales [191].

Se ha reportado que la respuesta metabdlica por parte de las neuronas ante la exposicion a acidos
grasos es escasa [192], ya que el metabolismo energético neuronal depende de la oxidacion de glucosa y
los astrocitos son las principales células que oxidan a los acidos grasos [193]. Sin embargo, estudios
recientes muestran que las neuronas pueden utilizar ambas moléculas para la produccion de ATP [194].
Respecto a esto, existen estudios con neuronas hipotalamicas que demuestran que son capaces de sensar
y metabolizar acidos grasos de cadena larga para producir ATP mediante la 3-oxidacién mitocondrial. Este
incremento en el ATP permite que los canales de potasio ATP dependientes se cierren, provocando la
despolarizacion de neuronas hipotalamicas involucradas en la regulacion del balance energético sistémico
[195]. En estudios realizados en el laboratorio en una linea celular de neuroblastoma diferenciado a
neurona humana, el AP indujo resistencia a la insulina y una reduccién en el indice NAD*/NADH [134].
Adicional a esto, en este mismo modelo la exposicion al AP incrementa los niveles de ATP dependiente de
la B-oxidacién [83]. Estos datos sugieren que las neuronas pueden metabolizar acidos grasos ante
condiciones especificas, como altas concentraciones circulantes de AP, para regular procesos neuronales.

El cerebro es uno de los érganos 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 proteinas como SIRT1 juega un papel importante en
diferentes modelos de neurodegeneracion [196—-198]. SIRT1 se expresa de manera diferencial en las
regiones del sistema nervioso central, sugiriendo un papel importante en la regulacién de las funciones
especificas de cada estructura [199, 200]. Particularmente, entre las regiones con mayor expresion se
encuentran los diferentes nucleos del hipotalamo, el cerebelo, el nucleo del tracto solitario y el hipocampo
[168]; este ultimo muy demandante a nivel energético por ser altamente plastico ya que esta implicado en
procesos de memoria y aprendizaje.

Diferentes grupos han observado que las HFD y el exceso de AP genera alteraciones en la via de
sefializacion de insulina cerebral, cambios morfoldgicos en estructuras relacionadas con memoria y



aprendizaje como el hipocampo, disminuciéon en marcadores sinapticos y la aparicion de marcadores de
envejecimiento patoldgico como los de la EA [1, 57, 201]. Uno de los marcadores histopatoldgicos de la EA
es la acumulacién de agregados extracelulares de AR (Fig. 7) [202]. Estos agregados se generan por un
procesamiento alterno de la proteina precursora del amiloide (APP). El metabolismo predominante (no
amiloidogénico) es iniciado por la a-secretasa, ADAM10, que mediante protedlisis genera dos fragmentos
a partir de la APP [203]. Después el complejo de la y-secretasa, formada por Presenilia-1y 2, Nicastrina y
APH-1, realiza otra protedlisis liberando dos fragmentos: sAPPa y AICD [204]. EI procesamiento alterno
(amiloidogénico) esta activo de manera fisioldgica, pero en mucho menor grado que el no amiloidogénico.
Este es iniciado por la B-secretasa, BACE1, que genera dos fragmentos: sAPPB y C99 [205]. El fragmento
C99 es escindido por el complejo de la y-secretasa, formando AICD y los fragmentos ABo-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].
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Figura 7 Procesamientos de la APP. La via no amiloidogénica comienza con una protedlisis llevada a cabo por la a-secretasa
ADAM10 mientras que la via amiloidogénica incia por la 8-secretasa BACE1. En ambos procesamientos participa el complejo de la
y-secretasa. Sin embargo, la via no amiloidogénica genera péptidos solubles neurotrdficos, mientras que el procesamiento
amiloidogénico produce péptidos no solubles (AB) que se agregan formando las placas amiloideas caracteristicas 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 deposicion de AB [206]. En
diferentes modelos de cultivos neuronales, han observado que la activaciéon farmacolégica o sobre-
expresion de SIRT1 promueve la expresion 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 podria deberse a
la relacién inversa entre la actividad de SIRT1 y la expresion de BACE1, que aumentaria la produccién de
AB [59, 213, 214].

Las condiciones de estrés metabdlico que afectan a SIRT1 también tienen efectos en la
acumulacion de la proteina Tau en su forma hiperfosforilada [1, 201, 215]. Esta proteina forma parte
importante de las marafas neurofibrilares observadas al interior de las neuronas en la EA. SIRT1, al
desacetilar a Tau, permite su ubiquitinacién y por lo tanto degradacién via proteosoma [216]. Sin embargo,
en modelos animales y cultivos de neuronas primarias una inhibicion de SIRT1 o condiciones de estrés
metabdlico aumentan la acetilacion de Tau, evitando la ubiquitinacién y permitiendo que haya Tau
disponible para hiperfosforilarse [216-218].

Estos datos sugieren fuertemente que el AP puede activar procesos de envejecimiento patolégico
asociados a enfermedades neurodegenerativas, a través de mecanismos que involucran el metabolismo



energético [51-55, 63]. En esto se ven implicadas proteinas que responden a la presencia de lipidos de
forma directa, como es el caso de PPARYy, o indirecta, como es el caso de SIRT1. Ambas proteinas juegan
un papel importante en la regulacion de la transcripcion de genes implicados en multiples procesos. Sin
embargo, hasta la fecha, se conoce poco sobre como la célula integra todos estos mecanismos por los
cuales el AP la impacta y los analisis de transcriptoma mediante secuenciacion de RNA (RNAseq) podrian
resolver esta pregunta, ya que al ser una técnica de analisis masiva puede proveer informacién sobre todos
los procesos que se inhiben o activan en respuesta al AP.

1.3 Integracion 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 multiples
mecanismos. Hasta hace algunos afios se comenzaron a abordar los efectos desde una perspectiva
transcriptomica. Un estudio realizado por Wang y colaboradores en el tejido adiposo de ratones muestra
que tras ser alimentados con HFD se activan vias de lipogénesis, metabolismo energético e inflamacién
mediante mecanismos epigenéticos [219]. Particularmente, en este estudio hacen énfasis en la importancia
de la via de MAPK como un mediador entre la inflamacion y el metabolismo energético. En otro estudio en
ratones, los cuales fueron alimentados con HFD, se analiz6 el transcriptoma del higado y se reportan
resultados similares que en el tejido adiposo del modelo anterior. El metabolismo energético (evidenciado
por la glucdlisis y la gluconeogénesis), vias de inflamacion (como IL-17, NF-kB y MAPK) y vias de
sefializacion y metabolismo de lipidos (via de PPAR y la degradacion de lipidos) 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 secuenciacion de célula unica (Single-cell RNAseq) de hepatocitos
de ratones que fueron sometidos a HFD, se observé que el transcriptoma cambia dependiendo de la zona
del higado de dénde se extraigan. De manera general se reportan cambios en procesos como el
catabolismo de lipidos, la oxidacion de acidos grasos mediante B-oxidacién, la acumulacion de gotas
lipidicas, la via de sefnalizacion de PPAR, la sintesis de cuerpos cetonicos, en la via de sefializacion de la
insulina y algunas vias 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 activacioén de vias inflamatorias y de lipidos como la de PPAR y
MAPK, asi como la disminucién en procesos asociados a actividad neuronal. Sin embargo, en este estudio
no se puede diferenciar el tipo de células que mas contribuyen a los cambios transcripcionales observados
[24]. De manera interesante, el estudio del transcriptoma de ratones transgénicos para la EA sometidos a
HFD, ademas de mostrar nuevamente la activacién de mecanismos asociados a la inflamacién y aumento
en la deposicion de placas AP, muestra que procesos asociados a la memoria y aprendizaje, como la
transmision sinaptica, morfologia de neuritas y potenciacion a largo plazo (LTP), se encuentran disminuidos
mientras que la pérdida y muerte neuronal estan aumentados [222]. Los datos de ambos grupos sugieren
que existe una conexién entre el consumo de HFD y procesos asociados a inflamacion y envejecimiento
patologico del sistema nervioso central y neurodegeneracion.

Los estudios transcriptomicos evaltan el efecto de las HFD y no de sus componentes por si solos.
Esta distincion es importante para conocer la contribucién de los componentes ante los cambios
observados con el consumo de las HFD. Algunos grupos han reportado el efecto del AP a nivel
transcriptomico 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 encontrd una alteracion
en genes asociados a transporte lipidico, lipogénesis, crecimiento de gotas lipidicas, metabolismo de



glucosa y acidos grasos [223]. Resultados similares se encontraron en cultivos primarios de islotes
pancreaticos humanos expuestos a dosis no toxicas de AP, donde genes relacionados al metabolismo de
la glucosa y los lipidos se encuentran sobre-expresados [224]. Otro grupo reporté los efectos del AP en el
transcriptoma de una linea celular de mioblastos donde el AP produjo la activacién de multiples procesos
celulares donde participan citocinas, asi como en la apoptosis y en la via de senalizacion de la
insulina/PI3K [225].

Finalmente, existe un trabajo sobre el transcriptoma de neuronas del nucleo arcuato del hipotalamo
cuando los ratones son expuestos a HFD. En este, Peng et al. reportan una activacién en vias de
inflamacion y del metabolismo de lipidos [226]. A pesar de que este trabajo en neuronas empieza a
esclarecer cémo podria ser la respuesta transcriptomica para integrar los efectos de las HFD, es de suma
importancia caracterizar qué tanto la respuesta de neuronas ante la exposicion a SFA, como el AP, replica
lo observado por las HFD y como se afecta el transcriptoma de neuronas que no pertenecen a estructuras
involucradas en la regulacion del metabolismo periférico y que son afectadas en gran medida por
enfermedades neurodegenerativas. Todo esto considerando la gran asociacion que existe entre las
condiciones metabdlicas, como resistencia a la insulina y diabetes como factor de riesgo para el desarrollo
de las enfermedades neurodegenerativas, como la EA.



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 como ciertos componentes de estas
dietas, como el AP, altera los procesos moleculares y celulares de las neuronas. Por lo tanto, dados los
efectos pleiotrépicos de este acido graso en tejidos periféricos, es importante caracterizar la respuesta
metabdlica y los cambios en el transcriptoma neuronal que nos acerquen a comprender mejor cuales
alteraciones neuronales pueden llevar a un envejecimiento patolégico y contribuir al desarrollo de
enfermedades degenerativas, como la EA.

Preguntas de investigacion:

¢, Cual es la respuesta metabdlica, transcriptémica y celular de neuronas hipocampales expuestas a una
concentracion elevada de AP?

¢,Coémo contribuye lo anterior a la expresion de marcadores bioquimicos de EA?

3. HIPOTESIS

La exposicion a concentraciones altas no citotéxicas del AP modifica el metabolismo energético neuronal,
e induce la expresion diferencial de genes asociados con vias del metabolismo lipidico, inflamatorias y de
procesos asociados a envejecimiento patolégico y neurodegeneracion.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Caracterizar los cambios en el metabolismo energético neuronal, en la expresion de marcadores de la EA
y en el transcriptoma ante una exposicion a AP.

4.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar los cambios metabdlicos en neuronas de hipocampo después de la exposicion a AP
analizando componentes del metabolismo energético.

2. Estudiar las modificaciones en la expresion, actividad y localizacion de Bace1 como resultado de
la exposicién neuronal al AP.

3. Caracterizar el efecto del AP sobre el perfil transcripcional de las neuronas hipocampales y la
repercusién en los procesos celulares de los genes diferencialmente expresados.

4. Validar los cambios en la expresion de algunos de los genes implicados en los procesos bioldgicos
identificados.

5. Proponer el mecanismo a través del cual el AP compromete la funcionalidad neuronal.



5. MATERIALES Y METODOS

El modelo experimental utilizado fue cultivos primarios de neuronas de hipocampo. Todos los experimentos
se realizaron a los 12 dias in vitro (DIV). A continuacién, se muestra un esquema del disefio experimental
general.

APMP /| EX527
(200 uM) / (50 M)

!

0 DIV 12 DIV 13 DIV

Maduracion Tratamiento

Figura 8 Disefio experimental. Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo (inmunodeteccion de Tujl como marcador de
neuronas maduras) cultivados por 12 dias 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 dias 16 a 18 de gestacidon. Todos los animales se manejaron con el cuidado establecido segun
las normas y reglamentos para evitar el sufrimiento establecidas por la Comision Nacional de Bioética de
México y con la aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL, protocolo de ética No. 171). Una vez que se sacrificé a la rata gestante por decapitacién y se
extrajo a los embriones del Utero, se decapitaron con tijera y se obtuvo el cerebro. Estos se colocaron en
una caja Petri con solucién #1 y, con la ayuda de un microscopio estereoscaopico, se realizé la diseccién de
los hipocampos manteniéndolos en todo momento en la solucion #1. Finalmente, se “limpid” el hipocampo
para eliminar los restos de meninges, se transfirieron a una caja Petri y se procedio a la obtencién de la
suspension celular de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. Retirar solucién Krebs (solucion #1) teniendo cuidado de no aspirar el tejido.

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

3. Tomar 1 mL de la solucién #1 y lavar el tejido. Aspirar solucién junto con tejido y depositarlo en
9 mL de la solucién #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 soluciéon #1 sin deshacer el pellet. Agregar 7 mL de la
soluciéon #2 (previamente calentada a 37°C). Deshacer el pellet suavemente por inversion.
Calentar a 37 °C por 10 minutos para que actie la tripsina.

5. Agregar 7 mL de la solucién #4 y permitir que durante 5 minutos se detenga la reaccién de
tripsinizacion y que la DNAsa | digiera el DNA que se ha liberado. Centrifugar a 1000 rpm
durante 1 minuto.



10.

Agregar a un vaso de precipitados con el tamiz (Cell Strainer Corning®, 40 uM Nylon, REF.
431750) 5 mL de la solucion #3.

Aspirar sobrenadante sin disgregar el pellet. Agregar 1 mL de la solucién #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 cimulos de células formados cuidadosamente.
Aspirar el tejido disgregado y colocarlo de regreso en el vaso de precipitados con el tamiz y la
solucién #3. Resuspender varias veces para generar una suspension celular homogénea con
ayuda del tamiz.

Tomar toda la soluciéon #3 del vaso de precipitados y tamiz (por fuera del tamiz) que ahora
contiene la suspension celular y pasarla a un tubo Falcon nuevo con 5 mL de la solucién #5.
Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos.

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 millén 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 pg/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 ug/mL de penicilina/estreptomicina
(Gibco #15140122). A los 3 DIV se les agrego6 arabinosido de citosina (Sigma #C1768) a una concentracion
final de 10 yM para inhibir la proliferacién de células no neuronales. Previamente se ha determinado que
la poblacion de astrocitos en estos cultivos es menor al 5%, medido por inmunofluorescencia contra la
proteina acida fibrilar glial (GFAP) (datos no mostrados). Las neuronas se mantuvieron por 12 DIV a 37 °C
en una atmosfera humeda con 5% C0O2/95% 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 Solucién Krebs (10x) | Solucién #1

1.21 M - 3.585 g NaCl 10 mL Solucién Krebs 10x

0.0048 M - 0.18 g KClI

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

90 mL Agua destilada estéril
300 mg BSA

800 yL MgS0O4 3.8%

300 pL Penicilina/Estreptomicina

Solucién #2

10 mL Solucién #1
2.0 mg Tripsina (Sigma #T79201-1G)

Solucién #3

10 mL Solucion #1

5.2 mg Inhibidor SBT (Gibco #17075-029)
100 yL MgS0O4 3.8%

0.8 mg DNAsa | (Sigma #TD5025-150KU)

Solucién #4

10.5 mL Solucién #1
2 mL Solucion #3

Solucion #5

10 mL solucién #1
12 yL CaCl2 1.2%
800 uL MgS0O4 3.8%




5.2 Tratamiento de los cultivos primarios de neuronas de hipocampo

Alos 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 concentracion de 200 mM en 100% etanol. Después se hizo
una dilucién (5 mM) tomando 12.5 L del stock 200 mM en 500 pL de PBS/BSA 10%, se incubd a 37 °C
por lo menos 2 horas hasta disolverse (conjugacién del AP o MP con la albumina). Con este conjugado de
acido graso/BSA se realizaron los tratamientos. Para el AP, las concentraciones finales en el cultivo fueron
de 100 hasta 300 uM para los ensayos de MTT y 200 uM para el resto de los experimentos; para el MP se
utilizé una concentraciéon de 200 pM final en los cultivos. El vehiculo PBS/BSA 10% fue utilizado como
condicién control en todos los experimentos y el BSA tuvo una concentracion final en el cultivo de 0.4%. El
EX527 se preparo con dimetilsulfoxido (DMSO; concentracion final en cultivo de 0.01%) y se dejo equilibrar
a temperatura ambiente por lo menos 1 hora previa a su aplicacién a los cultivos. La concentracion final en
cultivo utilizada del EX527 fue de 50 uM y se trataron las neuronas por un periodo de 12 horas.

5.3 Ensayo de actividad oxido-reductora mitocondrial (reduccion de MTT)

Los cultivos celulares se incubaron con 100, 150, 200 6 300 uM de AP a los 12 DIV. 24 horas después se
les agrego sales de tetrazolio MTT (solucion stock: 5 mg/mL en PBS estéril) a una concentracion final de
0.5 mg/mL. Se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Se retir6 el sobrenadante y se agregaron 800 uL de
isopropanol acido (19.2 mL isopropanol con 0.8 mL HCI 1N) para disolver los cristales de formazan. Se
tomaron 2 alicuotas de 200 uL de cada pozo, se colocaron en una placa de 96 pozos y se leyeron en un
espectrofotometro a 570 nm.

5.4 Cuantificacion del consumo de glucosa

La concentracién 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 utilizé el Neurobasal sin Rojo Fenol. 1 uL del medio de cultivo se colocé en la tira reactiva del sistema
Accu-Chek para la cuantificacién. Las mediciones se hicieron por triplicado técnico y quintuplicado
biolégico.

5.5 Cuantificacion de la relacion NAD*/NADH

Para cuantificar la relacién NAD*/NADH se utilizé un kit colorimétrico de Abcam (#ab65348). Después de
24 horas del tratamiento con AP o MP (200 pM) se les retir6 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 frio. Se desecho el PBS y se agregaron 400 yL del Buffer de
extraccion 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 transfirié la muestra a tubos Eppendorff, se agitaron en vértex por 10 segundos
y se centrifugaron a 14000 rpm por 5 minutos. Se recuperd el sobrenadante en tubos nuevos
manteniéndolos en hielo. Se tomd una alicuota de 200 uL en un tubo nuevo para calentarla a 60°C durante
30 minutos. Posteriormente se prepard la curva estandar como indica el proveedor y se hicieron diluciones
de las muestras para realizar las lecturas en placas de ELISA. Se les agregé 100 pL del mix de enzima
NAD cicladora (incluida en el kit, basada en la reaccion enzimatica de amplificacion de la NAD sintasa y la
alcohol deshidrogenasa [227]) a cada pozo. Se dejo la reaccién por 5 minutos. Se agregaron 10 L de la
solucién reveladora y se dejo incubar de 30 a 90 minutos para su lectura a 450 nm en un espectrofotometro.
Cada lectura de la muestra se hizo por duplicado.



5.6 Cuantificacion de la tincién de Rojo Oleoso O

La deteccion de cuerpos lipidicos se realiz6 mediante la tincién de Rojo Oleoso O (Sigma-Aldrich). El Rojo
Oleoso O fue preparado como una solucion Stock al 5% en isopropanol en constante agitacion toda la
noche a 4°C. La solucién se filtré a través de un Filtro Whatmann® y una dilucion 6:4 (Rojo Oleoso O/Agua
Mili-Q) se prepard y se incubd a temperatura ambiente por al menos 20 minutos previos a su uso. La
solucion se filtro a través de un filtro Millex-GP® de 0.2 um. Para la tincién, 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 retiré 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 agregé la solucién de Rojo Oleoso
O durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, el colorante se removio y las células se lavaron
con agua bidestilada hasta que el fondo de la placa estuviera claro. Para su cuantificacion, se utilizd
isopropanol puro para solubilizar el colorante atrapado en los cuerpos lipidicos. La absorbancia de esta
solucién fue detectada en un espectrofotometro a 520 nm.

5.7 Western Blot

Se realizo la extraccion de proteinas 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 realizé la SDS-
PAGE cargando la misma cantidad de proteina por muestra en geles de acrilamida al 10 6 12%. Las
proteinas 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 himeda, se bloqueé 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-kB p65, SIRT1 o PPARYy 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 1gG (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 deteccidn de la sefal. Las imagenes fueron analizadas con el programa ImageJ® mediante
la cuantificacién del area bajo la curva que refleja la densidad por pixeles de las bandas observadas en las
placas sensibles a quimioluminiscencia.

5.7.1 Descripcion de Anticuerpos utilizados para Western Blot

Tabla 2 Anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas

Anticuerpo Especie Marca Anticuerpo Anticuerpo

primario primario secundario
Acetyl-NF-kB p65  Anti-conejo (Rabbit) Cell Signaling (#3045) 1:500 1:10000

(Lys 310)

NF-kB p65 Anti-ratén (Mouse) Santa Cruz (#sc-8008) 1:1000 1:10000
BACE-1 Anti-conejo (Rabbit) Cell Signaling (#5606) 1:2000 1:15000
SIRT1 Anti-ratén (Mouse) Cell Signaling (#8469) 1:500 1:10000
PPARy Anti-conejo (Rabbit) Cell Signaling (#2443) 1:500 1:10000

Actina Anti-ratén (Mouse) Sigma (#A5316) 1:2000 1:10000




5.8 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Se extrajo el RNA total mediante el método de TRIZoI® (Life technologies) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. Brevemente, se agregaron 500 pyL de TRIZol a cada caja de 60 mm x 15 mm. Se rasparon
las células y se congelaron a -20 °C durante 1 dia. Se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C
y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregaron 200 uL por mL de TRIZol de cloroformo frio,
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 transfirié la fase acuosa a un tubo
nuevo (la fase organica e interfase se pueden almacenar para la extraccion de proteinas y DNA). Se
agregaron 500 uL de isopropanol frio y se mezclé por inversion suave. Se dejo incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y
se lavo el pellet formado con 1 mL de etanol al 70%. Se centrifugd a 10000 g por 5 minutos a 4°C y se
descart6 el sobrenadante. Este ultimo paso se repitid de 2 a 3 veces. Se dejoé secar el pellet, no por
completo, al aire libre y se agregaron 30 pyL de agua libre de RNAsas. Se dejoé incubar durante 20 a 40
minutos a 55°C para disolver el pellet. Posteriormente, la cuantificacion de la concentracién de mRNA se
realiz6 utilizando el NanoDrop 2000 de ThermoScientific. Después se evalué la integridad del RNA extraido
con un gel de agarosa al 1.2% en condiciones desnaturalizantes con urea (200 mM concentracion final en
la mezcla con la muestra). Una vez comprobada la integridad del RNA extraido se realizé la reaccion de
retrotranscripcion con 1000 ng de RNA para obtener el cDNA. Esta reaccién se llevo a cabo con el Kit de
Promega ImProm Il 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 utilizé como control de carga
el gen endégeno 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*-(AACt) con el mismo software del
StepOne v2.3.

5.8.1 Secuencias de los primers

Tabla 3 Descripcion de los primers utilizados para la cuantificacion del mRNA por gRT-PCR

Gen Numero de acceso Secuencia blanco en el mMRNA Secuencia de los primers
F: reconoce la unién del exén 5 con el exoén 6. F: 5-AATGGACTGCAAGGAGTACAACTA-3’
Bace-1 NM_019204.2
R: reconoce el exon 6. R: 5-CTTTCTTGGGCAAACGAAGGT-3’
F: reconoce el exén 5. F: 5-AGAGCCATGAAGTATGACAAAGAT-3’
Sirtl NM_001372090.1
R: reconoce la unién del exén 5 con el exén 6. R: 5TGGGGTATAGAACTTGGAATTAGTG-3'
F: reconoce el exén 6. F: 5-GGACCTTAACTGTGCCAAGA-3’
Angptl4 NM_199115.2
R: reconoce el exén 7. R: 5-TTTTCCAGAAGATCCCCTTT-3
F: reconoce el exén 9. F:5-ACCTTGAACGAGTGGATGAG-3’
Hmgcs2 NM_173094.2
R: reconoce el exon 10. R:5-CACCGCAGAGCAGATCCTAT-3’
F: reconoce el exon 10. F: 5-TTACAACGTGTGGCTTCGTG-3’
Rnf145 NM_001105778.2
R: reconoce la unién del exén 10y el exén 11. R: 5-GATCACAGCGGATTTCATGTC-3
F: reconoce el exon 5. F: 5- AGTACAGGCGAAAGGCATGG-3’
Ugt8 NM_019276.3
R: reconoce el exon 6. R: 5-ATCTGATGGACAGCCGAACG-3’
F: reconoce la unién del exén 6 con el exén 7. F: 5-GCCTGGAGAAACCTGCCAA-3
Gapdh NM_017008.4

R: reconoce el exén 7. R: 5-CTTTAGTGGGCCCTCGGC -3’




5.9 Secuenciacion de RNA

ElI 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 Nimero de Integridad de RNA
(RIN) > 8.0 se utilizaron. Las librerias fueron construidas utilizando 500 ng de RNA, con el kit “Truseq
Stranded mRNA prep kit” de lllumina, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las librerias fueron
secuenciadas utilizando el equipo lllumina HiSeq2500 en “Pair-end” (2x125 bases). La profundidad de la
secuenciacion fue de >25 millones de lecturas.

5.10 Analisis 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 versién Rnor6 con anotaciones de ensembl
version 6.0.95. El nivel del conteo de genes de las lecturas mapeadas al genoma fue cuantificado utilizando
featureCounts del paquete rsubread. El analisis de la expresion diferencial fue realizado con DEseq2 y
edgeR, con un disefio pareado ~ espécimen + tratamiento. Los genes diferencialmente expresados (DGE)
fueron definidos como FDR < 0.1 y |Log2FC| >= 0.5. Los genes con expresion baja fueron filtrados del
estudio previo al analisis con edgeR y usando la funcion filterByExpr y la matriz de disefio. Los términos de
Gene Ontology (GO-term) y la sobre-representacion de vias (enriched pathways) se realizé 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 Reflexion Interna Total (TIRF) para la actividad de BACE1

La actividad de BACE1 se determind 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 sefal fluorescente del EDANS es absorbida por el DABCYL evitando
que pueda detectarse. Al llevarse a cabo la protedlisis del péptido por BACE1, ambas moléculas reporteras
se alejan y la fluorescencia del EDANS puede ser detectada. Brevemente, después de las 24 horas de
exposicion a AP, el medio de cultivo fue removido y las células se lavaron dos veces con PBS frio. El buffer
de extraccion (incluido en el kit) se agregé a las células y se homogenizaron suavemente con una pipeta.
Las células se incubaron en el buffer de extraccién durante 30 minutos y se centrifugaron por 5 minutos a
4 °C. El sobrenadante se recolecté 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 afiadié buffer de reaccion
(incluido en el kit) y el sustrato de la B-secretasa (el péptido con las dos moléculas reporteras incluido en
el kit fluorométrico). Ademas, en cada ensayo se incluia un pozo control sin la muestra para restar la lectura
de la mezcla del buffer de extraccién, buffer de reaccion y el sustrato de la B-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 morfologia neuronal y la distribuciéon de las proteinas MAP2 y BACE1 las neuronas se
sembraron sobre cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lisina (10 ug/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 frio. Luego, las células se fijaron con PFA 1%/PBS frio 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 solucién de bloqueo (para MAP2:
BSA 4%/PBS; para BACE1: Suero de caballo 1%/PBS) en agitacién 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-



BACE1 (Cell Signaling #5606) en solucion 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 nucleos 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 incubacion 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.

En un vaso de precipitados agregar extran al 5% en agua y dejar por toda la noche.

Lavar con agua estéril por 30 minutos en agitacién. Cada 10 minutos hacer cambio de agua.

Después lavarlos con alcohol etilico al 95% y acido acético al 5% durante 30 minutos en agitacion.

Lavarlos con alcohol etilico al 95% en agua durante 15 minutos en agitacion.

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 dilucion de poli-L-lisina de trabajo (10 uyg/mL en PBS estéril) y dejar
en la incubadora una noche antes de realizar el cultivo.
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5.13 Microscopia confocal y cuantificacion de la distribucion de BACE1

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

Para la cuantificacidn de la distribucion de BACE1 se siguié una metodologia reportada [228]. Brevemente,
por campo se selecciond una neurona madura con neuritas largas y arbol dendritico 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 micrémetros de una neurita aleatoria. Veinte imagenes de cultivos independientes
fueron cuantificadas por condicion experimental (n=3) para un total de 60 neuronas por condicion. Se
cuantifico la intensidad de fluorescencia con el software ImageJ®.

5.14 Fraccionamiento nuclear

Para comenzar a caracterizar el enriquecimiento de PPARYy en el nicleo como una medida de su activacion
se realizé 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 centrifuga.
Se realizaron dos lavados, cada uno con dos volimenes de PBS frio. Se centrifugd a 250 x g por 5 minutos
a 4 °C. Se estimd el volumen del pellet y se agregaron 5 volumenes de pellet del buffer de lisis
citoplasmatico (incluido en el kit y previamente suplementado con 0.5 mM DTT y un cocktail de inhibidores
de proteasas). Se resuspendio el pellet por inversion lenta y suave. Se dejo incubar por 15 minutos en hielo
y al término de este tiempo se centrifugd a 250 x g por 5 minutos a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en dos volumenes de pellet de buffer de lisis citoplasmatico frio. Con la ayuda de una
jeringa de insulina se resuspendi6 el pellet, evitando hacer espuma. Esto se realizé de 5 a 10 veces. A



continuacion, se centrifugd a 8,000 x g por 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se guardé a -80 °C ya que
contenia la fraccion citoplasmatica. El pellet restante se resuspendio en 2/3 del volumen de pellet original
con buffer de extraccion nuclear frio (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 resuspendio el pellet,
evitando hacer espuma. Esto se realizé de 5 a 10 veces. Una vez realizado esto, se coloco la muestra en
un agitador orbital a baja velocidad durante 60 minutos a 4 °C. Finalmente, se centrifugd la muestra a
16,000 x g durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se guardé a -80 °C ya que es la fraccion nuclear.

5.15 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé usando el software GraphPad Prism 5 ® (La Jolla, CA, EU) para todos los
experimentos, exceptuando los analisis transcriptémicos. Todos los resultados se expresaron como el
promedio +SEM de por lo menos n = 3 de cultivos independientes. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney
para la evaluacion estadistica de todos los experimentos, excepto para la cuantificacion del consumo de
glucosa (prueba pareada de Wilcoxon) y para la cuantificacion del indice NAD*/NADH (ANOVA de una via
con la prueba de Kruskal-Wallis). El valor de significancia para el analisis de los resultados obtenidos se
indica en cada grafica.

6. RESULTADOS

6.1 Cambios metabdlicos en las neuronas hipocampales tras la exposicion a AP.

Primero se analiz6 el efecto en la viabilidad neuronal de la exposicién a diferentes concentraciones
de AP por 24 horas mediante el ensayo de reduccion de MTT. No se observaron efectos toxicos con
concentraciones de hasta 200 yM ni cambios morfoldgicos evidentes (Anexo 1, Fig. 20). Sin embargo, con
la dosis de 300 pM se observé una reduccidon en la viabilidad de las neuronas hipocampales de
aproximadamente el 40% (Fig. 9a). Dado lo anterior, las dosis de 150 y 200 uM mostraron ser adecuadas
para estudiar los efectos del AP ademas de ser concentraciones que se han reportado en el plasma y
liquido cefalorraquideo de pacientes diabéticos y con obesidad.[47-50]
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Figura 9 Disminucion en el consumo de glucosa y la cantidad de NAD* tras la exposicion al AP. (a) La viabilidad neuronal fue
evaluada mediante el ensayo de MTT después de 24 horas de exposicion 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 indice NAD*/NADH disminuyd después de 24 horas de exposicion a 200 uM 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. Condicion control.



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 concentraciéon de glucosa (Fig. 9b) y posiblemente
utilizaran al AP como sustrato energético. Adicionalmente, se utilizé el MP como control de los
experimentos metabdlicos, ya que es un analogo del AP que puede ser internalizado pero que no se
metaboliza. Pasados los 12 DIV se cuantificé 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 acidos grasos en sus diferentes formas quimicas en condiciones
donde la concentracién 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 cuantificé el indice NAD*/NADH tras 24 horas de tratamiento con AP o MP.
Solamente se observé una reduccion en este indice cuando las neuronas hipocampales estan expuestas
a AP y no con el MP (Fig. 9d), indicando que la internalizacion del AP y no del MP altera el metabolismo
energético neuronal.

6.2 El AP se asocia con una disminucion en el contenido y actividad de SIRT1.

La actividad de SIRT1 esta estrechamente ligada con el contenido intracelular de NAD* por lo que
una alteracion en esta molécula afecta las funciones de la HDAC. Previamente se cuantifico el contenido
proteico de SIRT1 (Fig. 10a), asi como su actividad mediante el andlisis de un blanco especifico: la
acetilacion en la lisina 310 (K310ac) de p65 (Fig. 10c). Los niveles de SIRT1 disminuyeron y la K310ac de
p65 se observé aumentada, ambas de manera dependiente de la dosis. Este ultimo dato, se observo
también cuando las neuronas fueron tratadas con un inhibidor especifico de SIRT1, EX527, a una dosis de
50 uM (Fig. 10d) y en ausencia de AP. Adicional a esto, se observé un aumento en el mMRNA de Sirtl
cuando las neuronas son expuestas por 24 horas al AP (Fig. 10b). Estos datos sugieren que condiciones
metabodlicas que afecten el balance NAD*/NADH intracelular pueden ser detectadas por proteinas como
SIRT1, modulando su actividad y alterando la funcion de factores de transcripcién, como p65.
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Figura 10 SIRT1 cambia su contenido, expresion y actividad en neuronas hipocampales tras la exposicion a AP. (a) La cantidad de
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experimentos independientes. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Condiciones control.



6.3 La actividad y localizacion de BACE1 se modifican cuando las neuronas son expuestas al
AP.

Existen estudios que reportan la participacion de SIRT1 a diferentes niveles en la regulacion de las
proteinas implicadas en el procesamiento amiloidogénico y no amiloidogénico de la APP. Dado esto, se
caracterizo el efecto de la exposicién neuronal al AP en la expresién génica, actividad y localizacién de la
enzima BACE1 que esta implicada en el procesamiento amiloidogénico de la APP. El mRNA de Bacel
mostré un ligero incremento con ambas dosis de AP (Fig. 11a) mientras que la dosis de 200 yM de AP
indujo un aumento significativo en la cantidad de proteina de BACE1 (Fig. 11b), dato que previamente se
habia observado en el laboratorio en este mismo modelo de neuronas de hipocampo [229]. Adicionalmente,
la actividad de BACE1 se encontré aumentada cuando las neuronas se expusieron a 200 uM de AP (Fig.
11c). Para comprobar que SIRT1 aumentaba el contenido proteico de BACE1, se trataron a las neuronas
con un inhibidor especifico de esta HDAC, el EX527. Este compuesto increment6 la cantidad de BACE1
(Fig. 11d), mostrando resultados similares que el AP (Fig. 11b).
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Figura 11 El AP induce cambios en BACE1. (a) Después de 24 horas de tratamiento con AP, el mRNA de Bacel incrementa
ligeramente, (b) pero la proteina y (c) la actividad enzimdtica aumentan significativamente con 200 uM de AP. (d) El incremento
en la cantidad proteica de BACE1 también se observo 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 localizacién de BACE1 en la neurona es importante ya que su actividad ocurre preferentemente
en las terminales sinapticas. Dado esto, se caracterizo la localizacion de BACE1 después del tratamiento
con el AP (Fig. 12a). El tratamiento de las neuronas hipocampales con este SFA generdé que BACE1 tuviera
una mayor localizacion en las neuritas sin cambio alguno en el soma comparado con la condicién control
(Fig. 12b). Estos resultados muestran que el AP a través del metabolismo energético puede inhibir a SIRT1
y activar a BACE1. Ademas, el incremento en el contenido de BACE1 puede observarse localizado
preferentemente en las neuritas, donde podria procesar a la APP para generar los fragmentos AP.
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Figura 12 El AP induce la relocalizacion de BACE1 hacia las neuritas. (a) BACE1 se observa con una localizacion predominante en el
soma (a, panel izquierdo). Tras un tratamiento de 200 uM de AP, la proteina BACE1 se concentra preferentemente en las neuritas
(a, panel derecho). (b) La cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia del soma o a lo largo de 50 um de una neurita aleatoria
por neurona. Verde = BACE1, azul = nucleo, las flechas blancas sefialan la neurita que fue seleccionada al azar para la cuantificacion
de la intensidad de la fluorescencia. Los resultados son el promedio *+ S.E.M. de 20 neuronas por condicion de 3 experimentos
independientes. **P<0.01 vs condicién control.

6.4 La morfologia neuronal no se altera con una dosis no citotéxica de AP

Para continuar caracterizando los cambios neuronales inducidos por la exposicion al AP, se
realizaron inmunofluorescencias para observar y determinar si existen consecuencias morfoldgicas en la
integridad de las neuritas tras el tratamiento de 24 horas. Este analisis cualitativo reveld que la distribucion
de la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2) se localiza principalmente en las neuritas y no es tan
abundante en el soma neuronal en la condicién control y hasta con una dosis de 200 uM 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 uM de AP presentan un ligero aumento en la presencia de MAP2 en
el soma y un patrén fragmentado de la continuidad de la proteina en las neuritas (Fig. 13a). Esta distribucion
anormal de MAP2 sugiere una interrupcion del marcaje posiblemente por un hinchamiento localizado, que
podria estar relacionada con los efectos toxicos del AP previamente observados (Fig. 9a) con 300 uM.
Adicional a esto, se estimd el contenido lipidico intracelular en las neuronas tras la exposicion a AP
mediante la tincion de Rojo Oleoso. La cuantificacién espectrofotométrica revel6 que el contenido de gotas
lipidicas aumenta a las 24 horas de la exposicién con AP (Fig. 13b). El aumento en la cantidad de rojo
oleoso, la disminucién del consumo de glucosa (Fig. 9c) y la reduccion del indice NAD*/NADH (Fig. 9d)
demuestran que las neuronas hipocampales pueden incorporar y metabolizar este SFA.
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6.5 El AP genera cambios en el perfil transcripcional de las neuronas

Una forma de integrar los efectos pleiotrépicos de algin compuesto es mediante la respuesta del
transcriptoma celular. Sin embargo, los reportes sobre como el AP altera la regulacién génica en su mayoria
son en tejidos periféricos y escasos en neuronas. Por lo tanto, se realizé6 un RNAseq de 3 cultivos
independientes, cada muestra pareada, condicion “control” y experimental “24 horas de exposicion a 200
UM de AP” (n=3 por condicion). Los métodos de mapeo tienen sensibilidades diferentes para detectar los
cambios en la expresién, 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 analisis de expresion diferencial (DEseq2 y edgeR), ya que cada uno utiliza diferentes
algoritmos de normalizacién para calcular la dispersion de los fragmentos secuenciados y asi poder
establecer la significancia estadistica. Por lo tanto, la cantidad de genes diferencialmente expresados
(DEGs) detectados puede variar segun el método utilizado [231]. La combinatoria de los 2 tipos de
alineamiento y los 2 tipos de analisis de expresion diferencial dieron como resultado 4 métodos para el
andlisis del RNAseq (Fig. 14a). Este analisis multiple reveld que la expresién génica no se altera
drasticamente (FDR<0.1; |[Log2FC| >= 0.5) (Fig. 14), donde 45 genes incrementan su expresiéon y 30 genes



la reducen (Fig. 14a, b). Resultados similares se observaron en un modelo de islotes pancreaticos humanos
tratados con AP donde a 24 horas de exposicion cerca de 150 genes alteraban su expresion y el numero
aumentaba a lo largo de 7 dias de exposicién [232].
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Figura 14 Cambios en el transcriptoma de las neuronas hipocampales expuestas al AP. (a) Numero de DEGs encontrados con el
RNAseq usando los diferentes métodos de andlisis. (b) Grdfica de pastel mostrando el niumero y porcentaje de DEGs que estdn sub-
expresados y sobre-expresados. (c) Mapa de calor que muestra el agrupamiento jerdrquico del grupo control (v) vs el experimental
(PA). (d) Grdfica de volcdn de los DEGs. Los genes que muestran una significancia estadistica se encuentran por encima de la linea
punteada verde y a la derecha o izquierda de las lineas punteadas rojas.

Es interesante destacar que la cantidad de DEGs observada utilizando el método de analisis edgeR
es mayor a comparacién del método DEseq2 (Fig. 14a y Tabla 4). Esto se debe a los métodos que utilizan
para estimar la varianza biolégica y técnica de la muestra. DEseg2 toma el valor maximo/minimo en cada
muestra para crear una tendencia media y determinar si los cambios observados son estadisticamente
significativos [231, 233, 234]. Dado esto, si la varianza es relativamente pequefa, el conteo lo considera
como parte de la media, es decir sin cambios. En cambio, edgeR toma el valor maximo/minimo detectado
en cada gen para crear una tendencia media y determinar si los cambios observados son estadisticamente
significativos [231, 233, 234]. Esto permite que edgeR considere tanto la varianza bioldgica como la técnica
(varianza del experimentador) de una muestra, siendo este método el mas adecuado para la identificacion
de los DEGs en el modelo experimental. Sin embargo, los métodos de analisis muestran algunos genes
compartidos, por ejemplo, los cuatro identificaron a Angptl4, Ugt8 y Rnf145, mientras que los métodos de
analisis que incluyeron a edgeR muestran algunos otros como Hmgcs2, Ccl2 e Insigl (Tabla 4). Esto
sugiere que hay genes desregulados fuertemente ya que se pueden identificar con cualquiera de los 4
métodos de analisis. Aunque principalmente se observan genes con cambios sutiles en su expresién por
lo que solo algunos de los métodos los detectaron. No obstante, todos estos genes son importantes para
la respuesta neuronal ante una exposicion a AP.
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Tabla 4 Genes diferencialmente expresados encontrados en cada uno de los métodos de andlisis y alineamiento al genoma o
transcriptoma de la rata.

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

Rnf113a1, Mogs, LOC103693189,
LOC100911186, U1, Armex1,
AABR07003537.1, LOC103689968,
AABR07034273.1, Fgd1,
AABR07002775.1, Miip, Entpd7,
LOC102552659, Faim, Mboat7,
LOC108348074, LOC108348136,
Syne4, LOC100359574,
LOC691254, Cass4, Ccl9, Chdo,
LOC100911951, Enpp6, Impad1,
Kirb1b, Abhd1, AABRO7003056.1,
AABRO07014125.1, Snip1

Hells, LOC103692716, AABR07033249.1 Mki67
Lpcat1, Npas4
Ccl2, AABR07054460.4, ler3, Gprcba, Mobp, Cxcl1, Hmgcs2, Bhiha15,
Trim66, Tns3, Cyp51, Fam49a, Tgm1, Cited2, Fgf5, Insig1
Angptl4, Ugt8, Cnp, Rnf145, Snn

Serpine1, Slc16a5, Fndc3c1,
Mir132, AABR07038886.1, Ucp2,
Mir212, Acot1, AABR07003751.1, Nfil3

AABR07065531.19, 5S_rRNA, Rd3|,

Maff, Pdk4, AABR0O7017825.7

Para observar si las muestras tienen un comportamiento similar se realizé un analisis de
agrupamiento jerarquico de los DEGs encontrados con los métodos “Salmon + edgeR” y “STAR + fc +
edgeR”. Con este analisis se observo que las muestras se agrupan segun la condicién experimental (control
o tratamiento) con base en el perfil de expresion (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 realizé un analisis 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 analisis (Fig. 14a, b) y podria sugerir que la
concentracién y el tiempo del tratamiento deberian ser mayores para inducir mayores varianzas que
permitan el agrupamiento de las muestras por tratamiento.

El analisis de expresién diferencial (Fig. 14c, d), ademéas de mostrar a los genes codificantes que
se desregulan tras la exposicién a AP, revel6 que 24 RNAs no codificantes, como RNAs intergénicos no
codificantes largos (LincRNAs) y RNAs pequefios nucleares (snRNAs), también cambian su expresion.
Todos estos datos en conjunto demuestran que la exposiciéon 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 funcién nuclear, se alteran.

6.6 Activacion de vias inflamatorias y cambios en el metabolismo lipidico neuronal inducidos por
la exposicion a AP

Para poder determinar los procesos bioldgicos y los DEGs asociados a estos que se modifican en
las neuronas después de la exposicidn a AP se realizaron analisis de enriquecimientos de vias. Se utilizaron
dos bases de datos “Gene Ontology” (GO) y “Reactome pathways”. El analisis con GO (Fig. 15a, b) mostro
que entre los 20 procesos bioldgicos funcionalmente enriquecidos se encuentran vias que median la
respuesta a quimiocinas, respuesta a acidos grasos y quimiocinas, la via de biosintesis del colesterol y la
funcion de la insulina. Estos procesos al encontrarse mayormente desregulados indican que son
importantes en la respuesta neuronal al AP.
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Figura 15 Andlisis de enriquecimiento funcional con los términos encontrados en GO demuestra procesos inflamatorios y
metabdlicos alterados en las neuronas expuestas a AP. (a) Los 20 procesos biologicos mayormente enriquecidos ordenados por
significancia estadistica (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 expresion de los genes individuales (eje x)
y el proceso bioldgico al que estdn asociados (eje y). (c) Red de interaccion de los genes y los términos de GO, donde los circulos
grises representan los procesos bioldgicos y los circulos con escala de colores verde-rojo son los DEGs que vinculan estos procesos.

Dado que es importante identificar cuales de los DEGs estan asociados a estas vias y respuestas
reveladas por el analisis con GO y la posible existencia de vinculos entre dos 0 mas procesos, se generé
una red de interaccion (Fig. 15c¢). Con la red se observa un solo componente interconectado, lo que sugiere
que la mayoria de los genes que pertenecen a estos términos de GO estan estrechamente relacionados y
participan en procesos similares. Genes como Hmgcs2 e Insigl se muestran como importantes de un nodo
perteneciente al metabolismo energético, ya que juegan un papel importante en la respuesta a acidos
grasos, insulina, deprivacion de nutrientes y la biosintesis del colesterol. Adicional a esto, la red de
interaccién revela genes implicados en la respuesta a quimiocinas y su via de sefalizacion que ademas
participan el metabolismo de lipidos, como Ccl2. Estos datos sugieren que el AP esta alterando el
metabolismo energético neuronal a través de la induccién de genes especificos que participan en procesos
como el metabolismo de lipidos y la respuesta inflamatoria.

Para confirmar e identificar algunos otros procesos bioldgicos afectados en las neuronas por la
exposicion a AP, se realizé el mismo analisis de enriquecimiento funcional con otra base de datos:
Reactome pathways (Fig. 16). Este analisis confirmd los resultados previos de GO ya que también mostré
al metabolismo de lipidos y al ciclo de los acidos grasos como procesos alterados ante la respuesta del
estimulo con AP. Adicionalmente, se encontraron otros procesos que no involucran directamente a los SFA
pero que responden ante la exposicidn como el transporte a través de canales idnicos y, de manera
interesante y sumamente importante, procesos que si los involucran como la p-oxidacién mitocondrial de
acidos grasos (Fig. 16a, b). Este hallazgo es importante dado que la funcionalidad y activacién de esta via
es controversial en neuronas.

43



Adicionalmente, el analisis de la red de interacciones revel6 que multiples genes desregulados,
como Ugt8, Cyp51, Acotl y Echsl, estan involucrados en el metabolismo de lipidos. Lo que refuerza lo
dicho anteriormente, este proceso es uno de los mas relevantes e importantes que se activan en respuesta
a la exposiciéon con AP (Fig. 16c). Por otro lado, Echsl1 y Acotl muestran ser un vinculo importante entre
el metabolismo de lipidos y la B-oxidacién mitocondrial (Fig. 16c), lo que sugiere que son efectores

relevantes en ambos procesos.
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Figura 16 Andlisis de enriquecimiento funcional con los términos encontrados con Reactome pathways demuestra procesos
metabdlicos y lipidicos alterados en las neuronas expuestas a AP. (a) Los 20 procesos biolégicos mayormente enriquecidos
ordenados por significancia estadistica (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 expresion de los genes
individuales (eje x) y el proceso biolégico al que estdan asociados (eje y). (c) Red de interaccion de los genes y los términos de GO,
donde los circulos grises representan los procesos bioldgicos y los circulos con escala de colores verde-rojo son los DEGs que
vinculan estos procesos

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

6.7 Genes involucrados en el metabolismo de lipidos y regulados por la via de PPAR alteran su
expresion en neuronas expuestas a AP

El analisis de enriquecimiento funcional tiene la desventaja que solamente los DEGs son
considerados. Sin embargo, otros procesos biolégicos se pueden afectar cuando hay cambios sutiles en
multiples genes que forman parte de ellos. Para poder identificar estos procesos, se realizé un analisis de
enriquecimiento por grupo de genes (Gene Set Enrichment Analysis — GSEA) con KEGG pathways (Fig.
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17) y GO (Fig. 18). Este analisis toma en cuenta todos los genes que tuvieron un cambio en la expresién
cuando las neuronas fueron expuestas a AP.
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Figura 17 Andlisis de enriquecimiento por grupo de genes (GSEA) proveniente de KEGG. Las vias y procesos mayormente afectados
se ordenan de mayor a menor y el numero de genes involucrados en cada uno de los procesos es representado por el tamarfio de
los circulos (count). Aquellos procesos relevantes para el metabolismo neuronal (rectangulos rojos), procesos que involucran lipidos
(rectangulos amarillos), vias de inflamacion (rectangulos morados) y otros procesos bioldgicos y celulares (rectdngulos verdes) se
sefialan.

Entre las vias 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 analisis
muestran que el metabolismo y catabolismo de &cidos grasos (Fig. 17, 18), la via de PPAR (Fig. 18), la
sintesis de cuerpos cetonicos (Fig. 17), la biosintesis del colesterol y sus procesos metabdlicos (Fig. 18)
estan igualmente alterados. Estos resultados sugieren que las neuronas tienen elementos del metabolismo
de lipidos que responden a las altas concentraciones de SFA. De manera importante, el GSEA sefiala que
procesos como apoptosis, senescencia celular, recubrimiento de neuronas y axones, axonogénesis y
niveles de neurotransmisores podrian alterarse si el estimulo persiste, por ejemplo, en condiciones crénicas
como la diabetes y la obesidad. Estos analisis indican que el AP puede alterar tanto mecanismos celulares
generales como aquellos especificos neuronales (Fig. 18).
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Figura 18 Andlisis de enriquecimiento por grupo de genes (GSEA) de los términos de GO. Las vias y procesos mayormente afectados
se ordenan de mayor a menor y el numero de genes involucrados en cada uno de los procesos es representado por el tamafio de
los circulos (count). Aquellos procesos que involucran lipidos (rectdngulos amarillos) y procesos bioldgicos y celulares para las
neuronas (rectdngulos verdes) se sefialan en la grdfica.

Finalmente, para validar los resultados obtenidos por el RNAseq y para demostrar que la via de
PPAR responde ante el estimulo del AP, se analizaron 4 genes mediante gRT-PCR. Hmgcs2 (codifica para
la Hidroximetilglutaril-CoA sintasa) y Angptl4 (codifica para la Angiopoyetina tipo 4) son genes que
participan en el metabolismo de lipidos y que pueden ser regulados por esta via de sefializacion. Su
expresion (Fig. 19a, b) mostro estar significativamente elevada en las neuronas hipocampales que fueron
expuestas a 200 yM de AP comparado con la condicion control. También se analizd a otros dos genes
implicados en metabolismo de lipidos pero que no son regulados por la via de PPAR, Ugt8 (codifica para
la 2-hidroxiacilesfingosina 1-B-galactosiltransferasa) y Rnfl45 (codifica para la Proteina de dedos RING
145). El andlisis de Ugt8 mostré una tendencia a disminuir mientras que Rnf145 se encontré sub-expresado
significativamente (Fig. 19c¢, d). La cuantificacion de estos genes valida los datos obtenidos por RNAseq vy,
ademas, sefala a la via de PPAR como un componente importante implicado en la regulacién de genes
involucrados en el metabolismo lipidico y en la respuesta a la exposicién neuronal a &cidos grasos. De
manera general, los resultados presentados demuestran que las neuronas al ser expuestas a AP modifican
su transcriptoma afectando el metabolismo de lipidos y activando componentes inflamatorios a través de
mecanismos que se han demostrado responden a la presencia de acidos grasos en tejidos periféricos.
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Figura 19 Expresion relativa del mRNA de los genes Hmgcs2, Angptl4, Ugt8 y Rnf145 tras 24 horas de tratamiento con 200 uM de
AP. El andlisis en la expresion por gqRT-PCR muestra que cuando las neuronas son expuestas a esta concentracion de AP, (a) Hmgcs2
y (b) Angptl4 se sobre-expresan, mientras que (c) Ugt8 y (d) Rnf145 se sub-expresan comparados con la condicion control. Los
resultados son el promedio + S.E.M. de por lo menos 5 experimentos independientes. *P<0.005

7. DISCUSION

El consumo de las HFD esta relacionado con el desarrollo de enfermedades metabdlicas y
fuertemente asociado con la predisposicién 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 multiples efectos, debido a que impacta a través de diferentes
mecanismos celulares. Entre ellos, la capacidad de unirse a factores de transcripcion, de activar vias de
sefializacion a través de receptores de membrana, ser utilizado para el metabolismo energético o como
precursor en la sintesis de otros lipidos, entre otros mas [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 metabdlicas se generan ante concentraciones elevadas de AP, cémo se
integran estos efectos a través del transcriptoma y cual es un probable mecanismo por el que pudieran
aparecer marcadores asociados a enfermedades neurodegenerativas.

Los resultados obtenidos proveen evidencia sobre algunos cambios metabdlicos neuronales tras
la exposicion al AP. En este sentido, se encontraron algunas alteraciones importantes como la disminucién
en el consumo de glucosa, la reduccién del indice NAD*/NADH y la acumulacion de cuerpos lipidicos,
sugiriendo que las neuronas hipocampales pueden internalizar, metabolizar y acumular el AP. Adicional a
esto, mediante cambios en el transcriptoma neuronal se encontré la activacién de vias involucradas con
metabolismo de lipidos como respuesta que integra alguno de los efectos pleiotropicos del AP.

La disminucion en el consumo de glucosa y en el indice NAD*/NADH después de la exposicion al
SFA, sugiere que este lipido puede ser utilizado como molécula energética por las neuronas. En musculo
esquelético, la reduccion en el consumo de glucosa ante la presencia de altas concentraciones de SFA es
un mecanismo bioquimico bien caracterizado [241, 242]. Se propone que el incremento en el acetil-CoA
mitocondrial provocado por la oxidacién de los SFA inhibe el complejo de la piruvato deshidrogenasa, que



a su vez genera una acumulacion de citrato y, probablemente, de otros metabolitos de la via glucolitica
como la glucosa-6-fosfato. Esta acumulaciéon de metabolitos inhibe a enzimas como la fosfofructocinasa-1
y la hexocinasa, lo que reduce el flujo glucolitico y por lo tanto el consumo de glucosa [241, 242]. En el
sistema nervioso central, se sabe poco sobre como la presencia excesiva de SFA influye en el consumo
de glucosa [243]. Sin embargo, uno de los mecanismos propuestos es a través de la regulacion del
transportador de glucosa 3 (Glut3), el cual se expresa predominantemente en neuronas [243, 244]. Un
estudio realizado por Liu et al. mostré 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 podria estar relacionado con una
disminucion en el consumo de glucosa por parte de las neuronas. Sin embargo, es importante continuar
caracterizando en neuronas hipocampales los mecanismos propuestos para conocer mas sobre este efecto
observado en otros tejidos como en el musculo esquelético.

En el sistema periférico, el AP se metaboliza a través de la $-oxidacién mitocondrial generando
NADH al reducir el NAD*, lo que hace que este sistema sea un indicador del estado redox celular. La
reduccion 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 acidos grasos de cadena larga. Por lo tanto, una posibilidad es que las neuronas al tener una
B-oxidacién mitocondrial poco €ficiente, este catabolismo podria llevarse a cabo en los peroxisomas.

La activacion 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 metilico de acido graso que puede ser sintetizado de manera enddgena por las células
mediante las enzimas conocidas como sintasas de ésteres etilicos de acidos 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 linea celular de hepatoma se caracterizé la
cinética de internalizacion del MP y se observd 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 asi internalizarse a la mitocondria para ser oxidado [247, 248]. Sin embargo, una fraccién de
estos compuestos derivados de los acidos grasos, al ser hidrolizados, se reesterifican en derivados del
colesterol [248] lo que reduce la disponibilidad para utilizarse en el metabolismo energético. Estas
caracteristicas bioquimicas del MP podrian ser la razén por la cual se observa una reduccién en el consumo
de glucosa pero no una disminucion en el indice NAD*/NADH a los tiempos analizados. En este sentido,
los resultados del analisis del transcriptoma neuronal tras la exposicion al AP también revelaron que
mediante la activacion de multiples vias involucradas en metabolismo de lipidos y energético las neuronas
son capaces de responder ante este estimulo activando la 3-oxidacion. 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 sefalaron que, ademas de los procesos asociados a
metabolismo de lipidos, otras vias metabdlicas importantes responden al AP como FOXO, PI3K-Akt, la
sintesis y degradacion de cuerpos cetonicos y el metabolismo del colesterol. Diferentes grupos han
reportado efectos similares del AP en multiples modelos celulares al utilizar RNAseq o microarreglos [224,
225, 232, 249, 250]. En estos estudios se muestra la alteracion de genes involucrados en la via de PPAR,
degradacion de acidos grasos, via de quimiocinas, vias inflamatorias, 3-oxidacion, sefalizacion 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 multiples mecanismos por
exposicidon al AP en un modelo de neuronas humanas [83, 134].

Este mismo analisis del transcriptoma, a través del GSEA de KEGG pathways mostré que una de
las vias de respuesta que las neuronas activan ante el AP, es la de IL-17. Esta es parte de la respuesta



proinflamatoria, principalmente caracterizada en macréfagos y células tipo T [251-253], y recientemente
en neuronas hipotalamicas [254, 255]. La familia de factores de transcripcion de NF-kB, a la cual p65
pertenece, esta estrechamente relacionada con la regulacién de esta via, asi 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 acetilacién de p65 tras la exposicién al AP en neuronas y la aparicion
de las vias mencionadas en el GSEA, sugiere que la activacion de este factor de transcripciéon podria
impactar en estas vias. Por otro lado, en diferentes tipos celulares como células epiteliales, macréfagos 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 linea 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 maduracién y secrecién de interleucinas proinflamatorias como IL-1B e IL-18
[261, 262], asi como de moléculas implicadas en la formacién de poros, como las Gasderminas, para liberar
mediadores inflamatorios o incluso inducir apoptosis dependiente de inflamacién [261, 263]. El inflamasoma
no solo puede ser activado a través de p65, sino también por estimulos externos que generan estrés del
ER, disfuncion mitocondrial y/o incremento en las ROS [260, 261, 264]. De manera interesante, los
resultados del analisis de transcriptoma muestran que algunos procesos asociados a estos mecanismos
se alteran y son responsivos en las neuronas expuestas al AP.

El hinchamiento citoplasmico y neuritico debido al flujo de iones es otra de las respuestas que se
ha reportado ante la activacion del inflamasoma. En diferentes modelos de diabetes, de la EA y en neuronas
expuestas a AP se caracterizd un patréon discontinuo en las neuritas similar al observado con la
inmunodeteccién de MAP2, acompainado de segmentos gruesos alternados con segmentos delgados que
sugieren hinchamiento localizado y eventos iniciales de distrofia dendritica y axonal, asi como de
neuroinflamacion [265-268]. Dado que el GSEA muestra que algunos de estos mecanismos se alteran en
las neuronas hipocampales expuestas al AP, esto podria explicar el posible hinchamiento dendritico
observado con la distribucién alterada, discontinua y localizada de MAP2. El analisis de estos datos sugiere
que las neuronas responden a la presencia de una alta concentracion de AP a través de multiples
componentes inflamatorios y apoya la hipétesis del dafo neuronal crénico-inflamatorio asociado al
consumo de dietas altas en SFA.

Las alteraciones metabdlicas y en el impacto en los mecanismos de inflamacién observados en
este modelo neuronal, se pueden asociar a la desregulaciéon en la funcion y cantidad de proteinas como
SIRT1, p65, BACE1 y PPAR. Estas proteinas 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 regulacién de multiples procesos
dependientes de estas enzimas. Este y otros trabajos asocian los cambios en el contenido del NAD*
intracelular con la disminucion en la actividad de desacetilasa de SIRT1 [151, 269, 270]. Sin embargo, en
el presente trabajo también se encontrd una reduccion en la cantidad de proteina y un aumento en su
mRNA. Por lo que la reduccion en la actividad puede deberse tanto a la falta del NAD* como a la reduccion
en los niveles proteicos. Por un lado, cuando las neuronas son expuestas al AP se genera estrés oxidante
y la activacién de JNK [110, 140]. La activacién de JNKs favorece la degradacion de SIRT1 via proteosoma
en condiciones metabdlicas, como la obesidad [271-273]. En consecuencia y para compensar esta pérdida,
la neurona podria estar aumentando la sintesis a través de la sobrexpresién del transcrito [274], como se
encontré en este trabajo. De manera interesante, el promotor de Sirtl contiene sitios de uniéon para p65
que poseen actividad promotora generando un mecanismo de retroalimentacién positiva [275]. Cuando hay
bajos niveles de SIRT1, se activa p65 y se aumenta la transcripcion del gen Sirtl. En las neuronas
hipocampales expuestas a AP se aumento la actividad de p65, medido por el incremento en la K310ac, y



por lo tanto este mecanismo podria estar involucrado en el aumento significativo del mRNA de Sirtl
observado. Otro mecanismo que podria estar involucrado es la regulacion a través del miR-132 [276]. Entre
los blancos de este miRNA se encuentra el transcrito de Sirtl. De manera interesante, el analisis del
RNAseq de las neuronas de hipocampo tratadas con AP muestra que el miR-132 es uno de los DEGs
(Tabla 4). EI miR-132 se altera en condiciones metabdlicas, en el envejecimiento y en enfermedades
neurodegenerativas [276-278], por lo que este mecanismo podria ser un elemento importante a estudiar
en el modelo de neuronas de hipocampo sometidas al AP.

Los cambios observados en los niveles de proteina y mRNA de SIRT1 podrian estar impactando
en multiples mecanismos, como en la regulacién transcripcional dependiente de diferentes factores de
transcripcion. En este sentido, existe evidencia sobre el papel de SIRT1 en la regulacién de genes que
codifican para enzimas del procesamiento amiloidogénico de la APP, a través de la desacetilacion de
factores de transcripciéon [209, 213]. Marwarha et al. reportaron la induccién de BACE1 en células de
neuroblastoma tratadas con AP a través del factor de transcripcion 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 activaciéon de otro factor de transcripcién, p65, dependiente de una
disminucién en la actividad y contenido de SIRT1 como consecuencia de la exposicion al AP. Es importante
recalcar que SIRT1 al desacetilar la lisina 310 de p65 inhibe su localizaciéon nuclear y, por lo tanto, su
actividad como factor de transcripcion [187]. Dado esto, se propone un modelo en el que la reduccién en
la actividad de SIRT1 evidenciada por el aumento en la acetilacion de la K310 de p65, permite la activacion
y reclutamiento de p65 al promotor de Bacel generando un aumento en la transcripcion de este gen. Dicha
propuesta la sustentan algunos reportes que evidencian a p65 como un regulador transcripcional
importante de Bacel [279-281].

Complementando estos hallazgos, hay un cambio en la distribucion espacial de BACE1 el cual es
fundamental para la produccion de AB [281, 282]. Ademas la S-palmitoilacién de BACE1 juega un papel
importante para su compartamentalizacion y trafico intracelular hacia las terminales sinapticas [283], por lo
que es posible que el cambio en la localizacién que observamos pudiera depender de esta PTM, en donde
cantidades elevadas de AP podrian exacerbar la S-palmitoilacion, favoreciendo la localizacién de BACE1
a las terminales sinapticas donde lleva a cabo la actividad enzimatica que promueve la via amiloidogénica.
La produccion incrementada de AR es un mecanismo propuesto para el desarrollo de la EA [202, 204]. En
este sentido, el andlisis del transcriptoma a través del GSEA sefiala que tras la exposicion al AP se genera
una alteracion en procesos propios de las neuronas donde se presume que BACE1 juega un papel
importante como la LTP y la regulacion 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 desregulacién de BACE1, genera alteraciones en estos mecanismos implicados en
enfermedades neurodegenerativas.

Otra familia de factores de transcripcion importante a considerar en los resultados presentados es
la familia de PPAR, ya que diferentes acidos grasos pueden unirse a ellos para regular multiples vias
relacionadas con lipidos [84], pueden ser modulados por SIRT1 [15, 16] y estos a su vez pueden regular la
transcripcion de Bacel [16]. Por ejemplo, en células HepG2 el AP y el MUFA, acido oleico, se unen y
activan especificamente a PPARa y PPARy de una manera tiempo y concentracion dependiente [100].
Para comprobar algunos de los resultados obtenidos con el analisis funcional, se evaluaron 4 genes
involucrados en el metabolismo de lipidos y el metabolismo energético mediante qRT-PCR. El transcrito
del gen Hmgcs2 se encontré incrementado significativamente cuando las neuronas son tratadas con AP.
Este gen codifica para la Hidroximetilglutaril-CoA sintasa, enzima importante en la sintesis de cuerpos
cetdnicos. La sintesis de los cuerpos cetdnicos es una via metabdlica que, principalmente, se activa en
condiciones de ayuno donde el cuerpo necesita utilizar acidos grasos para la producciéon de energia [30].
En esta ruta metabdlica, la enzima mitocondrial Hmgcs2 se activa en presencia de acetil-CoA y cataliza la
primera reaccion de la cetogénesis, siendo el paso limitante. En estas condiciones, la acetil-CoA es un



producto que principalmente proviene de la B-oxidacion mitocondrial. Angptl4 también se encuentra sobre-
expresado en las neuronas expuestas a AP. Este gen codifica a una hormona sérica que esta directamente
involucrada en la regulacion del metabolismo lipidico [287]. De manera interesante, una de las vias
importantes para la regulacion 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 activacion de la via de PPAR ante el estimulo
del AP en neuronas de hipocampo.

Los otros dos genes que se cuantificaron por gqRT-PCR también son importantes para el
metabolismo de lipidos. Sin embargo, no estan regulados por la familia de factores de transcripcion PPAR.
Ugt8 [289] se encontrd con una tendencia a disminuir su expresién mientras que Rnfl45 [290] se observo
sub-expresado en las neuronas expuestas al AP. UGT8 es una enzima cerebral clave para la sintesis de
los galactocerebrésidos.[291, 292] Por otro lado, RNF145 es una E3 ubiquitin ligasa que recientemente se
ha empezado a caracterizar y la informacién es escasa. Sin embargo, estd involucrada en mantener la
homeostasis del colesterol, regulando de forma negativa el proceso cuando hay altos niveles de la proteina
en la célula.[293, 294] El hecho de que su mMRNA se encuentre sub-expresado sugiere que hay un
incremento en los niveles de colesterol a través de la sintesis de novo. [293] En conjunto, la cuantificacion
de los 4 genes por gqRT-PCR podria indicar que la via de PPAR es de gran importancia para la regulacion
de la respuesta de las neuronas expuestas a altas concentraciones de AP.

8. CONCLUSIONES

La actividad del metabolismo de lipidos 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 reducciéon en el consumo de
glucosa y del indice NAD*/NADH, asi como los resultados obtenidos en el GSEA y en otros trabajos del
laboratorio, sefialan que este SFA afecta de forma importante procesos del metabolismo energético, como
la via de sefializacion de la insulina y la -oxidaciéon. Adicional a lo anterior, se demostro la activacion de
p65, a través de la inactivacion de SIRT1, apuntando a la participacion de componentes inflamatorios,
caracterizados en otros tejidos, y que también se activan en las neuronas hipocampales ante el estimulo
del AP. Estos componentes parecen, ademas, estar involucrados en la regulacion de la transcripcion de
genes importantes para la generacién de marcadores de neurodegeneracién, como es la produccion del
AB. De esta forma se sugiere un mecanismo adicional a través del metabolismo energético y de un factor
de transcripcién asociado a inflamacion, p65, capaz de mediar el aumento de BACE1 y su localizacién
hacia las terminales sinapticas.

Por primera vez se presenta la integracién de los efectos nocivos del AP sobre las neuronas
utilizando analisis masivos de transcriptoma, redes de interaccion y GSEA. Estos analisis sugieren que en
condiciones crénicas de exposicion al AP se podrian alterar procesos asociados con memoria, aprendizaje
e integridad neuronal, como la LTP, la regulacién en los niveles de neurotransmisores y el recubrimiento
axonal. Adicionalmente, se muestra una desregulacién en multiples procesos celulares generales
asociados con la senescencia y la neurodegeneracion, como la muerte neuronal. Todos estos mecanismos
evidenciados por el analisis del RNAseq estan 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 mas
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 transcripcidon que pueden ser modulados por el
mismo acido graso?



o ¢Cuales son cambios nucleares y los mecanismos epigenéticos neuronales que se alteran ante la
exposicion a SFA?

o ¢Qué mecanismos celulares, como la estabilidad de los mRNAs, son afectados por la alteracion
de los RNA no codificantes identificados en el analisis del RNAseq?

o ¢Cbémo se modulan los elementos de los diferentes componentes inflamatorios y del metabolismo
de lipidos?

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

o ¢Como se afecta la funcion sinaptica y los procesos importantes para esta, como la LTP y la
neurotransmisién, ante la exposicion 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 activacion del
metabolismo energético neuronal en presencia de una concentracion elevada de SFA y las consecuencias
de la integracion de los efectos pleiotrépicos del AP, poniendo en evidencia el papel de los SFA como factor
de riesgo para patologias cronico-degenerativas del sistema nervioso central.
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10. ANEXOS

11.1 Anexo 1: Morfologia neuronal en condiciones control y después de 24 horas con AP.

Campo claro TOTO3 Empalme

-
..

Control

AP 200 pM

Figura 20 La morfologia neuronal tras el tratamiento con AP no se altera. Cultivos neuronales en condiciones control y tratados
por 24 horas con 200 uM de AP. No se observan diferencias en la morfologia vista en campo claro ni en el nucleo utilizando el
marcador TOTO3 (rojo).



11.2 Anexo 2: Analisis de componentes principales (PCA).
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Figura 21 Andlisis 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 condicion (N1, N2 y N3). Esta diferencia es la que separa a las muestras en tres grupos (6valos con lineas
discontinuas).



11.3 Anexo 3: Resultados preliminares de las perspectivas: reclutamiento diferencial de factores
de transcripcion ante la exposicion de AP en neuronas.

Dado que los resultados presentados sugieren que el AP puede modular a través de diferentes
vias a factores de transcripcion involucrados en la regulacion de genes importantes en la generacion de
marcadores de neurodegeneracion, se realizaron algunos experimentos para empezar a abordar la
posibilidad de un reclutamiento diferencial de factores de transcripcion al promotor de Bacel. El promotor
de Bacel tiene sitios consenso para p65 y PPARYy (Fig. 22), los cuales son importantes en la regulacion
transcripcional de este gen [16, 295]. De manera importante para este contexto, ambos pueden ser
regulados por SIRT1 a través de la desacetilacion de lisinas. SIRT1 al desacetilar a p65 inhibe su actividad
como factor de transcripcion [187], por lo que no se podria unir al promotor de Bacel y no induciria un
aumento en la expresion de este gen. En cambio, PPARY tiene un efecto contrario al ser desacetilado por
SIRT1, ya que al no estar acetilado puede ser reclutado al promotor de Bacel, pero no induce la expresién
del gen [16]. Es decir, funciona como un modulador negativo de la transcripcion.

>NC_005107.4:50138092-50162388 Rattus norvegicus strain mixed chromoscme
8, Rnor_6.0
GITATTGGGTAACGCATCARTTTTTCTCCGATACGAATGCTATATACACACCCCATTCCCACCTATATGT
CARTCCGTTCATTGCTGT TATTGTTTTCGEGCGCTCARTGTTGGGCCTTTATGTGTGTCARGTAGGTGCT
CTGCCATTGRACCACCGCCCAGGATTTTATTTTATTGAGACAGACTCTCGCTACATCAGACTAGCCTTGA
GCTCATTCTATAGCCCAGACTGGTCTTGAACT CTAGATCCTCCTGCCTTAGCCT TATACCTGGAGA
TACAGACTTCCCTACCAGGCCTCGCTTCGTATGTGTAGCTACTACTGGCCATGAACTCCTGGTGCTCTTC
TCTGCGCCTCCCARRTGCTGAGATCARTTTTTCTCACCT TACCGAGTTGGCCAGGCTATGTAGGCTCTGT
GTGGGGAGAGEGCEGAAGATGCCTGGCATGGTGGT TCATGCCTGTAATCACACCTGGCATGTGCGAGGCT
GARGGTTTGRGGCCAGCCAGGACTCCAGRATGAGATCTGARARGRGCACGTGAGRATARTGACCTCCCCT
TICTTGATTAACTTCATTGATAACARCTTACCTGTTTTCTCCTTTTTTGGGGCGCTGGGETTGCAGGTAGA
GCTTTACACCTGCTGTACTTGCGTGCT TTACCACTGAGCCACACCCCCCAGCCACCGAGCCACACCCCCA
ACCCACCGAGCCACACCCCTAGTCCTCAGCTACCTTATTTAAGATGTTTCCTCTAGTTTACTTTTTTGGC
TTTTTTTTTCTTTCTTTCTTTTTTT "TGAGGACCGARACCCAGGGCCTTGCACTTTCTAGGCAGGCG
CTCTBCCPCTGBGCTRAATCECCACTTTTTTGTCTTTTmTCAGA}XTGGTGGCTGGRTTTTATCG-
CCTCTGATAAATGATATGTTGTCATAATCACACAATTTTAAGCTAACAGGACCCCACGGCCTT
CATCTCACGCTCTTCTCARAGAGTARTGT TGGTATGCCTCAGAGTGCTARCACTTGAGRGCTTTCCTCAG
TCTGTCTGGTGGGARGTAATCAGGIEEEICANGAGGRINEATATCACAATCARAGGCACAGACARATTCA
CACATAGGAGACAGCCACTTCCTGGCTGTGGCAGGCTGRATGCTGT GAGCTGARARAGCTAGC NSNS r——
G TGGATACTGGTGAGTGGT TTGT TGACT GACATACTCTCATCCCTTTARTTTTGCTCCTCCAGTCT
CTACTCCTRRRRATACTTCCAATTTTAAGGTT TAGRTTARATGT CACCTCT T NEMINBBBRA T TTTTT PPARy
GTTTCTTTTTTTGAGACAGAGTTTCTCTATGTAGTCTTGGCTGTCCTTGAACTATCTATGTAGACCARAC
TACCCTCGAATT GATTCTCCTGCTACTGCCTCCTGTGGGCTGAGATTAAAGGCATGTGCCTTAA
CGTCTGGCATATACCCCCARATTTTTAATACCACACTGTGGCARGAGTCACATTCTCCCTGGTTARATCTC
TTTAGGGRATCTGTGCATCTTTTTCTGCCCCTGTGCARAGGCARAGTGGCTGGCCTGACAGGGTTTGCACGG
GGATGCGGATGTTART CAATGCTAATTCAGGARACTGAGGCAGGAGGTTTGCATCARAGT TGARGCTAGT

CTAGACCG TATGTTTGCAGGACCCTATATCCAA T TAAATAAACARACAR, AACARAT
RAATARTGARAGRAGGACTAGC] TGATATTGGTTCCTTCTTGATCTGCCAGAGCTAT
G JCCAGGGTCCTGCAGAGT GAACTCCATCTCGGCAGAGGGCATCCCAGACCCCTTTC

RGCCCCGERRGCTGGGCTGCCTGCCANEEENNEREE - (2 CTTCCCAGAGAT CCCBEERMRRNEE . P AR C
CCTTTGGCTTTGACAGCCACCGCCACARGCCT TTCCETCTCCCCAGCETGCCTAGGTGCTGGEAGCCEEE
RGCTGGATTATGGTGGCCTGAGCAGCCGACGCAGCCGCAGGAGCTGGGAGTCCCTCACGCTGCAARGTCC
GCCTGGARGACCCTGRARGCTGCAGGCTCCGATAGCCATGCCCECCCCTCCCAGCCCCACRAGGEECCCE
AT CCCCCCECTGAGECTEGECEETCGCCETCCAGAT GTA TGGEGETCCCCCGGATCGCCATCGTCCICTTC
TCTCGTGCGCTACAGATTTCTCCTGCCCACTCTCCACCGCCGGGAGCAGGAACTGAGCGAGGGGCCTGCA

GACTCTGCAGTCCTGATGCCCCCGAGGCCGCTCTCCT 'CACCACK GACTTAGGGGCA
GGCl TCGCCAACCGGAGC GGCCCE

GCTCACCATGGCC!

Figura 22 Secuencia del promotor de Bacel. El color lila indica las secuencias consenso encontradas a las que p65 se puede unir,
en verde la secuencia consenso identificada para la union de PPARy y el codon en rojo indica el sitio de inicio de la transcripcion
seguido por la secuencia codificante en azul.

Por otro lado, el efecto del AP depende de la concentracién y tiempo que al que estén expuestas
las células [100, 232]. Dado esto se esperaria que, ante una concentracién determinada de AP, el mMRNA
de Bacel cambie su expresion dependiente del tiempo. Se propone que esto sea efecto de la modulacion
de la actividad de p65 y PPARYy dependiente del tiempo de exposicién al AP. En este sentido, se cuantificd
mediante qRT-PCR el mRNA de Bacel a diferentes tiempos de exposicion (Fig. 23a). De manera
interesante, a 1 hora de exposicion el mMRNA disminuye, a las 3 horas aumenta y en tiempos posteriores
se mantiene a niveles similares. Esto sugiere que entre 1 y 3 horas de exposicién al AP pudiera haber una
regulacion diferencial dada por factores de transcripcion que responden a SFA, como p65 y PPARYy.
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Figura 23 Regulacion diferencial del mRNA de Bacel a lo largo del tiempo. La curva de tiempo (a) del mMRNA de Bacel muestra una
disminucion a 1 hora de exposicion al AP y un incremento que se estabiliza a partir de las 3 horas. La cuantificacion de p65 activo
(K310ac) demuestra un incremento a las 3 horas, mientras que PPARy (c) se encuentra elevado a 1 hora y con una abundancia
mayor en nucleo (d). Experimentos preliminares donde para la gRT-PCR de Bacel N=3, WB de p65 K310ac N=3, WB de PPARy N=3

y fraccionamiento nuclear N=2.

Al realizarse una cuantificacion de la cantidad de proteina de PPARy y la forma activa de p65
(K310ac), se observd que PPARYy tiene una tendencia a aumentar a 1 hora de exposicion (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 PPARy se encontraba enriquecida en este compartimiento
celular siendo un indicativo de su activacion como regulador de promotores. De manera interesante, PPARy
se enriquece en el nucleo cuando las neuronas son expuestas a AP (Fig. 23d). Estos datos preliminares
sugieren que el comportamiento del mMRNA de Bacel puede estar asociado a la regulacién diferencial de
ambos factores de transcripcién cuando las neuronas son tratadas con AP. Sin embargo, se requieren de
mas experimentos para poder responder la pregunta planteada y conocer si SIRT1 juega un papel
importante en la modulacion de estos factores de transcripcion y qué efectos neuronales se observan en
los tiempos de exposicién 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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Abstract: Phosphoincsitide 3-kinase (PI3K) signaling contributes to a variety of processes, mediating
many aspects of cellular function, including nutrient uptake, anabolic reactions, cell growth,
proliferation, and survival. Less is known regarding its critical role in neuronal physiology, neuronal
metabolism, tissue homeostasis, and the control of gene expression in the central nervous system
in healthy and diseased states. The aim of the present work is to review cumulative evidence
regarding the participation of PI3K pathways in neuronal function, focusing on their role in neuronal
metabolism and transcriptional regulation of genes involved in neuronal maintenance and plasticity
or on the expression of pathological hallmarks associated with neurodegeneration.
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1. Introduction

Phosphoinositide 3-kinases (PI3Ks) are a family of multifaceted enzymes that play a central
role in diverse metabolic processes that regulate many aspects of cell physiology. PI3Ks are
evolutionarily conserved enzymes that transduce mitogenic and metabolic signals to promote cell
growth, proliferation, migration, and apoptosis [1-3]. PI3Ks belong to a family of lipid kinases that
comprise eight isoforms that have been classified according to their substrate specificity and structural
features into three classes: I, I, and IIT [1-4]. The most studied family is class I, which catalyzes the
conversion of phosphatidylinositol into 3-phosphoinositides (PtdIns-3P), while class II PI3Ks, which
consist of a single catalytic subunit, prefer PtdIns-4P and PtdIns-3 4P as substrates, similar to class III
PI3Ks, which are additionally involved in vesicular trafficking, secretion, and autophagy [5-7].

Class I PI3Ks form a functional heterodimer composed of two subunits, one catalytic and one
regulatory, with molecular weights of 110 kDa (p110) and 85 kDa (p85), respectively. The catalytic
p110 subunit also has four different isoforms («, B, v, and §, also known as PBKCA, PI3KCB, PI3KCG,
and PI3KCD, respectively), and the most frequent regulatory p85 subunit encoded by three different
genes (, B, and y) [8]. Most neurons in the hippocampus, cerebral cortex, and cerebellum express
both the catalytic p110x and all the regulatory p85 subunits at high levels [9,10]. PI3K activates
protein kinase B (PKB), also known as AKT, which in turn activates mTOR. Particularly in the brain
regions aforementioned, activation of the AKT/mTOR pathway seems to be essential for neuronal
development and synapse formation [11-14] and contributes to neuronal plasticity and memory
performance [15-18]. The activation of this pathway through receptor tyrosine kinase (RTK) by growth
factors constitute the core path that regulates neuronal proliferation, maturation, and integration
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into mature circuits in the brain [19]. The important function of PI3K in neurons has also been
demonstrated for its involvement in severe brain pathologies, such as developmentally-associated
brain malformations [20,21], epilepsy [22,23], aging-associated neurodegeneration [24-26], and brain
cancer [27,28].

Different combinations of PI3K isoforms may result in different functional events depending
on the metabolic context, upstream signals, and interconnection of different cellular pathways. For
example, in sensory neurons, p1108 is an important signaling component for efficient axonal elongation
in the developing and regenerating nervous system [29]. In this sense, the inactivation of the p110&
produces deficient axonal elongation and prevents axonal regeneration in a model of sciatic nerve
crush injury [29]. The manipulation of PI3K/AKT signaling has been proven to induce dramatic
changes in myelination. In a conditional knockout for PTEN, the phosphatase that reduces the
activation of PI3K/AKT, a hy permyelination phenotype is associated with an increase in PtdIns-3P
and AKT activation [30]. It has also been confirmed that the increased synthesis of the p110f
subunit of PI3K contributes to the anatomical, behavioral, and molecular defects associated with
fragile X syndrome [31]. Accordingly, many studies have demonstrated that the activation of PI3K
induces cell proliferation, and overexpression of the p85 regulatory subunit inhibits PI3K/AKT
signals, impairs neuronal stem cell proliferation, and disturbs neuronal differentiation during the
development of mouse cerebral cortex [32]. PI3K dysregulation also plays a significant role in
glioblastoma pathogenesis. Pharmacological inhibition of the catalytic subunits p110# and p110ax but
not p110§ has impaired glioblastoma growth and caused tumor regression in in vivo models [33]. On
the other hand, increased PI3BK/AKT/mTOR signaling was identified in several human brain samples,
strongly implicating this pathway in diverse cases of hemimegaloencephaly, a developmental disorder
characterized by brain overgrowth dependent on the increased number of neurons and glial cells [34].

All of these studies indicate that PI3K/ AKT is a central node that integrates developmental signals
that are necessary for brain development, maintenance, repair, and plasticity during adult life.

2. PI3K Signaling in Neuronal Metabolism

PI3K signaling associated with metabolism has been mainly in the hypothalamus, a region
that regulates energy balance and glucose homeostasis. Clear implications point to the role of
class I PI3K in energy balance in hypothalamic neurons. PI3K/AKT activation by insulin inhibits
glucose production in the liver through the activation of ATP-dependent K* channels in the
hypothalamus [35-38]. In fact, the infusion of insulin and the consequent activation of the PI3K
pathway is able to suppress glucose production independently of circulating insulin. Recently,
it has been shown that different PI3K catalytic subunits are involved in differential responses of
hypothalamic neurons by insulin or leptin. For example, while neuronal hyperpolarization induced by
insulin and leptin depends on both p110x and p110f PI3K catalytic subunits, the depolarization
effect of leptin depends solely upon the PI3K 1108 subunit [39]. These differences affect the
regulation of energy balance and glucose homeostasis. PI3K/AKT pathway also contributes to
glucose uptake and energy metabolism through the regulation of GLUT3 transporter expression, as
well as the expression of the glycolytic enzyme phosphofructokinase-1 (PFK-1) during differentiation
of cortical neurons [40]. It has been shown that neuronal glucose uptake is not dependent upon
insulin/PI3K/ AKT signaling; however, after high neuronal activity, the insulin/PI3K/AKT pathway
induces GLUT4 translocation to the membrane to increase glucose transport in hippocampal neurons
and improve cognitive functioning [41]. Accordingly, insulin administration improves memory task
performance. This positive effect on cognition is completely mediated by PI3K activation and the
increase in local glucose metabolism [42]. Thus, the insulin/ PI3K/AKT/mTOR pathway importantly
modulates neuronal plasticity underlying high cognitive functions. In fact, it was recently reported
that AKT3 knockout mice exhibit microcephaly, cognitive defects, and reduced protein synthesis in
response to long-term potentiation (LTP) via inactivation of mTOR and reduced protein synthesis
necessary to sustain plasticity changes [43]. Different isoforms of PI3K have been implicated in
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synaptic plasticity and cognitive functions. Genetic deletion or overexpression of PI3Ky disrupts
long-term depression (LTD) and reduces spatial learning tasks, while contextual fear memory is not
affected [44,45]. Similarly, activation of PI3K in the amygdala was found to be associated with fear
conditioning [46].

Dysregulated PI3K/AKT signaling in neurons has several harmful consequences, such as
elevated ROS levels, membrane depolarization, mitochondrial fragmentation, and decreased oxidative
phosphorylation and ATP production [47-50]. It is particularly interesting that the amyloid peptide
involved in Alzheimer’s disease (AD) is capable of producing sustained activation of AKT, which in
turn phosphorylates the mitochondrial fission protein Drpl. This mechanism has been proposed to
be involved in the mitochondrial fragmentation observed in this neurodegenerative disease [47-50]

(Figure 1).

mAltophgow-e ?’k
sy
ega J

Figure 1. Involvement of different phosphoinositide 3-kinase (PI3K) classes in neuronal function. Class
I acting through receptor tyrosine kinase (RTK) pathways mediate survival, proliferation, protein
synthesis, and metabolism. Class II participates in vesicular trafficking and class Il in autophagy:

3. The Role of PI3K in Neuroinflammation

Inflammation is recognized as a central player in a variety of brain diseases. An exacerbated
inflammatory response has been associated with some chronic neuropathological conditions, such as
AD [51-56]. There is evidence at the systemic level that PI3K induces the activation of NF-xB and,
specifically, class I PI3Ks are involved in the transduction pathway of tolk-like receptors (TLRs) in
immune cells, such as macrophages and dendritic cells. However, in regard to the role of activation of
different isoforms of the class I PI3Ks, the results have suggested that they can play either positive
or negative roles in the production of pro-inflammatory cytokines [57]. It has been shown that the
activation of TLRs can induce the recruitment of class I PI3Ks, which leads to downregulation in
NF-kB-induced pro-inflammatory cytokines in macrophages [57]. On the other hand, loss of functional
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PI3KS reduces TLR4 internalization and relocation to endosomes, promoting the early secretion of
pre-inflammatory cytokines (IL-6 and IL-12) and reducing the secretion of anti-inflammatory cytokines
such as interleukin-10 {IL-10) and interferon- (IFN-) in dendritic cells [55]. Additionally, it has been
shown in vitro and in vivo that PI3Ky plays an important role in the initial signal transduction events
downstream of chemoattractant and chemokine G protein-coupled receptors (receptors for fMLE, C5a,
IL-8, LTB4) that promote the extravasation and migration of innate immune cells, such as neutrophils,
monocytes, or eosinophil, during inflammation [51,5%-66],

In the cenftral nervous system (CINS), microglial cells are resident macrophages involved
in immunological responses. Excessive microglia activation may lead to synaptic loss and
neuronal dysfunction. It has been shown that the activation of AKT precedes NF-kB-dependent
transcription of proinflammatory genes in activated microglia. In this report, the authors found
that LPS5 is able to activate PI3K,/AKT through the stimulation of TLR4 [67]. Moreover, using
different natural compounds, it has been suggested that PI3Ks are involved in the development
of the neuroinflammatory response modulating the mlease of cytokines. For example, studies in
LPS-stimulated microglial cells demonsirated that curcumin attenuates the expression of TNF-a,
IL-6, and IL-1 through the suppression of PI3K/ AKT-mediated activities [65,69]. Additionally,
the flavonoid compound morin exerts antiinflammatory effects by downregulating MAPK and
PI3K/ AKT signaling pathways and upregulating the anti-inflammatory PEA/CREB and Nrf2/ HO-1
pathways in microglia [70]. Furthermore, it has been shown that TGF-15, an anti-inflammatory
malecule, protects brain tissue by repressing the overactivation of microglial cells via inhibition of
PI3K and its downstream signaling molecules [71]. Remarkably, not only are glial cells involved in
neurcinflammation, but hippocampal neurons can also contribute to neurcinflammation by releasing
TNF-a and IL-1f via TLR4-mediated FI3K/AKT/NF- kB signaling [72].

Chronic inflammation in the brain is a feature of some neurclogical disorders associated with
neuronal damage. Therefore, pharmacological-based therapies focusing on PI3K signaling is a
promising research avenue. For example, in an injury model of cerebral ischemia/ reperfusion,
the use of a class I PI3K inhibitor (ZSTK474) was able to alleviate neurological deficits and reduce the
infarct volume. This therapeutic benefit was associated with the induction of an anti-inflammatory
phenotype in microglia leading to a decrease in secreted pro-inflammatory molecules through the
PI3K/AKT/mTORC] pathway [73].

In another model of brain injury due to a surgical procedure (SBI), it has been demonstrated
that PI3Ky promotes a pro-inflammatory phenotype. Furthermore, pharmacological inhibitors of
PI3Ky (A5252424 or AS605240) improve neurological function after SBI [74]. Interestingly, chronic
neuroinflammation has been associated with the development of AD [53-56] and a wariety of
inflammatory intermediaries, including IL-1%, IL-6, and TNF-x, have been found to be upregulated
in this disease [51,52,54,55). Epidemiological studies indicate that anti-inflammatory agents, such as
norrstercidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), have a beneficial effect on AD, and several reports
have shown that NSAIDs protect against inflammation in transgenic AD models [56]. It has been
shown that some NSAIDs can exert their actions by modulating PI3K [75-77]. Thus, an interesting line
of investigation is now directed at analyzing the relationship between inflammation, PI3K signaling,
and AD.

4. Genetic and Epigenetic Regulation through the PI3K/AKT Signaling Pathway

One of the main processes that control the genetic programming and functions of neurons is the
recruitment and activation of transcription factors and chromatin remodeling complexes in response
to specific intrinsic demands and upstream signals. PI3K, through AKT activation, enhances the
interaction and activity of several transcription complexes composed of basic helix-loop-helix (PHLH}
transcription factors (Neurogenin, NeuroD1, and MASH1), acetyltransferases (HATs), such as CBP
and p300, and histone deacetylases (HDACs) [75].
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In vitro experiments demonstrate that AKT activation by the natural flavonoid curcumin in
combination with an inhibitor of HDACs improves neuronal survival and restores neuronal damage
induced by amyloid beta (AB), which is a peptide associated with AD [79]. One of the proposed
mechanisms for such protection is the AKT-dependent phosphorylation of the transcription factor
CREB, which in turn promotes the expression of the brain-derived neurotrophic factor gene bdnf.
Neuronal survival also seems to be dependent on PI3K/AKT signaling through regulation of the
NF-kB transcription factor at two levels: through enhancing the activity of the inhibitory kinase IKK
and by directly phosphorylating NE-kB, which increases its activity [80,81].

Experiments in PC12 cells strongly suggest that PI3K/ AKT is the signaling pathway responsible
for the activation of late phase gene expression involved in neuronal differentiation, neurogenesis,
and neuroprotection [82]. Interestingly, nerve growth factor (NGF)-dependent PI3K/AKT/NF-«kB
signaling is also associated with an epigenetic modification at lysine 9 of histone 3 (H3K9) during
neuronal differentiation through the expression of the G protein-coupled delta opioid receptor gene
dor [83].

Forkhead transcription factors (FOXO) are a family of proteins that play important roles in
regulating the expression of genes involved in cell growth, apoptosis, and longevity. When AKT
phosphorylates FOXO, it is translocated from the nucleus to the cytosol as an inactive complex,
inhibiting transcription of the tumor suppressor p53 and preventing apoptosis, as previously
demonstrated in hippocampal neurons after hypoxia [84]. Interestingly, PI3K/AKT signaling is
inhibited in neuronal cultures exposed to the A peptide, which induces the translocation of FOXO
from the cytosol to the nucleus and the expression of the proapoptotic protein BIM [85]. Recent
results have suggested that the neuroprotective effect of the mood stabilizer valproic acid is mediated
through the inhibition of glycogen synthase kinase-3 (GSK3) and the activation of PI3K/AKT signaling.
Valproic acid is one of the best known epi-drugs and acts as a pan-inhibitor of HDACs that are
associated with chromatin remodeling and transcriptional activation of neuroprotective genes, such as
fibroblast growth factor (FGF-21) mRNA [86].

The balance between acetylation and deacetylation is crucial for the regulation of gene expression
in physiological and pathological conditions. Both epigenetic processes are altered during aging and
in some neuropathological conditions, such as AD. Studies in primary neuronal cultures and in vivo
mouse models of AD at different stages have revealed increased global levels of acetylated histones H3
and H4 [87]. The hyperacetylated state of H3 and H4 was also observed in post-mortem brains of AD
patients, especially in the most affected regions, such as the inferior and middle temporal gyrus [88].
Since acetylated histones are associated with open states of the chromatin thatallow gene transcription,
several genes that play an important role in the progression of AD markers can be upregulated when
chromatin is hyperacetylated. One of these genes is the Bacel gene for the B-site amyloid precursor
protein-cleaving enzyme 1 (BACE1). Upregulation of BACE1 mRNA associated with hyperacetylation
in the promoter region of Bacel has been reported in the 3xTg-AD mouse model [89,90]. Furthermore,
in vitro experiments have demonstrated that this hyperacetylation is associated with a hyperactivated
state of the acetyltransferase p300 that not only modifies histones but can recruit transcription factors
such as CREB and NF-«B [90].

In addition to acetylation, histones can be mono-, di-, or trimethylated on lysine or arginine
residues. However, less is known about how PI3K/AKT can regulate these posttranslational
modifications. It has been shown that the polycomb repressive complex 2 is responsible for establishing
this epigenetic mark through the methyltransferase enhancer Zeste 2 (EZH2). EZH2 can be regulated
by AKT phosphorylation, which reduces its activity and, therefore, the amount of H3K27me3 in the
genome [91]. Interestingly, the reduction of this epigenetic marker is associated with the activation of
several genes involved in memory, cognition, cell survival, and axonal growth [91,92].
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Because epigenetic mechanisms are dynamic and constantly changing, it is not surprising that
PI3K/ AKT signaling activation in response to growth factors can modulate some of the eraser proteins,
such as histone demethylases (KDMs). The phosphorylation induced by AKT promotes the exit of
KDMS5A from the nucleus and the increase in H3K4me3 content associated with active transcription
in specific promoters [91]. Interestingly, it has been shown that brains affected by AD aberrantly
accumulate H3K4me3 in the neuronal cytoplasm. This accumulation is associated with the progression
of AD-related pathological hallmarks, making a positive correlation as the pathology worsens [93].
These studies suggest that the role of PI3K/AKT participation in AD modifies the transcription of
genes related to neuronal function and survival through changes in epigenetic markers.

DNA methyltransferases (DNMTs) are enzymes that are responsible for the addition of a methyl
group to the C5 cytosine residue to produce 5-methylcytosine (SmC). During the development of neural
stem cells (NSCs), inhibition of the PI3K/ AKT signaling pathway enhances the expression of DNMT1
and DNMT3a and turns off the transcription of genes in a concerted manner through differentiation
and maturation processes [94]. PI3K/AKT signaling also induces upregulation of the activity of the
TET enzymes producing active DNA demethylation. This activation allows differentiation genes,
such as the Ngnl, to be activated and promotes neuronal stem cell (NSC) commitment to the neural
lineage [94].

The regulation of DNA methylation and demethylation processes needs to be tightly controlled
through adulthood. Recent studies in the AD model 5xFAD report that DNA methylation is increased
when Ap begins to accumulate and this increase is accompanied by the upregulation of DNMTs [95].
Nevertheless, it is not surprising that different studies report different findings when analyzing
post-mortem brains of patients diagnosed with AD. One of the first groups that studied these markers in
human brains reported a global decrease in5mC and 5ShmC in the hippocampus, particularly in the CA1
region and the dentate gyrus [96]. However, another study reported hypermethylation of autosomal
differentially methylated regions that also contained altered histone methylation markers [97]. More
spedcifically, the promoters of genes associated with plasticity, such as BDNF, have been found to have
high levels of methylation in patients with AD, which also correlates with a reduction in the mRNA or
protein levels of BDNF [98]. The authors of the respective manuscripts discuss that the differences in
their findings might be due to the nature of either the genetic background of the transgenic mice or the
stage of AD in patients upon death. They further discuss that, at least in transgenic mice, when they
compared aged mice to young mice, they found that the levels of epigenetic markers are upregulated.
Nevertheless, the findings demonstrate that the regulation of the methylation/demethylation of DNA
is affected by aging and AD. Another possibility to be considered is the particular state of PI3K/AKT
activation and the levels of growth factors that are able to activate this signaling pathway.

Altogether, this evidence points to the important role of PI3K/AKT signaling in the regulation of
gene transcription in the brain throughout life in healthy and diseased states. Although this pathway
does not directly impact chromatin, it regulates several transcription factors and chromatin remodeling
proteins and complexes that can alter the balance between heterochromatin and euchromatin.
Furthermore, whenever this signaling pathway is altered, as in aging or AD, aberrant epigenetic
signatures appear that deregulate gene expression, which eventually leads to neurodegeneration

(Figure 2).
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Figure 2. AKT phosphorylates several transcription factors, including NF-kB, CREB, and FOXO,
implicated in the transcription of genes regulating neuronal differentiation, neuroprotection,
neurogenesis, and apoptosis, such as Bdnf, Dor, BIM, and p53. PI3K stimulation can also inhibit
(KDMS5A, DNMT1, and EHZ2) or activate (TET) chromatin-associated proteins leading to upregulation
or repression of genes implicated in neural differentiation, axonal growth, memory, and learning
through altering chromatin marks in histone tails of DNA modifications.

5. Vesicle Recycling and Neurotransmission

In addition to the significant role of class I PI3Ks in the brain and the vast knowledge around this
family of PI3K, less is known about the important role of the class IT and class III PI3Ks. The action
of the two class II PI3Ks (PI3K-C2«, B) has been implicated in clathrin-mediated endocytosis,
glucose transport, insulin secretion, neurosecretory granule release, muscle contraction, and cell
migration [99]. At present, there is no clear evidence that class II PI3Ks are involved in AKT activation,
although PI3K-C2p becomes activated by some growth factors, such as epidermal growth factor
(EGF) and platelet-derived growth factor (PDGF), associated with RTKs [100]. Class II and III
PI3Ks catalyze the conversion of PtdIns to PtdIns3F, which is a major constituent of endosomal
membranes. PtdIns3P is an intracellular second messenger and a hallmark of many signaling
pathways controlling proliferation, growth, invasion, and vesicle trafficking [101]. Distinctively,
vesicle trafficking encompasses communication between endosomal compartments, which can assist
in signaling transduction and act as integrators and processors. Moreover, recycling and retrieval
of soluble or membrane-embedded protein cargos from the endosome to the trans-Golgi network
or the plasma membrane determine the concentration of important molecules at the cell surface.
Therefore, fine regulation of endosomal protein sorting and trafficking must occur to maintain neuronal
homeostasis, synapse formation [102], or avoidance of neurodegeneration [103,104]. Although the
role of class II PI3Ks in endocytic vesicle recycling is relevant, there are few studies on how the
function of class II PI3Ks may impact neurotransmission in the nervous system. PI3K-C2x is present
in clathrin-coated vesicles of isolated brains [105] and binds to clathrin-mediated vesicles, which
locally produce phosphoinositide in growing clathrin-coated pits [106]. In PC12 cells, activation of
PI3K-C2x enhances the exocytosis of neurosecretory granules, whereas transfection of PC12 cells with
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a catalytically inactive PI3K-C2« inhibits this process [107]. Remarkably, PIBKC2« not only participates
in the exocytosis of neurosecretory granules but also in the exocytosis of cargos transported from
the trans-Golgi network, such as delta opioid receptor (§R), which requires PI3KC2ax for surface
trafficking. Inhibition of PI3Ks with wortmannin causes the retention of 5R at the Golgi complex,
as shown by immunofluorescence colocalization of TGN-38 (a trans-Golgi network marker) and
(GFP)-8R [108] (Figure 3). On the other hand, phosphoinositides generated by class II PI3K and class I
PI3K in Drosophila are necessary for the rapid appearance and long-term maintenance of pre-synaptic
homeostatic potentiation through the enhancement of presynaptic vesicle recycling in Drosophila [109].
The class II PI3K homologous gene mutant disrupts the generation of PtdIns3E which determines the
early endosomal membrane required for the recruitment of Rab11 to recycling endosomes. Similarly,
class III PI3K orthologue Vps34 and postsynaptic Rab11 knockdown also block the expression of
trans-synaptic potentiation, demonstrating a new post-synaptic signaling depending on the formation
of PtdIns3P by class I and III PI3Ks [109].

1. Clathrin-mediated
endocytosis

3. Delta opioid

Q
Lty C
ZPIK3IKC2a/p receptor (BR) tafMic @
v Y :f'\' ./ (' Priming and
Rab1l-positive / secretion J
Recycling Endosome PIKIKC2a

" 1. Exocytosis of
PIK3K 11 111 \. o) neurosecretorny gramles
2. Local production of :G O — : \:

Ptdins3P from Prdlas

Trans-Golgi (@)
Network
Figure 3. PIK3KC2« and P are associated with clathrin-coated endocytic intermediates (1.) while
PIK3K II and III participate in the local production of PtdIns3P at recycling endosomes (2.). PI3KC2«x
regulates priming and secretion of large dense core vesicles at chromaffin cells (3.) and PI3KC2« is
required for Delta opioid receptor (§R) trafficking [4].

6. Class III PI3Ks in Neuronal Autophagy

The class III PI3Ks mainly control the trafficking of intracellular vesicles in the context of
autophagy, endocytosis, and phagocytosis. The Beclin 1-Vps34 complex is a core component of
class III PI3Ks, and binds Atg14L or UVRAG to control different steps of autophagy in mammalian
cells. Itis not clear which extracellular stimuli are able to activate this complex although some evidence
points to the role of nutrients such as glucose and amino acids [110]. The Beclin 1-Vps34 complex
is essential for mouse development and viability [111]. Autophagy and endosomal processes are
essential for maintaining neuronal stability [112,113]. In a recent study, it was reported that class III
PI3K-deficient mice abnormally accumulate protein aggregates, vacuoles, and endosomes in large
diameter sensory neurons and induce neurodegeneration [111]. Class III PI3K also mediates the
endosome-lysosome degradation to promote axon pruning during development [114]. However,
it must be mentioned that autophagy is a complex mechanism that also implicates regulation by
PI3K/AKT/mTOR signaling.

7. Conclusions

PI3K-mediated signaling is a central node that coordinates a variety of complex events that lead
to changes in neuronal development, growth, energy metabolism, and survival. All these functions
are carried out through the integration of upstream signals and the downstream control of gene
expression. The complexities of function require further studies to better understand the specific
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regulation of different PI3K enzymes in different metabolic contexts that may have implications in
neuronal physiology in healthy and diseased states. These studies will allow for future advances in
the understanding of how PI3K signaling is designed and implemented at the cellular and molecular
levels to control basic neuronal processes, as well as for the therapeutic development of drugs targeting
different PISK isoforms for treating brain pathologies.
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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.
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Abstract

Increased levels of circulating fatty acids, such as palmitic acid (PA), are associated with the development of obesity, insulin
resistance, type-2 diabetes and metabolic syndrome. Furthermore, these diseases are linked to an increased risk of cancer,
cardiovascular diseases, mild cognitive impairment and even Alzheimer's disease (AD). However, the precise actions of
elevated PA levels on neurons and their association with neuronal metabolic disruption that leads to the expression of patho-
logical markers of AD, such as the overproduction and accumulation of the amyloid-p peptide, represent an area of intense
investigation. A possible molecular mechanism involved in the effects of PA may be through dysfunction of the NAD* sensor
enzyme, SIRT 1. Therefore, the aim of the present study was to analyze the relationship between the effects of PA metabolism
on the function of SIRT1 and the upregulation of BACE 1 in cultured hippocampal neurons. PA reduced the total amount of
NAD™ in neurons that caused an increase in p65 K310 acetylation due to inhibition of SIRT1 activity and low protein con-
tent. Furthermore, BACE] protein and its activity were increased, and BACE1 was relocated in neurites after PA exposure.
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Introduction

Currently, there is an increasing incidence of metabolic
alterations related to the intake of unhealthy diets high in
saturated fatty acids, cholesterol and sugar. In particular,
the increased levels of circulating fatty acids, such as pal-
mitic acid (PA), are associated with the development of
insulin resistance in peripheral tissues [1]. Obesity, insulin
resistance, type-2 diabetes and metabolic syndrome are also
linked to an increased risk of cancer and cardiovascular dis-
eases. Furthermore, these metabolic alterations are related
to the appearance of mild cognitive impairment and even
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Alzheimer's disease (AD), as suggested by numerous epi-
demiological studies [2-8]. However, the precise actions of
elevated PA levels on neurons and their association with
neuronal metabolic disruption that leads to the expression
of pathological markers of AD, such as the overproduction
and accumulation of the amyloid-p peptide (Af), remain a
matter of intense investigation.

Recent data indicate that neurons exposed to PA are prone
to develop insulin resistance [9, 10], endoplasmic reticu-
lum stress [11-14], and apoptosis [15]. Furthermore, it is
hypothesized that one of the metabolic pathways that may
be altered by PA is energy metabolism via modulation of
the NAD*/NADH ratio, as found in human neuroblastoma
cells [10]. In addition to its role in oxidative phosphoryla-
tion, NAD™ can serve as a coenzyme for the following fami-
lies of enzymes: poly (ADP-ribose) polymerase (PARPs),
histone deacetylases class III (Sirtuins) and transme mbrane
glycoprotein CD38 [16]. Consequently, an imbalance in the
NAD'/NADH ratio can be sensed and likely modulates the
activity of these enzymes.

Of the seven Sirtuins found in mammals, Sirtuin 1
(SIRT1) is one of the most studied in metabolic conditions,
given its sensitivity to the intracellular concentration of
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INAD™ [17]. SIRT1 is responsible for the deacetylation of
several transcription factors and residues in histone tails,
leading to either the activation or repression of genes [18,
19]. SIRT1 activity is tightly re gulated by the concentration
of its coenzyme NAD™, which can decrease when cells are
under high energy intake [20]. The reduction in SIRT1 activ-
ity may be detrimental for cell function because a protective
role for SIRTI in a wide variety of age-related diseases in
animal models, including AD [21-24], was demonstrated.

One of the histopathological characteristics of AD is the
overproduction and accumulation of AP into extracellular
amyloid plaques. Most of the amyloid precursor protein
{APP) is constitutively cleaved consecutively within the
AP sequence by a-secretase enzymes and the y-secretase
complex, preventing AP production. There is another phy si-
ologically less active pathway that is favored in AD: the
amyloidogenic pathway. In this pathway, APP is proteclyzed
by p-secretase (BACE1) cutside of the AP sequence and is
then further cleaved by the y-secretase complex, leading to
AP formation [25, 26]. It was found that a corresponding
downregulation of the NAD*-dependent SIRT1 pathway
may contribute to the amyloidogenic processing of APP [27,
28]. Nevertheless, the mechanizm that connects the intake of
high-fat diets, the alteration of cellular metabolism and gene
expression leading to aberrant processing of APP, remains
to be elucidated.

Therefore, the aim of the present study was to analyze
the relationship between the effects of PA metabolism on
SIRT1 function and the upregulation of BACE1, which may
be associated with the aberrant processing of APP in cul-

tured hippocampal neurons.

Materials and Methods
Chemical and Reagents

PA, methyl-palmitate (methyl-PA) and the specific SIRT1
inhibitor, EX527, were purchased from Sigma (Sigma-
Aldrich). PA and methyl-PA were prepared as stock solu-
tions in ethanol, and the working solutions were prepared
the same day of use in 10% bovine serum albumin (BSAY
phosphate buffered saline (PBS) and were incubated at
37 °C for at least 2 h. The inhibitor EX527 was prepared as
a stock solution in dimethy| sulfoxide (DMSO) and allowed
to equilibrate to room temperature for at least 1 h before use.

Cell Culture
Primary hippocampal neuronal cultures were estab-
lished from Wistar rat brains obtained from 17-day-old

embryos as previously eported [29]. Animals were han-
dled with all precautions necessary to diminish their
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suffering consistent with the Regulations for Research
in Health Matters (México) and with the approval of
the local Animal Care Committee. Briefly, hippocampi
were dissected, minced with a scalpel in Krebs solution
(121 mM NaCl, 4.8 mM KCI, 1.2 mM KH,PO,, 25.4 mM
NaHCO,, 14.2 mM Glucose, 0.004 mM Phenol Red) and
incubated with 0.25% trypsin at 37 °C for 10 min. The
hippocampi were mechanically dissociated using a cell
strainer (Corning &), and the pellet was resuspended in
neurcbasal medium (Gibeo 21103049) supplemented with
2% B27 (Gibco 17504044}, 0.5 mM r-Glutamine (Gibco
25030-081) and 20 pg/mL penicillin/streptomycin (Gibco
15140-122) and plated at 2.1x 10° cells/em” in 60 mm
plates that were previously coated for 24 h with 10 pg/mL
poly-L-lysine. Cytosine arabinoside (10 pM) was added to
cultures 3 days after plating to inhibit the growth of non-
neuronal cells. We have determined that astrocyte popula-
tion in these cultures is near 5% as measured by immuno-
cytochemistry against the glial fibrillary acidic protein to
stain astrocytes.

Hippocampal neuronal cultures were used for experi-
ments after 12 days in vitro (DIV) and were maintained at
37 °C in a humidified 5% CO,/95% air atmosphere.

Cell Viability

Cell viability was assessed through the conversion of
3-[4,5- dimethylthiazole-2-y1]-2,5-diphenyl-tetrazolinum
bromide (MTT; Sigma-Aldrich) to formazan crystals by
mitochondrial respiratory chain reactions [30]. The reduc-
tion of MTT is an indicator of mitochondrial redox capac-
ity that is used as a measure of cell viability. In brief, MTT
in PBS (5 mg/mL) was added to hippocampal neurons for
1 hat37°Cina 1:10 {(v/v) ratio after incubation with
different concentrations of PA or 200 pM methyl-PA for
24 h. At the end of the incubation period, the medium was
removed, and formazan crystals were solubilized with a
solution of acidified isopropyl alcohol (0.04 N HCI). The
absorbance of each sample was quantified using a spectro-
photometer at 570 nm (Pharmacia Biotech).

Glucose Quantification

Glucose concentration throughout the DIV of the cell
culture before and after PA or methyl-PA exposure was
assessed with the Accu-Chek System from Roche. Neu-
robasal cell culture medium without Phenol Red was used
to avoid interference with the measurements. One pl of
cell culture medium was placed on the Accu-Chek Test
Strips for quantification.
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NAD*/NADH Quantification

The NADYNADH content and ratio were determined
using a colorimetric NAD*/NADH Assay kit from Abcam
{ab65348). In brief, after 24 h of exposure to PA or methyl-
PA, cell cultures were washed with ice-cold PBS, and the
supernatant was discarded. NADY/NADH was extracted
using the NADY/NADH extraction buffer provided by the
manufacturer with two freeze/thaw cycles on dry ice. Sam-
ples were collected and centrifuged. The supernatant was
collected and divided in two tubes per sample. One tube per
sample was heated for 30 min at 60 °C, the other was stored
in ice. The sample was assessed in 96-well microplates with
their respective standard curves, the reaction mix and devel-
oper (as instructed by the manufacturer). The absorbance of
each sample was quantified every 10 min during a 3 h period
using a spectrophotometer at 450 nm.

Western Blotting

Hippocampal neurons were lysed and scraped with 200 pLf
plate RIPA lysis buffer (50 mM TRIS, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0.5% sodium decxycholate, 1% NP-40; complete
inhibitor cocktail from Roche Diagnostics) on ice. The pro-
tein concentration was determined using the Bio-Fad DCTM
protein assay kit. Equal amounts of protein were loaded in
10 or 12% acrylamide-SDS gels, and proteins were then
transferred to a PYDF membrane (Bio-Rad #162-0264).
Then, membranes were blocked with 5% nonfat-milk-TBS-T,
pH=7.6, at 4 °C with gentle shaking overnight. After block-
ing, membranes were incubated with the following primary
antibodies overnight at 4 °C: SIRT1 (1:500, Cell Signaling
#8469), Acetyl NF-kB p65 (Lys310) (1:1000, Cell Signaling
#3045), NF-xB p65 (1:1000, Santa Cruz #sc-8008), BACE1
(1:1000, Cell Signaling #5606) and p-actin (1:2000, Sigma
AS5316). After three washes with TBS-T, membranes were
incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
goat anti-mouse antibody (1:10,000, Santa Cruz #sc-2005)
or goat anti-rabbit antibody (1:10,000, Santa Cruz #zc-2030)
for 2 h at room temperature. Membranes we e revealed using
a chemiluminescence ECL substrate (Millipore) on Kodak
X-Omat film. Densitometric analysis of the obtained bands
was performed using Image] software. To normalize the
data, we divided the values obtained for each band into their
respective actin loading control and obtained a ratio. This
value was then expressed as a percent of the control values
for each experiment.

RNA Extraction and Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated using TRIzol™ reagent (Life
Technologies), and cDMNA was synthesized from 1000 ng of
RNA using the ImProm-IITM Reverse Transcription System

(Promega #A 3800) with oligo(dT) primers. The quantifica-
tion of total RNA and cDMNA synthesized was achieved using
a NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Quantitative PCR.
(gRT-PCR) was performed using the Kapa SYBR™ Fast
ABI Prism™ qPCR Kit (Kapa Biosystems KK4604) with
a StepOne Real Time PCR System (Applied Biosystems).
All reactions were performed in triplicate, and the expres-
sion was normalized using the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Gapdh) mRNA. The sequences of the prim-
ers used are as follows: Sirt! F, 5"AGAGCCATGAAGTAT
GACAAAGAT- and Sirt! R, 5"TGGGGTATAGAACTT
GGAATTAGTG-3", Bacel F 5'-AAATGGACTGCAAGG
AGTACAACTA-3"; Bacel R 5'-CTTTCTTGGGCAAAC
GAAGGT-3"; Gapdh F, 5-GCCTGGAGAAACCTGCCA
A-¥; Gapdh R, 5“CTTTAGTGGGCCCTCGGC-3".

TIRF-Based BACE1 Activity Assay

BACE! activity was determined using a fluorometric
p-secretase activity assay kit from Abcam (ab65357). In
brief, after 24 h of exposure to PA, the culture media was
removed, and cells were washed with ice-cold PBS. The
extraction buffer (provided by the manufacturer) was added
to the cells (5x 10° cells per sample) and homogenized
quickly by pipetting up and down a few times. Cells wer
incubated in extraction buffer on ice for 30 min and centri-
fuged for 5 min at 4 °C. The supernatant was collected and
transferred to a clean tube. The sample was assessed in 96
well microplates (black with clear bottom) with their respec-
tive background control well, raction buffer and p-secretase
substrate (as instructed by the manufacturer). The fluores-
cence of each sample was quantified every 15 min during
a 1 h period using a fluorescence microplate reader at Ex/
Em=2335/495 nm.

Immunofluorescence

Hippocampal neurons were plated on glass coverslips
treated with poly-L-lysine in 12-well plates. After differ-
ent treatments, the cell culture media was collected and
cells were washed once with ice-cold PBS. Then, the cells
were fixed with paraformaldehyde 19%/PBS for 10 min and
washed twice with PBS. Cells were incubated in blocking
solution (normal horse serum 1% PBS) with gentle rock-
ing for 1 h at room temperature. Next, cells were incubated
with anti-BACE] antibody (1:1000, Cell Signaling #5606)
overnight and then incubated with the secondary antibody
(goat anti-rabbit Alexa 488, 1:1000) for 2 h at room tempera-
ture. Immediately after incubation with the secondary anti-
body, nuclei were stained with Hoechst (1:1000) in PBS for
20 min. Cells were washed three times with PBS and cov-
ered with fluorescent mounting medium (DA KO). Negative
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controls were performed excluding the primary antibodies
from the procedure.

Microscopy and Quantification

Observations were performed on a Nikon AIR + confo-
cal microscope (Nikon Instruments Inc) with a Plan Apo
40 oil (N.A. 0.95) objective and XYZ digital images were
obtained with NIS-Elements C imaging software (Nikon).
One mature neuron with a long axon and well-developed
dendritic arbor was selected per field. Twenty images from
each independent culture dish were used per experimental
condition (n=3) for a total of 60 neurons per condition. Z
projections were performed on each image, and 1 pixel-wide
line segments were traced along 50 micrometers of a ran-
dom neurite with the same length from each experimental
condition. The fluorescence intensity of each neurite was
measured with ImageJ software. Foreach analysis we traced
50 pM-long primary neurite and measured the sum of pixel
intensity from the selected region divided by the total num-
ber of pixels normalized accordingly to the area of interest
regardless of neuron size.

Statistical Analysis of Data

GraphPad Prism 5™ was used for statistical analysis of
data. All data are expressed as the mean+S.E.M. We used
the Mann—Whitney test for all experiments except for the
glucose consumption assay (Wilcoxon matched pairs test)

Fig.1 Effects of PA in glucose a

utilization and NAD* kevels.

Neuronal viability was assessed

by MTT after 24 h exposure 100

to different concentrations of

PA (a). Glucose consumption

decreases with DIV (b), and

by 12 DIV, PA and methyl-PA
!M | =

A

uptake (c). The NAD*/NADH
ratio was measured after 24 h 204
of exposure to 200 uM of PA

or methy-PA (d). Data are

expressed as the mean +S.EM. PA
from 3 to 5 independent cell c
cultures in duplicate. *P <0.05

versus control group

% MTT reduction
3
L

1.5

1.04

0.54

Glucose consumption (mM) /24 h

0.0

Control 100 M 150 M 200puM 300 M

and NAD*/NADH ratio quantification (one-way ANOVA—
Kruskal-Wallis Test). P< 0.05 was considered significant.

Results
Metabolic Changes After PA Exposure

We first analyzed the effects of PA exposure for 24 h on neu-
ronal viability at different concentrations. Using the MTT
viability assay, we did not observe PA toxicity at 150 or
200 pM. However, after 300 uM PA exposure, a significant
40% reduction of neuronal viability was produced (Fig. 1a).
Similar to our previous report in human neuroblastoma
cells [10], concentrations ranging from 150 to 200 pM were
selected because they are not neurotoxic and represent con-
centrations close to those found in the plasma from obese
and diabetic patients [31].

Since neurons consume glucose as their primary energy
source and because there is no clear evidence about the use
of fatty acids as energy substrates [32, 33], we maintained
the culture medium during the time of the experiment to
allow glucose consumption and to generate metabolic stress
by reducing glucose availability (Fig. 1b). Then we meas-
ured the amount of glucose that was consumed by neurons of
12 DIV in a period of 24 h with and without exposure to PA.
Interestingly, after exposing neurons to PA or methyl-PA,
glucose consumption was significantly reduced compared
to the control group (Fig. Ic), suggesting that neurons can
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utilize other energy substrates when the glucose concentra-
tion is decreased, and free fatty acid levels are increased.

To further analyze the metabolic adaptations of neuronal
exposure to PA, we measured the NAD?/NADH ratio to
reflect the redox state of neurons. Consistent with the obser-
vation of reduced glucose utilization in the presence of PA,
a significant reduction in NAD* contents by nearly 75% was
also observed (Fig. 1d), indicating that the metabolism of PA
but not methyl-PA by neurons is associated with a decreased
NAD™ pool and increased NADH content.

PA Exposure is Associated with Reduced SIRT1
Contentand Activity

Given that SIRT1 activity is very sensitive to intracellular
NAD™ availability, we next examined the consequences of
PA exposure and metabolism on the activity of SIRT1, as
well as its expression and protein content. As expected, we
found that 24 h of exposure to 200 pM of PA significantly
decreased SIRT1 activity. The effect of PA on SIRT1 enzy-
matic activity was determined through the detection of the
acetylation status of the p65 subunit of the transcription fac-
tor NF-xB, a well-established substrate of SIRT 1 [34]. West-
ern blot results showed that PA exposure produced a signifi-
cant increase in acetylation of p65 at lysine 310 (K310ac)
(Fig. 2a). Similar results were observed when neurons were
exposed to the specific SIRT1 inhibitor EX527 (Fig. 2b).
Moreover, the protein levels of SIRT1 (Fig. 3a) were reduced
by 38% and were accompanied by a slightly increase in Sirt]
mRNA (Fig. 3b).

PA Exposure is Associated with Increased BACE1
Expression and Activity

It was previously reported that SIRT1 activation can reduce
BACE]! expression [27, 35]; therefore, we investigated the
possible link between PA effects and the levels and func-
tion of this amyloidogenic-related enzyme. We compared
the effects produced by PA exposure with that produced by
the pharmacological inhibition of SIRT1 with EX527. As
shown in Fig. 4, both compounds increased BACE] protein
(Fig. 4b, d). Additionally, PA produced a significant 10%
increase in neuronal BACE] activity (Fig. 4c) and slightly
upregulated its mRNA (Fig. 4a). Taken together, these
results suggest that PA metabolizm results in SIRT1 inhibi-
tion and BACE1 activation.

Considering BACE1 activity occurs preferentially in
synaptic terminals, [36—38] we assessed the localization of
BACEI after PA exposure. As shown in Fig. 5, the treatment
of hippocampal neurons with PA led to the localization of
this enzyme in neurites, not in the soma.
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Fig.2 PA exposure and SIRT1 inhibition increase the acetylation of
NE-%B. Neurons exposed for 24 h to PA show inceased K310ac of
the p65 subumit (@) in a similar maneer that occurs when SIRT1 in
inhibited by 3 h of EX527 incubation (b). Representaiive Western
blots and densitometric analysis. Data are the mean+S5.E.M. from 3
independent experiments. *P < (.05 versus control group

Discussion

In the present work, we provided evidence that neu-
ronal exposure to PA is associated with NAD* reduction,
decreased function of SIRT1 and upregulation of the lim-
iting enzyme for AP production, BACEL, in cultured hip-
pocampal neurons.

Exposure to PA produces a number of metabolic conse-
quences in neurons, such as increased energy metabolism
and insulin resistance [9, 10], oxidative siress [39] and cer-
amide production [40]. Our data showed that in cultured
hippocampal neurons exposed to PA decreased their glu-
cose consumption and reduced their NAD*/NADH ratio,
suggesting that hippocampal neurons can metabolize PA
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Fig.3 PA exposure reduced SIRT1 protein and increased Sirt/
mRNA. SIRTI protein levels decreased after 24 h of exposure to 150
or 200 pM PA (a), whereas Sirt/ mRNA was increased under the
same conditions (b). Data arc expressed as the mean+SEM. from
5 independent experiments. Representative Western blot and densito-
metric analysis. ***P <0.001 versus control group; **P<0.01 versus
control group; *P<0.05 versus control group

through a metabolic energy pathway, as previously shown
in human neuroblastoma cells [10]. Although under physi-
ological conditions neurons are not probably exposed to the
PA concentrations used in the present study, evidence exists
for free fatty acid transport to the brain [41] that may be
augmented in certain conditions that increase the plasma
levels of saturated fatty acids. In fact, a significant increase
in the PA levels have been reported in the parietal cortex
from Alzheimer’s disease patients [42].

In peripheral cells, most PA is f-oxidized by mitochon-
dria, which is a catabolic process that generates NADH
through the reduction of NAD*. Although it was proposed
that PA is not a significant source of energy for neurons
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[32], it was also reported that neuronal mitochondria is
capable, albeit not efficiently, of oxidizing fatty acids
[33]. NAD" plays a central role in cells as a coenzyme
for NAD*-dependent enzymes and is an indicator of the
redox state of cells. The reduction in the neuronal NAD*/
NADH ratio may occur via different routes and indicates
an adaptive response to metabolizing a large influx of PA
into mitochondria or even peraxisomes [43]. In this sense,
neurons possess peroxisomes that can f-oxidize long-chain
and very long-chain saturated fatty acids [44]. Therefore,
considering that mitochondrial §-oxidation may be limited in
neurons, a relatively larger peroxisomal f-oxidation capac-
ity may become active after an exposure to high levels of
saturated fatty acids. The contribution of peroxisomes to
the metabolism of saturated fatty acids in neuronal tissue is
an interesting avenue to be explored. The specific effects of
PA in the activation of neuronal metabolism were supported
by the finding that the PA analog, methyl-PA, also reduced
glucose consumption but was unable to deplete NAD™ at the
analyzed times. Notably, in hepatocytes high concentrations
of palmitate are oxidized more rapidly than similar concen-
tration of methyl-PA [45], consistent with present findings.

Although the most likely mechanism by which PA
reduces NAD" levels is through energy metabolism, the
role of ceramide in PA-induced NAD" depletion in neurons
could also be considered. PA exposure produces intracellular
ceramide accumulation in both astrocytes and neurons [40,
46], and recently, it was reported that the ceramide-induced
stress response resulted in NAD* depletion and Sirtuin inhi-
bition in Drosophila melanogaster [47].

Several studies demonstrated that changes in the avail-
ability of intracellular NAD* are sufficient to decrease
SIRT1 activity [48-50], resulting in a reduction of the dea-
cetylation rate of acetyl-lysine residues. We found that the
PA-dependent reduction of NAD" was associated with a
reduction in SIRT1 function, assessed as the increase in the
acetylation state of the NF-xB p65 [51], which was similar
to that produced by the specific SIRT1 inhibitor EX527.
However, we also found that PA reduced the protein con-
tent of SIRT 1 and significantly increased the expression of
its mRNA. Neuronal exposure to PA is accompanied by an
induction of oxidative stress and JNK activation [9, 52]. All
these conditions favor SIRT 1 proteosomal degradation [53,
54] and may increase SIRT 1 expression [55] to compensate
for the loss of protein.

There is evidence that SIRT 1 modulates the promoters
of genes that encode the enzymes of the amyloidogenic
and non-amyloidogenic pathways, through the activation or
inactivation of transcription factors [35, 56]. More recently,
Marwarha et al. [14] reported that the PA-induced increase
in BACE1 expression is mediated by the NF-xB pathway,
dependent on the endoplasmic stress-associated transcrip-
tion factor (CHOP) in neuroblastoma cells and in an in vivo
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Fig.4 Changesin BACEI in
response to PA exposure. After
24 h of PA treatment, Bacel
mRNA was slightly increased
(@), as well as its protein con-
tents (b) and enzymatic activity 3

(¢). The increase in BACE1 pro-
tein content was also observed
after SIRT1 inhibition with
EX527.d Data are expressed

as the mean + S E.M. from

3-6 independent experiments.
*P <0.05 versus control group 0.0

Control

o O
$

8

Bace1 Activity
(Fluorescence %)
8
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model. Here, we found similar results for a PA-induced
BACEI! increase associated with the induction of a transcrip-
tionally active form of NF-xB, but also related with SIRT 1
downregulation. Deacetylation of the subunit p65-NF-kB at
lysine 310 by SIRT1 inhibits its nuclear localization, and,
therefore, its transcriptional activity [34]. Here, we found
that PA reduces the activity of SIRT1 by measuring the
acetylation of p65 at lysine 310, which can activate p65 and
subsequently increase the transcription of Bacel . This con-
clusion is supported by different findings that demonstrate
the transcriptional regulation of Bacel by NF-xB [57-61].

We extend the above results, showing changes in the spa-
tial distribution of BACE1, which are fundamental for Ap
production [61]. Given that BACE] compartmentalization
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and intracellular trafficking depends on posttranscriptional
S-palmitoylation [62], it is plausible that an increased load
of PA could be involved in the posttranscriptional modifica-
tion that modulates the axonal location of thisenzyme where
it exerts its enzymatic activity, promoting the upregulation
of the amyloidogenic pathway observed in AD.

The present results provide new evidence regarding the PA-
dependent NAD™ depletion that results in SIRT1 dysfunction
and NF-xB activation as an additional mechanism associated
with the expression of BACEI. In addition, this study sug-
gests a role for PA in the trafficking and neuronal distribu-
tion of BACE 1, which may contribute to neuronal amyloid

production
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Flg.5 Fluorescence detection a
of BACEI after PA exposure.
BACEI protein was observed in
a control hippocampal neuron,
mainly located in the soma

(@, keft panel). After PA 200
pM for 24 h, BACE! protein
concentrated into the neurites
(@, right pancl). Quantification
of the fluorescence mtensity

of the soma or in 50 uM of
neurite is depicted in (b).
Green=BACE], blue=nucleus,
and arrows show the ncurite
that was randomly sclected to
quantify the fluorescence inten-
sity. Data are expressed as the
mean +S.EM. from 20 neurons
per condition of 3 independent
experiments. **P <0.01 versus
control group (Color figure
online)
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11.6 Anexo 6: Transcriptional Profiles Reveal Deregulation of Lipid Metabolism and Inflammatory
Pathways in Neurons Exposed to Palmitic Acid.
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Abstract

The effects of the consumption of high-fat diets (HFD') have been studied to unravel the molecular pathways they are altering
in order to understand the link between increased caloric intake, metabolic diseases, and the risk of cognitive dysfunction.
The saturated fatty acid, palmitic acid (PA), is the main component of HFD and it has been found increased in the circulation
of obese and diabetic people. In the central nervous system, PA has been associated with inflammatory responses in astro-
cytes, but the effects on neurons exposed to it have not been largely investigated. Given that PA affects a variety of metabolic
pathways, we aimed to analyze the transcriptomic profile activated by this fatty acid to shed light on the mechanisms of
neuronal dysfunction. In the current study, we profiled the transcriptome response after PA exposition at non-toxic doses in
primary hippocampal neurcns. Gene ontology and Reactome pathway analysis revealed a pattern of gene expression which
is associated with inflammatory pathways, and importantly, with the activation of lipid metabolism that is considered not
very active in peurons. Validation by quantitative RT-PCR (qRT-PCR) of Hmgcs2, Angprid, Ugt8, and Rnfl45 support the
results obtained by RNAseq. Overall, these findings suggest that neurons are able to respond to saturated fatty acids chang-
ing the ex pression pattern of genes associated with inflammatory response and lipid utilization that may be involved in the
neuronal damage associated with metabolic diseases.

Keywords Palmitic acid - RNAseq - Hippocampal neurons - Neuroinflammation - Lipid metabolism
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present in the HFD is palmitic acid (PA) which was found
to be increased in the circulation of obese and diabetic
people [6-8]. The deleterious effects of the exposure to PA
have been extensively studied in peripheral tissues; mainly
in the liver, muscle, and pancreas [9]. The reported effects
have been associated with insulin resistance, endoplasmic
reticulum stress, mitochondrial dysfunction, and systemic
inflammation [10-13]. Few studies have addressed the
mechanisms for such deleterious effects, using transcrip-
tome studies. For instance, in cultured human hepatocytes,
genes linked to lipid transport, lipogenesis, lipid droplet
growth, glucose, and fatty acid metabolism have been
shown to be upregulated after PA exposure [14]. Simi-
lar results were obtained in primary cultures of human
pancreatic islets, where genes related to glucose and lipid
metabolism were upregulated after PA exposure at non-
toxic dose [15]. Another group reported the transcriptomic
effect of PA in a myoblast cell line model. These authors
found alterations in several pathways such as interleukin,
apoptosis, and insulin/PI3K signaling, among others,
that are important for the ability to respond to hormones,
cytokines, and metabolism [16].

However, little is known regarding PA effects in neu-
rons. This is an important question to be resolved in view
of the dramatic and chronic increase in the intake of HFD
and PA in modern life that has become a risk to the healthy
brain function. In the brain, the astrocytes are the main
cells responsible of fatty acid oxidation, but information
on the metabolic responses of neurons when exposed to a
high concentration of PA is still scarce [17, 18]. Although
it is generally accepted that neuronal energy demands rely
exclusively in glucose oxidation and that fatty acids are not
largely metabolized, recent evidence points that neurons may
use both glucose and fatty acids for ATP production under
specific conditions [19]. In this regard, a study with hypotha-
lamic neurons has demonstrated that they are able to sense
and metabolize long-chain free fatty acids to produce ATP
by mitochondrial B8-oxidation. The increased cellular levels
of ATP close the K, ., channels causing neuronal depolari-
zation, involved in the hypothalamic control of energy bal-
ance of the body [20]. Furthermore, in hippocampal neurons
and in differentiated human neuroblastoma cells, PA induces
a reduction of the NAD*/NADH ratio, and the activity and
expression of the energy-sensing molecule, Sirtuin-1, are
compromised and insulin resistance is generated [21, 22].
These reported effects strongly suggest the metabolization
of fatty acids by neurons under specific stress conditions,
such as high concentrations of PA. Additionally, one of the
brain regions with high plasticity and metabolic rate is the
hippocampus. The cells in this structure are particularly vul-
nerable to deleterious conditions such as exposure to the
components of HFD, neurode generation, and aging [23-25].
Given this, it is important to shed light on the consequences
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of the harmful effects of saturated fatty acids in these par-
ticular neurons.

To our knowledge, there is no reported evidence about the
transcriptomic response and characterization of how the cel-
lular program of a neuron integrates the pleiotropic effects
of the exposure to PA. In the current study, we looked for
the response in gene transcription after neuronal exposure to
PA in non-toxic doses. By generating transcription profiles
through an RNA sequencing approach, we observe the sign-
aling pathways and neuronal responses that are consequently
altered by the exposure to this saturated fatty acid.

Methods
Cell Culture and PA Treatment

Primary hippocampal neuronal cultures were prepared from
Wistar rat brains obtained from 17-day-old embryos as pre-
viously reported [22]. Animals were handled with all pre-
cautions necessary to diminish their suffering consistent
with the Regulations for Research in Health Matters (Méx-
ico) and with the approval of the local Animal Care Com-
mittee. Briefly, hippocampi were dissected, minced with
a scalpel in Krebs solution (121 mM NaCl, 4.8 mM KCI,
1.2 mM KH,PO,, 25.4 mM NaHCO;, 14.2 mM Glucose,
0.004 mM Phenol Red), and incubated with 0.25% trypsin
at 37 °C for 10 min. The hippocampi were mechanically dis-
sociated using a cell strainer (Corning ®), and the cellular
suspension was homogenized in neurobasal medium (Gibco
21103049) supplemented with 2% B27 (Gibco 17504044),
0.5 mM L-Glutamine (Gibco 25030-081) and 20 pg/mL
penicillin/streptomycin (Gibco 15140-122). For Oil Red
O staining, hippocampal neurons were plated at 1.97 x 10°
cells/cm? density on 12 well plates; for RNA extraction, cells
were plated at 1.6 x 10° cells/cm? density on 60 mm in plas-
tic dishes; and for immunodetection, neurons were plated
at 1.97 x 10° cells/cm? density on 12 well plates with glass
coverslips. Every plate and coverslip were previously coated
with 10 pg/mL poly-L-lysine for 24 h. Cytosine arabinoside
(10 uM) was added to cultures 3 days after plating to inhibit
the growth of non-neuronal cells. The astrocyte population
in these cultures is near 5% as measured by immunofluores-
cence against the glial fibrillary acidic protein. Hippocampal
neurons were used for experiments after 12 days in vitro
(DIV) and were maintained at 37 °C in a humidified 5%
CO4/95% air atmosphere. After the 12 DIV, PA (Sigma-
Aldrich) or vehicle as a control condition (BSA/PBS) was
added for 24 h. PA was prepared as a stock solution in etha-
nol and the working solution was prepared the same day of
use in 10% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich
A9647) phosphate-buffered saline (PBS) and was incubated
at 37 °C for at least 2 h before adding it to the cell cultures.
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0il Red O Staining Quantification

Lipid droplet detection was performed by Oil Red O (Sigma-
Aldrich) staining. Oil Red O was prepared as a stock solution
5% in isopropanol in constant agitation overnight at 4 °C.
Afterwards, the solution was filtrated through a Whatmann®
Filter and a 6:4 (Oil Red O/Mili-Q water) was pre pared and
incubated at room temperature (RT) at least 20 min before its
use. The solution was filtrated through a 0.2 pm Millex-GP
® Filter. For the Oil Red O staining, cell culture medium
was removed; the cells were washed twice with PBS and
were fixed immediately with PFA 4%/PBS overnight at 4 °C.
Afterwards, PFA was removed, and they were washed twice
with PBS and once with isopropanol 60%. Then, cells were
left to dry and when they were completely dry, Oil Red O
stain was added and incubated for 2 h. Finally, the Oil Red
O stain was removed, and the cells were washed with bidis-
tilled water until background staining was removed. For its
quantification, pure isopropanol was added, and the Oil Red
O stain was solubilized. The final solution was read in a
multiplate reader at 520 nm.

RNA Extraction

Total RNA was isolated using TRIzol™ reagent (Thermo
Fisher Scientific) as specified by the manufacturer and
c¢DNA was synthesized from 200 ng of RNA using the High
Capacity, cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosys-
tems/Thermo Fisher, 4374966) with random primers. The
quantification of total RNA was achieved using a NanoDrop
2000 (Themo Scientific). The integrity of RNA was assessed
by Agarose-Gel Electrophoresis.

RNA Sequencing

RNA was quantified using Qubit 2.0 (Invitrogen, USA) and
quality was assessed using the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, USA). Only samples with an RNA
Integrity Number (RIN)> 8.0 were used. Libraries were con-
structed using 500 ng of RNA, using the Truseq Stranded
mRNA library prep kit from Illumina according to the manu-
facturer’s instruction. The libraries were sequenced using an
Illumina HiSeq2500 equipment (Illumina, Inc.) in Pair-end
(2x 125 bases). Depth of sequencing was > 25 million reads.

RNA-Seq Analysis

Adapter trimming and low-quality reads were filtered out
using trimmomatic v.0.39 [26]. Reads were mapped to the
rat genome with STAR v.2.7.1a [27], and also to the rat
transcriptome with salmon v.0.14.1 [28], using assembly
version Rnor6 with ensembl annotations version 6.0.95.
Gene level counts from reads mapped to the genome were

quantified using featureCounts in the rsubread [29] package.
Differential expression analysis was performed with DEseq2
[30] and edgeR[31], with a paired design~ specimen + treat-
ment. Differentially expressed genes were defined as having
FDR <0.1 and [Log2FCl>=0.5. Low expressed genes were
filtered out before edgeR using the filterByExpr function and
the design matrix. GO term and pathway overrepresentation
were performed with the clusterProfiler [32] Bioconductor
package on all genes found DE in at least one of the 4 work-
flows using all expressed genes as background. Gene set
enrichment analysis [33] was performed on all expressed
genes ordered by their DE —logl0 p value.

Quantitative RT-PCR

It was performed using the Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Thermo Scientific, K0221) in a QuantS-
tudio 3 (Applied Biosystems). All reactions were performed
five or seven times, and the expression was normalized using
the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh)
mRNA. The sequences of the primers used are listed in
Tablke 1.

Immunofluorescence and Image Analysis

After different PA treatments, the cell culture media was
removed, and cells were washed three times with ice-cold
PBS. Then, the cells were fixed with ice-cold PFA 1%/PBS
for 5 min and washed three times with PBS. Afterwards,
cells were permeabilized in 0.3% Triton X-100/PBS for
30 min at RT. Then, cells were incubated in blocking solu-
tion (BSA 4%/PBS) with gentle agitation for 1 h at RT. Next,
cells were incubated with anti-MAP2 antibody (1:1000, Mil-
lipore #MAB378) in blocking solution for 48 h at 4 °C. After
washing three times in 0.3% Triton X- 100/PBS, cells were
incubated with secondary antibody (1:1000, Alexa Fluor
488 donkey anti-mouse Invitrogen # A21202) in blocking
solution for 2 h, at RT. Immediately after incubation with
the secondary antibody, nuclei were stained with Hoechst

Table 1 Primer scquences that were used for gene quantification

Gene Sequence

Angptld F: 5-GGACCTTAACTGTGCCAAGA-3'
R: 5“TTTTCCAGAAGATCCCCTTT-3"

Hmges2 F:5-ACCTTGAACGAGTGGATGAG-3'
R:5“CACCGCAGAGCAGATCCTAT-3'

Rnfl45 F: 5"TTACAACGTGTGGCTTCGTG-3'
R: 5“GATCACAGCGGATTTCATGTC-3

Ugt8 F: 5- AGTACAGGCGAAAGGCATGG-3'
R: 5“ATCTGATGGACAGCCGAACG-3'

Gapdh F: 5“GCCTGGAGAAACCTGCCAA-3'

R: 5-“CTTTAGTGGGCCCTCGGC-3'
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(1:1000) in PBS for 10 min at RT. Cells were washed three
times with PBS and covered with fluorescent mounting
medium (DAKO). Negative controls were performed exclud-
ing the primary antibodies from the procedure. Observations
were performed on a Nikon A 1R + confocal microscope
(Nikon Instruments Inc.) with a Plan Apo 20 X (N.A. 0.75)
and Plan Apo 60 X water (N.A. 1.2) objectives and digital
images were obtained with the NIS-Elements C imaging
software (Nikon).

Statistical Analysis

For the gene expression and oil red experiments, a two-tailed
unpaired Student’s 7 test was performed using a GraphPad
Prism version 8.0 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, California USA, www.graphpad.com). All values are
expressed as mean+ SEM.

Results

PA Exposure Changes the Transcriptional Profile
Without Modifying the Neuronal Morphology

To characterize the morphological consequences and neurite
integrity after 24 h of exposure to PA, we first performed a
qualitative analysis of the distribution of the cytoskeletal
protein MAP2 in the hippocampal neurons (Fig. 1a). As

Fig. 1 Palmitic acid-induced a
changes on neurites morphol-
ogy and increases the lipid body
in cultured hipp
pal ncurons. 8 Representative
mmages of MAP2 i label-
ling (green) and DAPI stained
nuclei (blue) obtained with
confocal microscopy showing
ncurites morphology in cultured
hippocampal neurons teated
for 24 h with vehicle, 100 uM,
200 uM, and 300 uM PA. For
cach pancl, confocal images
were obtained with ax 60 objec-
tive. b Quantification of Oil Red
staining by spectrophotometry.
Treatment for 24 h with PA
200 puM raises the content of
lipid bodies compared to control
conditions. *p<0.005. N=3

MAP2

Control

100uM PA

200pM PA

300uM PA
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shown, the MAP2 immunodetection was located mainly in
the neurites, scarcely found in the neuronal soma and we
did not observe evident effects on the neuronal morphology
with 100 and 200 pM PA compared to the control condi-
tion. However, neurons exposed to 300 pM of PA showed a
slight increase in the concentration of MAP2 into the soma
and a fragmented pattern in the localization of this protein,
suggesting dendritic blebbing. This distribution of MAP2 is
consistent with the induction of localized swelling and may
indicate toxic effects of PA at concentrations of 300 uM and
above. To estimate the neuronal lipid content after PA expo-
sure, we stained neurons with Oil Red. Spectrophotomet-
ric quantification showed that PA caused an increase in the
neuronal content of lipid droplets (Fig. 1b), demonstrating
the uptake and metabolization of this saturated fatty acid by
hippocampal neurons. Although the presence of glial cells in
the cell cultures is scarce and only represent approximately
5%, we cannot rule out their contribution in the observed
effects in the Oil Red quantification. Hence, considering this
effect and previous viability assays [22], we continued the
ex periments with the dose of 200 pM PA.

Given that the fatty acids per se can alter gene regula-
tion in periphery cells and knowing that PA has pleiotropic
effects, we then asked to what extent hippocampal neurons
modify their transcriptomic profile after PA exposure. By
RNAseq after 24 h of 200 uM PA, since different mapping
methods can have different transcript detection sensitivi-
ties [34], we mapped sequences to both the rat’s genome
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and transcriptome. In addition, for each mapping and gene
quantification method, we used two well-established meth-
ods (DEseq2 and edgeR) for differential expression analyses,
making a total of 4 different pipelines. This multiple analysis
showed that the gene expression was not drastically altered
(Fig. 2) and it revealed a total of 45 upregulated and 30
downregulated genes (Fig. 2a, b) in at least one pipeline.
Genes such as Angptld, Ugt8, Hmgces2, Ccl2, and Insigl
were shared between the different pipelines (Supplementary
Table 1), which suggest that these genes are strongly affected
in the neurons by PA.

Clustering of differentially expressed genes (DEGs)
showed that each experimental condition in a group behaves
with a similar expression pattern (Fig. 2c) and suggests that
the exposure to PA can cluster experimental conditions into
two different groups but that between individuals, there are
specific changes and alterations. Furthermore, as shown in
the differential expression analysis (Fig. 2c, d), not only
protein-coding genes are deregulated by this exposure but
also long non-coding intergenic RNAs (LincRNAs) and
small nuclear RNAs (snRNA's). All together these findings
demonstrate that PA exposure is sufficient to induce changes
in the transcriptional profile of neurons, suggesting that cel-
lular mechanisms, even those involved in nuclear function,
are being altered.
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Changes in Neuronal Lipid Metabolism
and Inflammatory Pathways Are Induced by PA

To determine the biological processes and the DEGs that
are modified after the PA exposure, we performed path-
way enrichment analyses. Gene Ontology (GO) enrichment
analysis (Fig. 3a) showed that among the top 20 function-
ally enriched biological processes the chemokine-mediated
signaling pathway, fatty acid and chemokine responses,
cholesterol biosynthetic pathway, and insulin function were
altered during this exposure, indicating that these processes
are importantly involved in the neuronal response to PA.

In order to determine the relationships between enriched
GO terms and DEGs, we constructed an interaction network
using the clusterProfiler R package (Fig. 3c). We observe
that the network forms a single-connected component, point-
ing that most genes are GO terms closely related and work
together in similar processes. In this regard, Hmgcs2 and
Insigl are part of an important node for energy metabo-
lism since it is known they are involved in the response to
fatty acid, insulin, starvation, and cholesterol biosynthesis.
The interaction network also showed that genes, such as
Ccl2, involved in the cellular response to chemokines and
the chemokine-mediated signaling pathway are related to
lipid metabolism. These results suggest that PA might be

sis. ¢ Heat map showing the clustering of control group (V) vs. the
PA exposed hippocampal neurons. d Volcano plot of DEG. Genes not
significantly different are depicted by dark-colored dots
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altering the neuronal energy metabolism, particularly the
lipid metabolism, and the inflammatory response through the
induction of specific genes that are linked to both processes.

To further confirm and unravel some other biological
processes affected by the exposure of neurons to PA, we
performed the same enrichment analysis with Reactome
[35] pathways (Fig. 4). This analysis confirmed the GO cat-
egories previously found not only by showing metabolism
of lipids and the fatty acid cycle as important responsive
pathways in neurons after PA exposure, but also revealed
additional deregulated processes such as ion-channel trans-
port and, strikingly, mitochondrial fatty acid beta-oxidation
(Fig. 4a, b). The analysis of the interaction network showed
that multiple genes involved in lipid metabolism are deregu-
lated, such as Ugt8, Cyp51, Acotl, and Echsl, suggesting
that the metabolism of lipids is one of the most relevant
biological processes activated in response to PA (Fig. 4c).
Furthermore, Echs] and Acot! also link the lipid metabolism
with the mitochondrial beta-oxidation (Fig. 4c), which por-
traits them as important effectors in both processes. Overall,

Q springer

change of individual genes (x-axis) and to which biological processes
(y-axis) they are associated with. ¢ Interaction network of genes and
GO terms, where gray nodes represent pathways and the green to red
color-scaled nodes are DE genes linking or associating them

together GO and Reactome enrichment analyses and the
interaction networks strongly indicate that PA is affecting
mainly lipid utilization pathways, which is interesting and
unexpected because they are believed to be not completely
active in neurons.

Genes Dependent on PPAR Signaling and Lipid
Metabolism Are Deregulated in Neurons

GO term and pathway enrichment have the disadvantage
that only DEGs are considered; however, other relevant pro-
cesses may be driven by subtle changes in multiple genes of
the same biological pathway. In order to elucidate these, we
performed gene set enrichment analysis (GSEA) which takes
into account the whole list genes, both on KEGG [36] path-
ways (Fig. 5) and GO term gene sets (Supplementary Fig. 1).
First, we found that after PA exposure, the IL-17, TNF, and
MAPK signaling pathways are deregulated (Fig. 5), suggest-
ing that PA triggers inflammatory components in neurons. It
is also shown that the fatty acid metabolism and catabolism
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(Fig. 5 and Supplementary Fig. 1), PPAR signaling pathway,
the synthesis of ketone bodies (Fig. 5), cholesterol biosyn-
thetic and metabolic processes (Supplementary Fig. 1) are
likewise affected. This result indicates that neurons have
lipid metabolism elements that sense and respond to a high
dose of saturated fatty acids. Additionally, this analysis
showed that PA can affect general cellular and biological
processes like apoptosis and cellular senescence (Fig. 5),
as well as specific neuronal processes like ensheathment of
neurons and axons, axonogenesis and regulation of neuro-
transmitter levels (Supplementary Fig. 1).

In order to validate the results obtained by the RNAseq
and to show that the PPAR signaling pathway is respond-
ing to the PA stimulus, we analyzed 4 genes by quantitative
RT-PCR (gRT-PCR). Hmgsc2 and Angptl4 are two genes
implicated in lipid metabolism and regulated by the PPAR
signaling pathway. Their mRNA quantification by qRT-
PCR showed that both genes (Fig. 6a, b) are significantly
increased in the hippocampal neurons that were exposed to
200 pM PA compared to the control condition. On the other
hand, Ugt8 and RnfI45, two other genes implicated in lipid
metabolism but not regulated by the PPAR signaling path-
way, were downregulated (Fig. 6¢, d). Overall, these results
and the presence of lipid bodies (Fig. 1b) demonstrate that
when exposed to PA, neurons modify their transcriptional
profile affecting the lipid metabolism through signaling
pathways that are known to respond to fatty acid stimulus
in periphery cells.

Discussion

The intake of HFD has been associated with the develop-
ment of metabolic diseases and to the onset of neurodegener-
ative diseases [37-41]. These types of diets harbor PA as one
of the main saturated fatty acids [42-44]. Although several
mechanisms regarding its effects have been characterized in
peripheral tissues [10—-13], it remains poorly understood the
neuronal responses activated by PA. Despite evidence that
neurons are barely able to metabolize and respond directly
to saturated fatty acids, new reports have shown that these
cells are affected by pathological concentrations of PA [21,
22]. Additionally, it is known that the PA has pleiotropic
effects since it can bind to transcription factors, activate
signaling pathways through membrane-bound or nuclear
receptors, be used in energy metabolism or as a precursor
in the synthesis of other molecules, among other described
effects [45]. Here we showed several functional pathways
and cellular processes that are altered in neurons exposed
to a non-toxic but a high concentration of PA, particularly
those involved in lipid metabolism, insulin signaling and
inflammatory responses.

As shown in the GSEA of KEGG pathways analysis,
signaling through IL-17 is one of the most sensitive path-
ways activated in neurons after PA exposure. This signal-
ing pathway belongs to the pro-inflammatory response well
characterized mainly in T-cells and macrophages [46-49],
as well as in hypothalamic neurons [50]. The family of
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transcription factors NF-xB has been implicated in the IL-17
signaling and in the regulation of other pathways and tran-
scription factors such as p53, MAPK, and the Peroxisome
Proliferator-Activated Receptors (PPARs) [51-54]. Interest-
ingly, we have previously found that PA increases the acety-
lated form of p65 in hippocampal neurons, which might be
involved in the regulation of IL-17 effects [22]. Furthermore,
it has been reported that PA can also trigger inflammatory
response through the Toll-Like Rece ptor 4 (TLR4) inducing
the transcriptional activity of p65 [55, 56]. In addition, p65
is also a central component of the inflammatory response
of the inflammasome, NLRP3 [57]. It is known that the
NLRP3 can be induced not only by p65 activation but also
by external stimuli that can bind to the TLR4 and/or gener-
ate ER stress, mitochondrial dy sfunction, and ROS elevation
[56-58]. In this regard, the GSEA shows that several of these
mechanisms are being impacted in hippocampal neurons,
suggesting that neurons could be responding to the pres-
ence of high PA concentrations through this inflammatory
component.

On the other hand, it is known that one of the charac-
teristics of the inflammasome response is cytoplasmic
swelling due to the ion influx/efflux. Additionally, MAPK
is an important signaling pathway that can be regulated by
inflammatory stimuli, and usually, it is activated along with
these inflammatory pathways: either by a direct phospho-
rylation of p65 by p38 or through the activation of JNK
[59, 60]. Our results show that all of these pathways are
altered when neurons are exposed to PA and are signifi-
cantly involved in the response to this saturated fatty acid.
The inflammatory response might be correlated to the den-
dritic bebbling we observed when neurons were ex posed to
cytotoxic concentrations of PA. Thus, present results pro-
vide useful evidence about the inflammatory reaction that
PA may exert on neurons giving support to the hypothesis
regarding the role of PA in the induction of chronic neu-
ronal damage.

Besides the inflammatory process, we have also found
metabolic pathways that respond to the PA exposure. Pre-
viously, we have reported a diminished consumption of
glucose and a reduction of the NAD*/NADH ratio after
neuronal exposure to PA, suggesting that this saturated
fatty acid can be used as energetic fuel by the neurons [22].
Although the utilization of saturated fatty acid as energy
substrates for the brain is still controversial, the results
from present analysis showed that neurons can respond to
PA activating diverse lipid metabolic pathways to produce
energy or to synthesize several other compounds. In this
regard, it is well known that the PPAR nuclear transcrip-
tion factor proteins can bind and respond to different types
of lipids [61]. Particularly, it has been described in HepG2
cells that PA and the monosaturated fatty acid, oleic acid,
can specifically bind and activate PPARa and/or PPARg,

in a time and concentration-dependent manner [62].
Furthermore, our results showed that many other meta-
bolic pathways that respond to nutrients are also altered
by PA, such as FoxO, PI3K-Akt, synthesis and degrada-
tion of ketone bodies, and cholesterol metabolism. Sev-
eral research groups have reported similar effects of PA
in different cell models when using RNAseq or microar-
rays [15, 16, 63—65]. These groups show an alteration of
genes involved in the PPAR signaling pathway, fatty acid
degradation, chemokine signaling pathway, inflammation
pathways, beta-oxidation, insulin signaling, among others.
In fact, we have previously reported that PA induces insu-
lin resistance in neurons, similar to the one observed in
periphery cells [21]. Thus, current results strongly suggest
that these signaling networks and cellular processes are
impacted by PA in different cell types.

Several genes encoding enzymes involved in lipid
and energy metabolism were evaluated with gqRT-PCR.
One of the metabolic pathways that is used for energy
production under fasting conditions is the ketone body
synthesis. In this pathway, the mitochondrial enzyme
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Synthase 2 (Hmgcs2)
catalyzes the first reaction of ketogenesis and is activated
in the presence of acetyl-CoA, mostly derived from mito-
chondrial beta-oxidation. The transcriptional control of
this gene is mediated by fatty acids through PPAR bind-
ing [66]. Herein, we demonstrated that the transcript that
encodes Hmges2 was upregulated, suggesting that this
lipid-dependent pathway is being activated in the neu-
rons. Another gene shown to be upregulated is Angpri4.
Interestingly, this gene is also a target of PPAR and is
induced under hypoxic conditions in various cell types.
The encoded protein is a serum hormone directly involved
in regulating lipid metabolism [67].

Interestingly, the other two genes that we measured
by gRT-PCR, which are involved in lipid metabolism but
not regulated by the PPAR transcription factor family,
were found to be downregulated, Ugr8 [68] and Rnfl45
[69]. Ugt8 is a brain-specific-key enzyme in the last step
for the synthesis of galactocerebrosides [70, 71]. The
recently characterized Rnf145 enzyme is a E3-ubiquitin
ligase involved in the homeostasis of cholesterol, nega-
tively regulating this process when high levels of this
protein are found in a cell [72, 73]. The downregulation
of RnfI45 transcript suggests alterations in the choles-
terol pathway leading to an increase of the cholesterol
biosynthetic genes expression and the novo synthesis of
cholesterol [72].

Since lipid metabolism remains controversial in neu-
rons, the genes we have validated are mainly involved in
this process. Nevertheless, previously, we have reported the
activation of p65, a well-characterized transcription factor
involved in inflammatory responses in hippocampal neurons
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exposed to PA [22] as well as the effects of this saturated
fatty acid on the insulin signaling [21]. Other research
groups have also reported the induction of inflammatory
mediators after neuronal exposure to PA [74]. Furthermore,
transcriptional expression levels of different genes involved
in PA effects on neurons showed a significant impact on
different neuronal processes associated with apoptosis,
senescence, and autophagy that are known to participate in
the pathophysiology of neurode generative diseases, such as
Alzheimer's Disease.

Deregulation of synaptic function by PA exposure is a very
interesting and current research topic in the field, since it can
help unravel some mechanisms by which neurodegenerative
diseases can be triggered by a HFD consumption. Interestingly,
there are some research groups that have reported associated
effects of HFD and PA to synaptic dysfunction through dif-
ferent mechanisms, mainly involving protein palmitoylation
and pro-inflammatory mechanisms [74-77]. Few studies,
such as the one published by Roy et al. (2016), identify lipid-
binding transcription factors that are capable of modulating
synaptic function [78]. In our study, GSEA of KEGG (Fig. 5)
and GO terms (Supp. Figure 1) show that processes like long-
term potentiation, a proposed mechanism underlying learning
or memory, can be affected when hippocampal neurons are
exposed to PA. Therefore, this first approach using a global
analysis of gene expression can help to understand the pleio-
tropic effects of PA on neurons and the possible pathways acti-
vated under pathological conditions which may be involved
in the deleterious effects of the consumption of saturated fatty
acids.
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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)

Transcriptional profiles reveal deregulation of lipid metabolism and inflammatory pathways in neurons

exposed to palmitic acid
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Supplementary Table 1  List of differentially expressed genes (DEG) found with each pipeline. The merged rows
between pipelines depict that the genes were found by different pipelines.

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

Rnf113a1, Mogs, LOC103693183,
LOC100911188, U1, Armex1,
AABRO7D03537.1, LOC103689968,
AABROT034273.1, Fgd1,
AABROT002775.1, Miip, Entpd7,
LOC102552659, Faim, Mboat?,
LOC108348074, LOC108348138,
Syne4, LOC100359574,
LOCEZ1254, Cass4, Cclg, Chds,
LOC100911951, Enpp6, Impad1,
Kirb1b, Abhd1, AABROT003056.1,
AABRD7014125.1, Snip1

Hells, LOC103692716, AABRO7033249.1 MEKIET
Lpcat1, Npas4
Ccl2, AABROT054460.4, lerd, GprcSa, Mobp, Cxcll, Hmges2, Bhlha15,
Trim&6, Tns3, CypS1, Fam49a, Tgm1, Cited2, Fgf5, Insig1
Angptid, Ugtd, Cnp, Rnf145, Snn

Serpine1, Sle16a5, Fnde3c,
Mir132, AABROTD38886.1, Ucp2,
Mir212, Acot1, AABROTO03751.1, Iil3

AABROTDE5531.19, 55_rRMA, Rd3l,

Maff, Pdk4, AABROTD17825.7

Supplementary Fig. 1 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of Gene Ontology (GO) terms. The top biclogical
processes analyzed by GO (y-axis) and the number of genes involved in each process that are altered (x-axis) are
depicted in the graph. The affected lipid processes (yellow rectangles) and important biological and cellular processes

for neurens (green rectangles) when they are exposed to PA are highlighted in rectangles
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