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RESUMEN

El Sindrome Metabdlico (MetS) representa un problema importante de salud publica
debido a su elevada prevalencia y a las complicaciones que conlleva. Diversos estudios han
evidenciado que laingesta de dietas de baja calidad, particularmente aquellas ricas en azlcares
y grasas trans deterioran el metabolismo de hidratos de carbonoyy lipidos e inducen alteraciones
inflamatorias y oxidativas, las cuales también afectan negativamente al sistema nervioso
central. En este contexto, se ha propuesto que la resistencia a la insulina cerebral asociada a
estados de hiperinsulinemia e hiperleptinemia, podria estar implicada en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer (EA). Sin embargo,
los mecanismos moleculares que vinculan al MetS con la EA siguen sin comprenderse por
completo.

El presente estudio busca evaluar si el MetS inducido por una dieta hiperglicida es capaz
de desarrollar marcadores moleculares clasicos de la EA, tales como la acumulacion de AB1-42,
la hiperfosforilacion de tau y la activacion de procesos neuroinflamatorios en hipocampo de
ratas. Para ello, se emplean tres modelos experimentales: uno con MetS, otro con inyeccion
hipocampal de AB1-42 y un modelo con MetS + AB1-42. A través de técnicas histoldgicas y
bioquimicas, se pretende dilucidar el papel de la via de sefializacién de la insulina en el
desarrollo de procesos neurodegenerativos.

Los hallazgos derivados de la investigacion podrian contribuir a comprender los
mecanismos bioquimicos que vinculan las alteraciones metabdlicas del MetS con la EA, asi
como identificar posibles biomarcadores tempranos para el diagndstico y tratamiento oportuno

de enfermedades neurodegenerativas asociadas a disfuncién metabélica.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Insulina: Definicion.

La insulina es una hormona de 5.8 kDa, formada por dos cadenas polipeptidicas: una
cadenaAyunacadenaBde20y31aminoacidos respectivamente, unidas por puentes disulfuro
(Norton et al., 2022; Reyes Olivares A. & Plancarte Arellano A., 2008; Tokarz et al., 2018). Su
sintesis y secrecion esta restringida a las células 3 de los islotes de Langerhans del pancreas,
este proceso es regulado por diversos estimulos como elincremento en la concentracion sérica
de glucosa, aminodcidos y cuerpos cetdnicos, asi como la activacion de receptores
adrenérgicos (Agrawal et al., 2021; Gutiérrez-Rodelo et al., 2017; Reyes Olivares A. & Plancarte

Arellano A., 2008).

Recientemente investigaciones han propuesto un paradigma alternativo que sugiere la
produccion y secrecién de insulina a nivel central. Estudios inmunohistoquimicos y
moleculares reportan la expresion de insulina en neuronas de hipocampo, estriado, talamo,
hipotalamo, cerebelo y médula espinal, sin embargo, este tema auln es controversial (Agrawal

etal., 2021; Blazquez et al., 2014; Milstein & Ferris, 2021; Zeng et al., 2016).

1.1.1 Transporte de insulina periférica al sistema nervioso central.

Algunos autores afirman que la mayor parte de la insulina que se encuentra a nivel
cerebral proviene de origen pancreatico y que llega a diversas regiones cerebrales a través de
transporte por transcitosis mediado por el receptor de la insulina, al atravesar la barrera
hematoencefalica (Lin et al., 2006; Xu et al., 2005), sin embargo, otros autores han mostrado
evidencia de la presencia de mRNA del gen de insulina en neuronas de animales de
experimentacion (Figura 1) (Boucher et al., 2014; Norton et al., 2022; Petersen & Shulman,
2018; Tokarz et al., 2018; Zeng et al., 2016).

Estudios muestran que la permeabilidad de la barrera hematoencefalica cumple un rol

importante en la regulacion de los niveles de insulina a nivel cerebral.
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Figura 1. Esquema de la relacion entre la glucosa e insulina periférica y el transporte al sistema nervioso
central. BHE: Barrera hematoencefalica, DM: Diabetes Mellitus. Fuente:(Banks et al., 2012).

En el puentey médula oblonga se encuentran las regiones mas permeables, seguido por
el hipotalamo, hipocampo, estriado, cerebelo, corteza frontal y corteza parietal, sin embargo,
las regiones del mesencéfalo, tadlamo y corteza occipital no registran alta permeabilidad
(Agrawal et al., 2021; Banks & Kastin, 1998; Jagua et al., 2008; Norton et al., 2022; Zeng et al.,
2016). Por este motivo se sugiere que la cantidad de insulina en cerebro dependera de la region
analizada, la densidad y funcion de los receptores de insulina y la concentracion de glucosa

sérica.
1.1.2 Viade sefalizacion molecular de la insulina.

Las acciones de la insulina son mediadas a través de cascadas de sefializacién celular

que dependen de un nimero importante de interacciones proteicas.
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En el cerebro, la sefializacion de lainsulinaimplica vias candnicas y no candnicas que regulan
funciones esenciales como la homeostasis energética, la plasticidad sinaptica, la memoria y la
neuroproteccion (Arnold et al., 2018; Kleinridders et al., 2014). La via candnica se activa tras la
union de la insulina a su receptor presente en neuronas y células gliales, lo que induce su
autofosforilacion y la activacion de los sustratos del receptor de la insulina (IRS). Esto desencadena
la activacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y posteriormente de RAC gamma
serina/treonina proteina cinasa (AKT) (Craft & Stennis Watson, 2004; Monnier et al., 2008). Esta
ruta es crucial para la regulacion del metabolismo de glucosa cerebral, la supervivencia neuronal y la

inhibicion de procesos apoptaticos.

Por otro lado, las vias no candnicas comprenden rutas alternativas como la activacion de la
via de las proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) y quinasa regulada por sefiales
extracelulares (ERK) a través de Grb2/SOS y Ras, asi como la participacion de proteinas G, sefiales
proinflamatorias y mecanismos relacionados con el estrés oxidativo (Bomfim et al., 2012b; Monnier

etal.,2008) . A continuacion, se explican las vias de sefializacion de manera mas detallada.

La cascada de sefiales inicia mediante la interaccion del ligando con el receptor de
insulina (IR), perteneciente a la familia de los receptores para factores de crecimiento con
actividad intrinseca de cinasas de tirosina (Tyr) (RTK’s), dicha interaccién conduce a una serie
de cambios conformacionales que inducen su activacion catalitica y la posterior
autofosforilacion en residuos de Tirosina, Serina y Treonina de su dominio intramembranal
(Figura 2) (Boucher et al., 2014; Gutiérrez-Rodelo et al., 2017; Petersen & Shulman, 2018; van
der Heide et al., 2006).

En el caso de la via de PI3K, los residuos fosforilados del IR son reconocidos por
proteinas adaptadoras miembros de la familia del sustrato de receptor de insulina (IRS 1-2), las
cuales son fosforiladas; de esta manera se convierten en sitios de uniény activacion de proteinas
con dominios SH2, tal es el caso de PI3K, proteina unida al receptor del factor de crecimiento

(Grb2), proteina tirosina fosfatasa con homologia a Src (SHP-2), entre otras.
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Esta activacion genera cambios alostéricos en la conformacion de dichas proteinas 'y

resulta en la activacion de PI3K (Boucher et al., 2014; Petersen & Shulman, 2018).

Como consecuencia de la activacion se generan dos productos: fosfatidilinositol-3,4-
bifosfato (PIP2) y fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), este Gltimo permite la unidn de
cinasas de serina (Ser) como la cinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK1) y proteina
cinasa B (Akt o PKB). Posterior a su unidn proceden una serie de fosforilaciones en residuos de
Sery Thrpor el complejo proteico mTor/Rictor que finalmente permiten la activacion completa

de Akt (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017).
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Asi la activacion de Akt permite la fosforilacion de sustratos implicados en multiples
funciones metabdlicas y celulares, como la enzima glucogeno sintasa (GS), glucégeno sintasa
cinasa 3 (GSk3), fosfofructocinasa 2 (PFK2), factor de crecimiento CREB, moléculablancodela
rapamicina en mamiferos (mTOR), caspasa 9, sintasa de d6xido nitrico inducible (iNOS) y la
proteina antiapoptoética antagonista de Bcl2 (BAD), lo que favorece la activacion de las

funciones propias de la hormona (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017; van der Heide et al., 2006).

1.1.3 Funciones fisiologicas periféricas y centrales.

En condiciones fisioldgicas, la insulina tiene acciones diversas a nivel periférico y
central; se basan en la regulacion metabdlica, hormonal, neuronal y tréfica, y son llevadas a
cabo mediante mecanismos como: el mantenimiento de las concentraciones plasmaticas de
glucosa; laentraday almacenamiento de glucosa en musculo, tejido adiposo, higado y cerebro;
la regulacion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas; el control de la ingesta de

alimentoy el gasto energético (Home, 2021; Norton et al., 2022; Tokarz et al., 2018).

De manera especifica en el sistema nervioso central, la insulina tiene un efecto
neuroenddcrino, neurotrofico, neuromodulador y neuroprotector. Juega un papel
fundamental en procesos como la regulacion energética, la activacion de vias relacionadas con
el comportamiento, el aprendizaje y lamemoria, asi como la reproduccion (Agrawal et al., 2021;
Nakabeppu, 2019; van der Heide et al., 2006; Zeng et al., 2016). Este proceso ocurre a través de
neuronas sensibles a glucosa, las cuales se encargan de la regulaciéon del metabolismo
energético y la activacion de vias relacionadas con el comportamiento y cognicion (Kellar &

Craft, 2020; Kim & Arvanitakis, 2023).

La estimulacién o inhibicion de estas neuronas regula la liberacion de péptidos
orexigénicosuanorexigénicos, hormonasy neurotransmisores queinducen laactivaciondevias
de sefializacion moderadas por las MAPK, AKT, cinasa N-terminal c-Jun (JNK), proteina de

unioén al elemento de respuesta a AMPc (CREB), sirtuina y kainato.
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De esta manera favorecen respuestas comportamentales a estimulos externos
alimentarios y el mantenimiento de funciones neuronales (Agrawal et al., 2021; Milstein &

Ferris, 2021; Nakabeppu, 2019; Valdespino-Gomez et al., 2015; Zeng et al., 2016).

1.1.3.1 Insulina y funciones cognitivas complejas.

Ademas de las funciones previamente mencionadas, la insulina también participa en la
regulacion de eventos cognitivos complejos, como el aprendizaje, la memoria y la toma de
decisiones (Milstein & Ferris, 2021; Zeng et al., 2016). Esta hormona actla a nivel cerebral,
particularmente en areas como el hipocampo y la corteza prefrontal, donde regula la
disponibilidad de energia necesaria para el funcionamiento neuronal eficiente (Milstein & Ferris,

2021; Sanchez-Zuiiga et al., 2020).
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Figura 3. La insulina regula funciones cerebrales clave a través de mecanismos que involucran diversos tipos de
células y circuitos neuronales. Fuente:(Chen et al., 2022)
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Se ha demostrado que niveles adecuados de insulina mejoran la sinapsis neuronal y la
plasticidad sinaptica, procesos que son esenciales para la memoria a largo plazoy la resolucién
de problemas. Por otro lado, la resistencia a la insulina y trastornos relacionados con la
disrupcion de la hormona, pueden afectar negativamente los procesos cognitivos,
contribuyendo al deterioro en el aprendizaje, memoria, la ansiedad y otras funciones ejecutivas

como la actividad motora (Figura 3) (Boucher et al., 2014; Steen et al., 2005; Zeng et al., 2016).

1.1.3.2 Actividad motora.

En 1960 Paillard define a la actividad motora como la “Categoria particular de
movimientos voluntarios finamente coordinados que ponen en servicio ciertas partes de la

musculatura, en funcién de una técnica que exige ajuste, economia de esfuerzo y precision”.

Es esencial comprender las bases neurofuncionales del movimiento voluntario. La
sefalizacion inicia en la corteza cerebral, la cual se comunica con nicleos del tronco del encéfalo,
ganglios basales y cerebelo, para finalizar la sefializacion en motoneuronas de la asta anterior

de la médula espinal y de nlicleos motores tronco-encefalicos (Pimienta, 2004 y Salinas, 2013).

Es importante mencionar el papel de los “ntcleos de la base” en el movimiento, los
cuales regulan diferentes aspectos del control motory se representan por la corteza premotora
(CPM), el estriado (STR), el globo palido externo (GPE), el globo palido interno (GPI), los ndcleos
subtaldmicos (NST) y el talamo (TA). La comunicacion entre estas regiones cerebrales permite

llevar a cabo una via excitadora y unavia inhibidora (Pimienta, 2004 y Flores y Ostrosky 2008).

La via excitadora inicia con la proyeccion a partir de zonas corticales al STR, donde
surgen dos vias principales, una hacia el GPI conocida como la via directa y la otra hacia el GPE
conocida como la via indirecta (ambas vias inhibidoras). El GPI ejerce una inhibicion sobre el
TA el cual ejerce un efecto excitatorio sobre la corteza, esto estimula retirar la inhibicidén del
TA, lo que permite la accion de la corteza y finalmente los programas motores para realizar la

accion (Pimienta, 2004 y Flores y Ostrosky 2008).
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Por su parte la via inhibitoria producida por el STR inhibe el GPE, sus neuronas
(inhibidoras) se proyectan sobre el NST generando una excitacion del GPI, cuyas neuronas
inhiben el TA, de tal manera que genera una inhibicidn talamocortical por lo que el programa

motor no es activado (Pimienta, 2004 y Flores y Ostrosky 2008).
1.1.3.3 Aprendizaje y Memoria.

Kandel define el aprendizaje como el “proceso biologico que permite adquirir
conocimiento sobre el mundo” y la memoria como el “proceso de retener y reconstruir este

conocimiento en el tiempo” (Kandel et al., 2014).

Por su parte, Tilving define la memoria como la “capacidad de los organismos de
adquirir, retener y utilizar conocimiento o informacion” (Tilving. E, 1987). Ademas, proponen
que el aprendizaje y la memoria representan dos procesos intimamente ligados debido a que
sin aprendizaje no existe memoria y sin memoria no hay aprendizaje. Ambos conceptos se
encuentran presentes en otros procesos como la percepcion sensorial., el razonamiento, las

emociones, la resolucion de problemas o el lenguaje (Jaureguiy Razumiejczyk, 2011).

La memoria transcurre por tres funciones basicas, la obtencion, organizacion y
recuperacion de nueva informacion, por tal razén se determinan 3 etapas: codificacion,
almacenamiento y recuperacion (Fernandez & Morris, 2018). La codificacion hace referencia a
la captacion y transformacion de los estimulos provenientes del medio ambiente en una
representacion mental; en esta fase, la selectividad y la intensidad son factores que participan

en el procesamiento de estimulos y la extraccion de un significado.

Por su parte, el almacenamiento tiene como finalidad la retencion de la informacion
codificada; la informacion es organizada mediante esquemas, que reldnen conceptos y
categorias para unir conocimientos. Finalmente, la recuperacion hace referencia a la obtencion
de la informacion a partir del almacenamiento de recuerdos; puede ocurrir de manera

espontanea o voluntaria (Bernal, 2005; Fernandez & Morris, 2018).
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1.1.3.4 Ansiedad.

De acuerdo con el DSM-5, la ansiedad se define como “la anticipacion de una amenaza
futura que se distingue del miedo la respuesta emocional a una amenaza inminente real o
percibida”. Desde hace afios, es considerada como una emocion normal, ya que incita a la
supervivencia, sin embargo, ante ciertas condiciones puede incrementar su intensidad y

duracidn, lo que la convierte en un estado patoldgico (Park & Kim, 2020; S. X. Zhang & Li, 2025).

Si bien no existe una region Gnica cerebral encargada de la integracion de la ansiedad,
existen multiples centros cerebrales que participan y modulan la ansiedad, tales como
regiones corticales, septo lateral, amigdala, hipocampo, algunos ndcleos hipotalamicos, la
sustancia gris periacueductal, el nicleo del rafé dorsal y el locus ceruleo (Goldstein-Piekarski
etal.,2022; Park & Kim, 2020).En la mayoria las regiones cerebrales implicadas con la ansiedad

forman parte del sistema limbico (Goldstein-Piekarski et al., 2022; Park & Kim, 2020).

Respecto ala naturaleza de las neuronas implicadas en la regulacion de la ansiedad, se
conoce una gran participacion de células noradrenérgicas localizadas en el locus cerileo,
neuronas gabaérgicas en las estructuras septohipocampicas, asi como neuronas
serotoninérgicas relacionadas con una accién ansiogénica (Crocq, 2015; Goldstein-Piekarski et

al., 2022; Park & Kim, 2020)

La via de integracion de la ansiedad inicia mediante estimulos sensoriales que son
captados a través de 6rganos sensoriales, la informacion es enviada al tdlamo, el cual funciona
como estacion de relevo y en conjunto permite filtrar lainformacion, con el objetivo de impedir
que todos los estimulos recibidos lleguen a regiones de alta especialidad como la corteza.
Posteriormente surgen dos vias de respuesta a estimulos: la via taldmica directa y la via

talamica indirecta (Goldstein-Piekarski et al., 2022; Schuyler, 2016).

En la via talamica directa la informacién pasa al complejo nuclear amigdalino, el cual

producira larespuesta motora (respuesta de lucha o huida).
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Estavia es subcortical, eslamascortay rapida. Mientras que en la via talamica indirecta
el estimulo es enviado al talamo y la informacion es enviada a la corteza prefrontal, (Park, S. &

Kim, Y. 2020; Schuyler, 2016).

Se conoce que los estimulos ansiogénicos pueden activar areas cerebrales como el
hipotalamo, de tal manera que favorecen la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal e
inducela liberacion de corticoesteroides como el cortisol, favoreciendo unafalla en receptores y
como consecuencia en el feedback negativo sobre la liberacion de cortisol, caracterizado por

un incremento en los niveles de cortisol plasmatico (Croqc, M., 2015; Schuyler, 2016).

1.1.3.5 Hipocampo y su participacion en el aprendizaje, memoria y ansiedad.

El hipocampo es una estructura cerebral subcortical localizada en la parte media del
[6bulotemporal que derivade laregion medial del telencéfaloyforma parte del sistema limbico.
Su organizacion anatdmica corresponde al cuerno de Amon (CA1, CA2 y CA3) y el giro dentado,
ambos se encuentran separados por la fisura hipocampal, el complejo subicular
(presubiculum, subiculum y parasubiculum) y la corteza entorrinal (Figura 4) (Comrie et al.,

2022; Orrego-Cardozo et al., 2016).

B

Medial Anterior

Figura 4. Descripcion anatomica del hipotdlamo e hipocampo en cerebro humano y de rata.
Fuente:(Brunner et al., 2018)

22



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicién de marcadores de neurodegeneracion
asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

Respecto a la poblacion neuronal del hipocampo se conforma por las células
piramidales en los cuernos de Amén (CA1ly CA3), las células granulares distribuidas en el giro
dentado, las células mugosas, células intrinsecas y células de canasta distribuidas en el hilus 'y
las interneuronas distribuidas en todas las regiones hipocampales (Romani et al., 2022;

Slotnick, 2022).

La base neuroquimica en el hipocampo se establece por la presencia de neuronas
glutamatérgicas (neuronas piramidales y granulares) que representan del 85 al 90% de la
poblacidn total e interneuronas gabaérgicas que representan del 10 al 15% restante, las cuales
regulan el funcionamiento de las neuronas glutamatérgicas. Sin embargo, también estan
presentes otros neurotransmisores como la acetilcolina, la noradrenalina y la serotonina

(Romani et al., 2022).

El giro dentado del hipocampo (zona subgranular) es una de las dos regiones (en
conjunto con la zona subventricular de los ventriculos laterales) en los mamiferos, que tiene la
capacidad de producir nuevas neuronas en la etapa adulta (fendmeno conocido como
neurogénesis), las cuales tienen la capacidad de integrarse a las redes neuronales ya existentes
entre dosy cuatro semanas posteriores a su nacimiento (Comrie et al., 2022; Orrego-Cardozo et

al., 2016).

Entre sus principales funciones se encuentra la participacion en la adquisicion del
aprendizaje espacial y la consolidaciéon de memoria a corto y largo plazo (Orrego-Cardozo et
al., 2016; Slotnick, 2022). Sin embargo, es fundamental tener claro que el almacenamiento de
la informacion de la memoria explicita no ocurre en el hipocampo, sino que participa en la
codificaciony recuperacion de la informacion almacenada en distintas areas de la corteza. Las
regiones encargadas del almacenamiento de la informacion son las areas de asociacidn
unimodal y multimodal de la corteza en areas laterales del lobulo temporal y areas
frontoparietales (Comrie et al., 2022; Fernandez & Morris, 2018; Orrego-Cardozo et al., 2016;

Slotnick, 2022).

23



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicién de marcadores de neurodegeneracion
asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

Estudios han mostrado que un ambiente enriquecido de factores inductores de
neurogénesis (factores de crecimiento, hormonas y neurotransmisores) favorece una
regulacion en procesos hipocampales como el aprendizaje espacial y la memoria a corto y

largo plazo (Orrego-Cardozo et al., 2016; Romani et al., 2022; Slotnick, 2022).

1.1.4 Disrupcion endocrina de la insulina: Resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina per se, se denomina una alteracion de tipo bioquimico -
molecular que se traduce en una disminucion en la eficiencia bioldgica de la insulina en su
accion sobre 6rganos blanco, dicho fenédmeno puede ser causado por alteraciones de la misma
hormona, por la actividad correspondiente de su receptor (causada a su vez por la presencia
de mutaciones y/o modificaciones postraduccionales) o por alteracion en moléculas efectoras
rio abajo del receptor de insulina (Gutiérrez-Rodelo et al., 2017; S.-H. Lee et al., 2022; Reyes

Olivares A. & Plancarte Arellano A., 2008; Tahapary et al., 2022).

Gutierrez-Rodelo exponen como las alteraciones moleculares mas comunes de la
resistencia a lainsulina: el incremento en la fosforilacion en residuos de Ser/Thr del receptor de
insulina y del IRS, el incremento en la actividad de fosfatasas de residuos de Tyr (las cuales
participan en la desfosforilacion del receptor y del IRS), la disminucidn en la actividad de
cinasas PI3K y AKT y los defectos en la expresion y funcion del GLUT-4 (Gutiérrez-Rodelo et al.,

2017; Lee et al., 2022; Reyes Olivares A. & Plancarte Arellano A., 2008).

De manera que un indicador de la presencia de resistencia a la insulina es una
disminucién en la magnitud de los efectos bioldgicos de dicha hormona, evidenciado por una
alteracion en el ingreso de glucosa en tejido adiposo y muscular, y consecuentemente un
incremento anormal en la concentracion de insulina sérica como mecanismo compensatorio
de la ineficiencia de la hormona ante cierta concentracion de glucosa, alteracion conocida
como “hiperinsulinemia” (Gluvic et al., 2016a; Gutiérrez-Rodelo et al., 2017; S.-H. Lee et al,,

2022; Petersen & Shulman, 2018).
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Dicha alteracion conduce al desarrollo de trastornos en el metabolismo de glucosa,
situacion de modifica la capacidad de secrecidon de insulina por parte de las células B
pancreaticas del islote de Langerhansy en cambios en la fosforilacién y en la via de sefializacion

de la propiahormona (Gluvic et al., 2016; Lee et al., 2022; Petersen & Shulman, 2018).

1.2 Sindrome Metabodlico.
1.2.1 Definiciony epidemiologia.

El sindrome metabdlico (MetS) es una entidad clinica compleja, caracterizada por la
presencia de alteraciones moleculares, fisiologicas y funcionales que resultan de asociaciones
metabdlicas, como la obesidad abdominal, hipertension arterial, alteraciones de la glucemia
por resistencia a la insulina, dislipidemia aterogénica y sus respectivas complicaciones

(Ambroselli et al., 2023; Angelico et al., 2023; Samson & Garber, 2014; Wacher-Rodarte, 2009).

De acuerdo con la caracterizacién de la OMS, el MetS se define por la presencia de: indice
de masa corporal (IMC) elevado (>30 kg/m?o indice cintura/cadera en hombres >0.9 y en mujeres
>0.85), hipertrigliceridemia (>150 mg/dL), disminucidn de lipoproteinas de alta densidad (HDL-
c) (hombres <40 mg/dly mujeres <50 mg/dL), hipertension arterial (>130/85 mmHg), resistencia

a lainsulina e hiperglicemia (>100 mg/dL) (Ambroselli et al., 2023; Angelico et al., 2023).

El MetS representa un problema de salud publica a nivel mundial debido a su elevada
prevalencia de morbilidad y mortalidad. Se estima que a nivel mundial 2.8 millones de personas
muerende sobrepesoyobesidad (OMS,2020)y en México se le atribuye mas de 50 mil muertes por
afo, lo que representa un alto impacto en la salud y la economia del pais (Gluvic et al., 2016;

Harrison et al., 2020).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2022 (ENSANUT), la
prevalencia de sobrepeso en adultos fue de 38.3% y de obesidad de 36.9%. Al comparar por
grupos de edad la prevalencia de obesidad fue mas alta en los adultos de 40 a 59 afios (44.4%)

que en los adultos de 20 a 39 afios (33%) y >60 afios (32.2%) (INSP, 2023).
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1.2.2 Fisiopatologia.

La etiologia del MetS es multifactorial, los factores asociados a su desarrollo son la edad,
el desequilibrio en la homeostasis energética (incremento en la ingesta energética y
decremento del gasto energético), dieta incorrecta (inadecuada, insuficiente, poco variada),
factores genéticos y desdrdenes enddcrinos; sin embargo, la alteracion de la homeostasis
energética y el sedentarismo son los factores a los que se les ha atribuido un mayor impacto

(Carvajal, 2017).

Los mecanismos bioquimicos asociados al desarrollo de esta entidad son mediados por
un conjunto de modificaciones metabdlicas a nivel celular y molecular que afectan el
metabolismo y la sefializacion de carbohidratos y lipidos tanto a nivel periférico como central.
La ingesta crénica de dietas hipercaldricas conduce a la aparicion de resistencia a la insulina 'y
leptina periférica acompafiada de un conjunto de alteraciones endocrinas, inflamatorias,
oxidativas y degenerativas (Figura 5) (Armani et al., 2017; Gluvic et al., 2016b; Y. Guo et al., 2021;
Molteni et al., 2002; Samson & Garber, 2014; Srikanthan et al., 2016).

El origen del MetS es multifactorial, siendo asociados a su desarrollo, factores genéticos,
endocrinos, la edad, el desequilibrio en la homeostasis energética y dietas con un indice de baja
calidad, sin embargo, en las ultimas décadas la ingesta de dietas occidentales basadas en un
alto contenido de acidos grasos saturados o azlcares refinados se ha asociado fuertemente con

el desarrollo de MetS (Ambroselli et al., 2023; Harrison et al., 2020; R. Lu et al., 2021).

Ademas, se conoce que los efectos crénicos a nivel central se caracterizan por la
presencia de hiperinsulinemia e hiperleptinemia, acompafniada de una disminucién de la
sensibilidad de la insulina representada por una modificacion en la formacion del complejo
insulina - receptor y de la activacion de las proteinas rio abajo de la via IRS/PI3K/AKT de la
insulina, dicho efecto es dependiente del area cerebral analizada y el tipo de dieta ingerida
(hiperglicida, hiperlipidica o mixta) (Blazquez et al., 2014; Boucher et al., 2014; Mattson et al.,

2018; Melo et al., 2019a; Wahl et al., 2017).
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Figura 5. Vias implicadas en la desregulacion de la sefializacion de insulina. Fuente:(Khalid et al., 2021)

1.3 Relacion de Sindrome Metabolico con Enfermedad de Alzheimer.

1.3.1 Enfermedad de Alzheimer: Definicion y epidemiologia.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es reconocida por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) como un problema de salud publica debido a la alarmante prevalencia mundial con
cerca de 45 millones de casos y al ser la principal causa de muerte en algunos paises europeos
(Hampel et al., 2021). La EA representa la forma mas comin de demencia (50 al 75% de los
casos) y es un trastorno neurodegenerativo asociado con una disminucidn progresiva de las

funciones cognitivas y cambios en la personalidad que afectan la calidad de vida (Hampel et

al.,2021; Lane et al., 2018).
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De acuerdo con la OMS la prevalencia mundial en 2015 fue de 46.4 millones de casos.
Estudios epidemioldgicos prevén que en el afio 2030 la prevalencia de incremente a 82
millonesy en 2050 a 152 millones respectivamente. Ademas, se propone que existira un mayor
riesgo de desarrollo en edades tempranas (OMS, 2024). Reportes indican que en México existen

cercade 1 millon de casosy laincidencia es de 27.3 (1000 personas adultas /afio) (UNAM, 2021).

1.3.1.1 Fisiopatologia.

La EA patoldgicamente se caracteriza por la presencia de placas amiloideas que son
acumulaciones extracelulares de péptido beta-amiloide (AB) anormalmente plegado como
producto del metabolismo alterado de la proteina precursora de amiloide (APP).
Adicionalmente la presencia de ovillos neurofibrilares (NFT “s) son un conglomerado anormal
de proteinas (filamentos helicoidales pareados) formados por la hiperfosforilacién de la

proteina asociada a microtubulos llamada tau (Lane et al., 2018; Lu et al., 2015; UNAM, 2021).

Ademas, se acompafian de marcadores como neuritas distréficas, hilos de neuropilo,
proliferacion, activacion de astrocitos y microglia (gliosis) y frecuentemente coexiste
angiopatia amiloide cerebral (Hampel et al., 2021; Lane et al., 2018; Michailidis et al., 2022;
Scheltens et al., 2021). Como consecuencia se presenta un estado de neurodegeneracion
caracterizado por la pérdida neuronal y sinaptica evidenciado por atrofia macroscépica,
respuestas inflamatorias exacerbadas que potencializan el proceso patoldgico, un estado
oxidativo incrementado y una desregulacion de la homeostasis de calcio (Bettcher et al., 2021;

Hampel et al., 2021; Hicks et al., 2012; Janeiro et al., 2021; Teunissen et al., 2003).

1.3.1.2 Metabolismo de la Proteina Precursora de Amiloide.

La APP es una glicoproteina de membrana y componente neuronal, que cumple
funciones fisioldgicas claves en el crecimiento, adhesion celular, funcién autocrina y como
sitio de union para diversas sustancias, sin embargo, también cumple un rol fundamental en
dafio celular, como hipoxia, alteraciones metabdlicas y lesiones que conduzcan a dafio axonal

difuso (Tirado et al., 2022).
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Su metabolismo depende de la funcidn de tres enzimas importantes la a-secretasa, B-

secretasa y y-secretasa, que mediante un conjunto de escisiones favorecen la produccion de

residuos de tipo sAPPa, sAPP{3 o fragmentos A3 (Figura 6) (Wahl et al., 2017).

Figura 6. Metabolismo de la proteina precursora de amiloide. Fuente:(Melnyk et al., 2015)

La APP puede ser fosforilada en varios residuos aminoacidicos, lo que puede afectar el
procesamiento proteolitico y la secrecidn de esta proteina. La fosforilacion en Thr 668 por la
proteina cinasa dependiente de ciclina (Cdk) representa un componente clave para su
metabolismo particularmente en la isoforma APP695, la cual ha sido identificada en el cerebro
de ratas adultas y se correlaciona con la diferenciacion neuronal (Ando et al., 1999a, 1999b;

Caporaso et al., 1992; lijima et al., 2000; Wahl et al., 2017).
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Por otra parte, la produccion de péptidos AB resulta de la escision proteolitica sucesiva
de la APP mediante la accidn de las enzimas B-secretasa 1 (BACE) generando un fragmento (3-
C-terminal (B-CTF) que posteriormente es hidrolizado por la y-secretasa; formando péptidos
de 38 a 43 aminoacidos (Hampel et al., 2021; Janeiro et al., 2021). Las isoformas mas comunes
son AB4o y AB4, la primera es la mas habitual, mientras que la segunda es la mas fibrogénica,
esto debido a la anfifilicidad del péptido que causa su autoasociacion, por este motivo es la
que durante muchos afos se ha asociado con el desarrollo de la EA (Hampel et al., 2021; lijima

etal., 2000).

Sin embargo, en la actualidad se ha propuesto que oligdmeros solubles de beta
amiloide (ABO) representan la forma mas toxica y patdgena de AR, esto debido a su gran
capacidad de autoagregacion (diferente a la de AB.,). Ademas, se ha identificado que inducen
un alto grado de neurotoxicidad desde etapas muy tempranas de la EA (Hayden & Teplow,
2013). Estudios recientes han identificado que ABO aislados de cerebros de pacientes con EA
redujeron el nimero de sinapsis, inhibieron la potenciacion a largo plazo y aumentaron la

depresion sinaptica a largo plazo en modelos animales (Mroczko et al., 2018).

Cabe mencionar que, tras su produccion el AR ejerce funciones fisioldgicas importantes
en el cerebro, tales como la regulacion de la transmision sinaptica en hipocampo, la regulacién
del transporte del colesterol, regulacion de la sefializacion, activacion de cinasas y una funcién
antioxidante (Hampel et al., 2021; Lane et al., 2018). Sin embargo, en condiciones patoldgicas,
laformacion de laminas de AR mal plegadas, activa una respuesta inflamatoria mediada por la
glia, induce la liberacidon de citocinas neurotoxicas, causa apoptosis, dificulta la perfusion

celulary afecta los contactos sinapticos interneuronales (Gluvic et al., 2016a; Wahl et al., 2017).

Ademas, la acumulacion de AP, puede favorecer la hiperfosforilacion de tau y la
formacion de ovillos neurofibrilares, los cuales contribuyen en gran medida a los procesos

neurodegenerativos de la EA (Hampel et al., 2021; Hayden & Teplow, 2013; Lane et al., 2018).
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Por tal motivo, el equilibrio entre sintesis y eliminacion de AB es fundamental para
mantener las concentraciones normales en cerebro. Respecto a la sintesis, autores mencionan
que ademas de la actividad de secretasas sobre la APP, depende de la composicion de la
membrana plasmatica; asi los dominios de la balsa lipidica rica en colesterol parecen
desempeiiar un papel clave en la generacion de AP (Hicks et al., 2012; Vetrivel & Thinakaran,

2010).

Por otra parte, la degradacion del péptido ocurre por tres posibles mecanismos, uno es
mediante la degradacion enzimatica mediado por peptidasas, el segundo por la eliminacion a
través de vasos cerebrales mediante mecanismos de transporte especiales a lo largo de
membranas basales perivascularesy el tercero es mediante fagocitosis microglial (Gluvic et al.,

2016a).

Entre las proteasas que degradan el AB se encuentran la neprilisina (NEP), enzima
degradadora de insulina (EDI) y enzima convertidora de endotelina (ECE) y literatura sugiere
que su actividad es mas eficiente bajo condiciones fisioldgicas (Miners et al., 2011; Nalivaeva
etal., 2012). Por su parte, la EDI es una metaloproteasa de zinc involucrada en la degradacion
de péptidos como la insulina y AB a nivel citosdlico y membranal (Vekrellis et al., 2000).
Interesantemente, se ha demostrado que la actividad de la EDI se asocia con fracciones de las
balsas lipidicas de la membrana plasmatica y que este proceso es regulado por los niveles de

colesterol cerebral (Bulloj et al., 2008).

De esta manera, es posible resaltar que las balsas lipidicas son fundamentales en la
patogénesis de la EA, al contribuir en la biogénesis, catabolismo, agregacion, acumulacién y
neurotoxicidad del AR (Araki, 2015a). Ademas, se conoce que la degradacidn de AR por la EDI
dependera de las concentraciones de insulina a nivel cerebral, se ha propuesto que un
aumento en las concentraciones de insulina cerebral se asocia con un menor grado de

degradacion de AR (Araki, 2015a; Bomfim et al., 2012a; De Felice et al., 2014).
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1.3.1.3 Metabolismo de la Proteina Tau.

La proteina tau forma parte de las proteinas asociadas a microtubulos (MAP “s), es una
proteina codificada por el gen MAPT localizado en el cromosoma 17g21 (Kimura et al., 2014).
Presenta 4 dominios primarios: un dominio N-terminal, un dominio de unién a microtubulos,
un domino C-terminal y un dominio rico en prolina, estos dos Ultimos son los principalmente
asociados con la regulacion de la funcién de tau, mediante la fosforilacion de residuos

aminodacidos criticos ahi presentes (Engel et al., 2006; Imahori & Uchida, 1997a).

Tau se fosforila en mdltiples sitios de residuos serinay treonina en secuencias Ser/Thr-
Pro a través de varias proteinas cinasas dirigidas por prolina, como la proteina cinasa
dependiente de ciclina 5 (cdk5), proteina glucdgeno sintasa cinasa 3 beta (GSK3p), cinasa 2

regulada por sefial extracelular (Erk2) y proteina cinasa A (PKA) (Anne Jadms3, 2007).

Respecto a la GSK3p se ha considerado que la desregulacion en neuronas, puede serun
factor clave en el desarrollo de EA; estudios han mostrado que ratones transgénicos que
sobreexpresan GSK3B, presentan mayor fosforilacion de tau y mayor grado de
neurodegeneracion principalmente en giro dentado hipocampal (Engel et al., 2006; Lucas,
2001). Ademas, observaron que la hiperfosforilacion de tau condujo a una activacién de la glia
(Engel et al., 2006). Finalmente, estudios han demostrado que algunas mutaciones de
presenilina 1 (PSEN-1 que es una subunidad de la y-secretasa) activan a GSK33 y promueven
la fosforilacion de tau involucrando a cadherina y la sefializacion de PI3K/AKT (fosfoinositol 3

cinasay la RAC-gamma serina / treonina-proteina cinasa) (Song et al., 2022).

Por otra parte, cdk5 es una proteina cinasa altamente relacionada con la patogénesis
de la EA. Es un complejo formado por la subunidad catalitica cdk5 y un polipéptido p35 o p25.
(Kimura et al., 2014). De manera fisioldgica, cdk5-p35 juega un papel fundamental en el
desarrollo cerebral y la actividad sindptica, sin embargo, en enfermedades

neurodegenerativas, se cree que cdk5 esta hiperactivada por p25 (Maitra & Vincent, 2022).
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En cerebros de pacientes con EA se ha identificado una acumulacion de p25 con una

mayor capacidad de cdk5 para la fosforilacion de tau (Baltissen et al., 2023).

Resulta importante mencionar que la funcién de la proteina tau depende del estado de
fosforilacion y el nimero de dominios de unién a tubulina que presente (Melo et al., 2019b). En
condiciones fisioldgicas, tau participa en el ensamble de mondmeros de tubulina, establece
vinculos entre microtibulos, neurofilamentos y proteinas, es una proteina de transduccion de

sefiales y participa en la sefializacion glutamatérgica (Wegmann et al., 2021).

La hiperfosforilacion de la proteina tau es uno de los principales eventos patologicos
de la EA, ya que favorece la disociacion de tau de microttbulos y el desensamblaje de estos, la
acumulacion anormal de tau en el compartimento somatodendritico, la alteracion en el
transporte axonal, la pérdida de sinapsis y la muerte neuronal, siendo mecanismos asociados

con la formacion de NFT s (Hernandez et al., 2023; Wegmann et al., 2021; Ye et al., 2022).

Se han identificado 45 sitios criticos de fosforilacion de tau en cerebros de personas con
EA (Kimura et al., 2014). Se ha observado que entre las 16 secuencias Ser/Thr-Pro en tau, Cdk5
fosforila entre 9 y 13 sitios (N. B. Chauhan et al., 2005; Gonzalez-Ortiz et al., 2023).
Desafortunadamente, los sitios reportados de fosforilacion de tau no siempre son los mismos.
En 2001, Lund et al. demostraron que los sitios de fosforilacion de tau humana mediante cdk5-
p20 recombinante in vitro, determinados por espectrometria de masas fueron Thr181, Thr205,
Thr212, Thr217, ser296 y Ser404 (Lund et al., 2001). Liu et al. en 2002, mediante anticuerpos
fosfoespecificos mostraron que cdk5-p25 fosforila a tau en Thr181, Ser199, Ser202, Thr205,
Thr212, Ser214, Ser217, Thr231, Ser235, Ser396 y Ser404 (Figura 7) (F. Liu et al., 2002).

Por su parte, Landrieu et al. evidenciaron mediante estudios in vitro que cdk5-p25
necesita a GSK3f y que los sitios principales fueron Ser202, Thr205, Ser235 y Ser404 (Landrieu
etal., 2010).
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Kimura et al. 2014, mediante un mapeo 2D fosfo-péptido mediante marcaje de isétopos
in vitro (cdk5-p25 purificado de cerebros porcinos), en cultivos celulares (cdk5-p35 o cdk5-p25
cotransfectadas) y en neuronas primarias (cdk5-p35 endodgena) identificaron que los

principales sitios de fosforilacion fueron Ser202, Thr205, Ser235 y Ser404 (Kimura et al., 2014).

Adicionalmente a ello, se ha demostrado que la fosforilacion de tau por cdk5 podria
aumentar tras la fosforilacion por GSK3p, ya que ésta fosforila residuos de Ser/Thr en el sitio
+4 (Ser/Thr)-Xs-(pSer/p/Thr) (es decir, ya presenta una fosforilacion de cebado) (T. Li et al.,
2006). Estudios han demostrado que la fosforilacion de GSK3B mejora considerablemente
mediante la fosforilacion previa con cdk5. Evidencia muestra que los principales sitios de
fosforilacion de GSK3 son Ser199, Ser202, Thr231, Ser396, Ser400, Ser412 y Ser262 (Imahori &
Uchida, 1997b). Asi mismo, se ha identificado que Thr231 y Ser396/ser400 son cebadas

mediante fosforilacion en Ser235 y Ser404 por cdk5 respectivamente (T. Li et al., 2006)
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Figura 7. Sitios criticos de fosforilacion de Tau asociadas con la enfermedad de Alzheimer.
Fuente:(Toral-Rios et al., 2020)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome metabdlico (MetS) representa un problema de salud publica a nivel mundial
debido a su elevada prevalencia de morbilidad y mortalidad. Se caracteriza por la presencia de
alteraciones bioquimicas, fisioldgicas y funcionales que comprometen la calidad de vida de las
personas que lo padecen (Engin, 2024; W. Li et al., 2023; Samson & Garber, 2014; Zimmet et al.,
2005; Zong et al., 2024).

El MetS es una entidad multifactorial, sin embargo, en las Ultimas décadas la ingesta de
dietas occidentales se ha identificado como uno de los principales factores que comprometen su
desarrollo (Ambroselli et al., 2023; Angelico et al., 2023; B Paydar & Johnson, 2020; Willems et
al., 2021). Diversos estudios han reportado que la ingesta crénica de dietas hipercaldricas
conduce al deterioro en el metabolismo de hidratos de carbono y de lipidos a nivel periférico,
acompafiado de un conjunto de alteraciones endocrinas, inflamatorias, oxidativas y

degenerativas (Cen et al., 2024; Saltiel & Olefsky, 2017; Trevifio et al., 2015).

Ademas, previamente demostramos que algunos de los efectos a nivel central se
caracterizan por la presencia de hiperinsulinemia e hiperleptinemia, acompafada de un deterioro
en la activacion de las proteinas rio abajo de la via IRS/PI3K/AKT de la insulina. Dicho efecto es
dependiente del area cerebral analizada y el tipo de dieta ingerida (hipergltcida, hiperlipidica o

mixta) (Fuentes et al., 2023).

En los ultimos afios se ha reportado que alteraciones de la insulina a nivel cerebral,
podrian repercutir en la aparicion de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (EA), Parkinson, demencia, depresion y otro tipo de trastornos que comprometen
la funcidn cerebral (Doust et al., 2022; A. B. Kim & Arvanitakis, 2023b; Kullmann et al., 2016;
Sedzikowska & Szablewski, 2021). Sin embargo, el mecanismo patogénico molecular que

vincula a ambas condiciones clinicas alin no se comprende por completo.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, se ha propuesto una estrecha relacion entre las enfermedades
cronico-degenerativas inducidas por la dieta (ECDID) y el riesgo de padecer EA. Estudios
recientes han evidenciado la presencia de agregados neurofibrilares y procesos
neurodegenerativos en pacientes con alteraciones metabdlicas periféricas (resistencia a la
insulina, dislipidemia, entre otros) tal como ocurre en la diabetes tipo 2 (Di Renzo et al., 2021;

Kciuk et al., 2024; Nguyen et al., 2020; Peng et al., 2024).

Por este motivo, se propone que la exposicion crénica a estimulos dietéticos de baja
calidad deteriora el metabolismo de lipidos y carbohidratos a nivel periférico y central. A nivel
cerebral existen cambios estructurales y funcionales que deterioran la neuroplasticidad y

funciones cognitivas complejas.

Adicionalmente, dicha condicion podria relacionarse con el desarrollo de marcadores
de neurodegeneracion propios de la EA, como la formacion de depdsitos amiloideos, la
hiperfosforilacion de tau, la alteracion en el transporte de insulina y la concentracion - actividad
de EDI, sin embargo, los mecanismos por los cuales surgen estas modificaciones ain no se han

comprendido por completo.

Por ello surge la siguiente pregunta de investigacion: ;El Sindrome Metabdlico
inducido por la ingesta cronica de una dieta hipergltcida conduce a la aparicion de marcadores

de neurodegeneracion similares a la Enfermedad de Alzheimer (AR 1-42) en hipocampo de ratas?

En el presente trabajo, pretendemos emplear un modelo de MetS (HCD), un modelo de
EA (inyeccion hipocampal de AB 1-42) y un modelo de ambas condiciones clinicas asociadas
(MetS + AB 1-42), para identificar la relacion entre insulina con la formacion de agregados
amiloideos, la hiperfosforilacion de tau y una neuroinflamacion crénica. Esto se realizara por
medio de técnicas histologicas y bioquimicas, que permitan esclarecer la relacion del MetS

como uno de los factores causales de la EA.
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El dilucidar este conocimiento demostrara la relacion bioquimica que existe entre
ambas patologias, proponer los posibles mecanismos moleculares que involucran a la via de la
insulina en procesos de neurodegeneracion presentes en la EA e identificar posibles marcadores

clinicos que permitan diagnosticar esta patologia desde etapas tempranas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General.

Evaluar la participacion de la hiperinsulinemia cerebral con la aparicion de marcadores
de neurodegeneracién asociados a la enfermedad de Alzheimer (AB 1-42) en hipocampo de ratas

con Sindrome Metabdlico.

4.2 Objetivos Especificos.

1) Determinar la concentracion de insulina y la enzima degradadora de insulina en el

hipocampo de los modelos animales con MetSy Ap 1-42.

2) Identificar al receptor de insulina y su activacion en el hipocampo de los modelos animales

con MetSy AB 1-42.

3) Evaluar los cambios en la fosforilacion de GSK3[3, APP y Tau en hipocampo de los modelos

animales con MetSy AP 1-42.

4) Identificar los principales marcadores histopatoldgicos-conductuales asociados a la

enfermedad de Alzheimer presentes en el hipocampo de los modelos con MetS.

38



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicién de marcadores de neurodegeneracion
asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

5. HIPOTESIS
5.1 Hipotesis nula.

La hiperinsulinemia cerebral presente en el Sindrome Metabdlico inducido por la
ingesta crénica de una dieta hiperglicida no favorece la neurodegeneracion hipocampal

asociada a la enfermedad de Alzheimer (AR 1-42) en un modelo murino.

5.2 Hipotesis alternativa.

La hiperinsulinemia cerebral presente en el Sindrome Metabdlico inducido por la
ingesta cronica de una dieta hiperglicida favorece la neurodegeneracién hipocampal asociada

a la enfermedad de Alzheimer (AB 1-42) en un modelo murino.
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7. MATERIALES Y METODOS

4+ Animales.

Se emplearon 60 ratas Wistar macho (> 150 g de peso corporal) proporcionadas
por el “Bioterio Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla. Las
ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (cercana a 21°C),
porcentaje de humedad (<50%), ciclo luz-oscuridad 12h:12h, en cajas de policarbonato con
unacamade aserriny con acceso libre acomiday agua “Ad libitum”. Los procesos realizados
se basaron en la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado Animal NOM-062-Z00-1999, cuidando que los procedimientos
experimentales se realizaran con el menor nimero de animales posibles y cuidando que no

se presentaran efectos indeseables producidos por los procedimientos del proyecto.
+ Grupos experimentales.

Inicialmente, los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos: Grupo
control (NCD; n=30) alimentados con la dieta normocalérica 5012 de Labdiet® y Grupo con
MetS (HCD; n=30) a los cuales se les administré una dieta hiperglicida con patente
MX/E/2013/047377, la cual contiene 71.4% de hidratos de carbono respecto al valor calérico
total. La composicién porcentual corresponde a glucosa (80%) y fructosa (20%). La
composicion nutrimental basada en 100 gramos de alimento se muestra en la Tabla 1.

Ambas dietas se administraron durante 6 meses “Ad libitum”.

Se realizé el registro de consumo de alimento semanal, para ello cada tercer dia a las
12:00 horas, se peso el alimento consumido por triplicado de cada caja con 5 animales y se
obtuvo un promedio de ingesta. Cabe mencionar que las dietas experimentales siguen las
especificacionesy cumplen con las cantidades minimas necesarias de sustratos energéticos
aprovechables seglin los “Requerimientos Nutrimentales de Ratas de Laboratorio” como
recomendacion por la Academia Nacional de Ciencias.
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Una vez inducido el modelo MetS, los animales tratados con las respectivas dietas
(NCD y HCD) se subdividieron en los siguientes cuatro grupos experimentales: (1) NCD, (2)

AB 1-42 (Modelo EA), (3) HCD (Modelo MetS) y (4) HCD+ AB 1-42 (Modelo EA + MetS).

Tabla 1. Composicion nutrimental estimada de las dietas administradas.

Composicion porcentual Dieta NCD LabDiet 5012 MX/IE[;iZe(::3I-/I§:7377
Energia 3.95 Kcal/g 3.67 Kcal/g

Proteinas 23.2% 7.3%

Lipidos 10.8 % 5.8%

Carbohidratos 51.2% 71.4%

Glucosa 0.29 % 57.1%

Fructosa 0.34% 14.3%

Almidon 39.5% | e

Sucralosa 338% | e

El péptido AR 1-42 se obtuvo de Sigma-Aldrich (St Louis, Mo, EE. UU), que se disolvi6
en una solucidn salina (SS) fisioldgica a una concentracion de 5 mg/mL y se incubd a 37°C
durante 72 h para inducir la agregacion. Reportes han indicado que es el tiempo suficiente
para inducir oligomerizacion y causar el efecto neurotéxico. Para fines quirdrgicos, los
animales se anestesiaron con ketamina-xilazina (0.2 ml/100 g, ip) y se colocaron en un
aparato estereotaxico (Stoelting Co., Wood Dale, IL). Las coordenadas estereotaxicas para
producir una lesion bilateral en el hipocampo (Hp) (coordenadas: A: -4.3 mm desde el
bregma, L: -3 mm desde la linea media y V: -2.9 mm debajo de la duramadre) siguieron a
Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 2006).

43



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la apariciéon de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

Se administraron inyecciones de AR 1-42 o vehiculo (solucidn salina inyectable) (2
u/L) por lado durante 10 minutos con una jeringa Hamilton. Después de la cirugia, los
animales fueron devueltos a sus jaulas con libre acceso a comida (NCD o HCD) y agua
durante un mes mas (Administracion total de la dieta de 6 meses). Se les administrd

antibidtico (fluoroquinolona) diariamente durante 5 dias para recuperarse de la cirugia.

+ Zoometria.

Se realizd la evaluacion zoométrica, en donde se determinaron los siguientes

parametros una vez a la semana, por triplicado y obteniendo el promedio de:

Peso corporal: Se utilizd una balanza de marca VoLKéE® modelo SF-400 con
capacidad y precision de 5000 g x 1 g/ 177 oz x 0.1 oz y el peso se obtuvo en gramos. El

procedimiento se realizé segliin las recomendaciones de Cossio et al. (2010).

Talla (Longitud total): Para obtener la longitud total se utilizé una cinta métrica
antropométrica marca Lufkin modelo W606PM de acero flexible. El procedimiento se realizd
segln las recomendaciones de Cossio et al. (2010) tomando como puntos de referencia la

base de la cola a la punta de la nariz.

Perimetro abdominal: Se utilizd una cinta métrica antropométrica marca Lufkin
modelo W606PM de acero flexible. El procedimiento consiste en sujetar a la rata con el
método de pinzamiento, posteriormente se ubica la cinta métrica en la parte media del
abdomen o bien la mas voluminosa de la regiéon abdominal tomando como limites de
referencia la zona del diafragma (limite superior) y el pliegue de las piernas (limite inferior)

y ajustando la cinta métrica sin aplicar presion, se realiza la medicion.

Con los parametros zoométricos obtenidos se estimé la composicion corporal de un

modelo bicompartimental mediante:

44



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la apariciéon de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

indice de masa corporal (IMC): Evalud el peso del animal en relacién con su altura.

Se calculd mediante el indice de Quetelet (OMS, 2006): IMC = Peso / talla?.

Porcentaje de grasa corporal: Se calculé de acuerdo con el indice de Lee para
modelos murinos (Rogers y Webb, 1979): % grasa corporal: [((peso (g)) ©** / longitud

nasoanal (mm)) x 100].

Masa libre de grasa: Hace una estimacion de los componentes musculo y hueso. Se
determinara mediante la formula sugerida por Cossio et al. (2010): MLG =19.9 + (0.453*peso

corporal (g)) + (0.114*edad (dias)).

4+ Pruebas conductuales.

Posterior al tratamiento, se evaluaron las conductas de actividad motoray memoria
de reconocimiento y espacial por medio de la Prueba de reconocimiento de objetos
novedosos (NORT) y Laberinto Elevado en Cruz (LEC). Para ello cada uno de los grupos
experimentales se clasificé aleatoriamente en dos grupos, uno de 5 animales destinado
para la aplicacion de la prueba NORT y uno de 5 animales destinado para la prueba de LEC.

Las pruebas conductuales fueron aplicadas en un horario entre las 8:00 a 13:00 horas.

» Habituacion. Durante tres dias previos a la aplicacion de las pruebas conductuales,
se realizd una fase de habituacidn, la cual consistio en colocar a los animales durante 1 hora

en el cuarto de aplicacion de la prueba para lograr la adaptacion al sitio.

* Prueba de reconocimiento de objetos novedosos. La prueba se basa en la
tendencia de los animales a ocupar tiempo explorando objetos novedosos entre objetos

familiares (Flores et al. 2016). Constd de 4 fases (Figura 8):
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a) Adaptacion (Actividad motora): a los animales de manera individual se les permitié

explorar un campo abierto durante 5 minutos; posteriormente fueron colocados

nuevamente en su jaula.

b) Reconocimiento de objetos familiares: Se realiz 24 horas después de la adaptacion

y los animales fueron expuestos a dos objetos idénticos colocados en esquinas opuestas.
Se cuantifico el tiempo que los animales utilizaron para explorar cada objeto durante un

periodo de 5 minutos. Posteriormente fueron colocados nuevamente en su jaula.

¢) Reconocimiento de objetos novedosos (memoria a corto plazo): Posterior a un

periodo de familiarizacion de la fase anterior (dos horas), uno de los objetos familiares se

cambid por un objeto novedoso y se permitid la exploracién durante 5 minutos.

d) Reconocimiento de objetos novedosos (memoria a largo plazo): Se realizé 24 horas

posteriores a la fase anterior, donde el objeto novedoso fue remplazado por otro objeto
novedoso y se permitio la exploracion por 5 minutos. La prueba se llevé a cabo en una caja
negra de campo abierto (80 cm de ancho x 80 cm de largo x 80 cm de alto) y se consideraron
comportamientos de investigacion: la orientacion de la cabeza, el olfateo o alglin contacto
deliberado con alguno de los objetos a una distancia menor a 2 cm o al tocar algin objeto

con la nariz.

Se determiné el tiempo de exploracién de ambas fases: el reconocimiento de objetos
familiares y novedosos y posteriormente se calculé el indice de discriminacion (DI), el cual
expresa la diferencia en el tiempo de exploracion entre objetos familiares y novedosos y se
divide por la cantidad total de exploraciones de objetos novedosos y familiares: DI = (Tx -
Ty) / (Tx - Ty), donde Tx: tiempo de exploracion de objetos novedosos x y Ty tiempo de
exploracién de objetos familiares. Asi mismo se realizé el trazo de los recorridos realizados

por los animales en la fase de actividad motora.
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£ £ £ £
i i i

Actividad motora Reconocimiento de Memoria a corto Memoria a largo
objetos familiares plazo plazo

Figura 8. Fases de la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT). Fuente: Elaboracion propia.

* Prueba de laberinto elevado en cruz (LEC). Representa un modelo murino basado
en la libre exploracion y analiza un posible efecto de ansiedad ante un ambiente novedoso.
El laberinto presenta 4 brazos en forma de cruz elevados a una altura de 50 cm, dos brazos
cerrados con paredes de 40 cm de altura y dos brazos abiertos con bordes de 1 cm de altura
(Figura 9). Se colocé a la rata en la zona central del laberinto con la cabeza orientada hacia
uno de los brazos cerrados, permitiendo la libre exploracién durante 5 minutos y se registré
el movimiento del animal en el laberinto. Posterior a la prueba se determiné: el nimero de
entradas y salidas, el tiempo de permanenciay el tiempo de latencia en los brazos abiertos

y cerrados (TBAp = TBA/EBAy TBCp = TBC/EBC respectivamente).

BA

BA t

Laberinto elevado Permanencia en Permanencia en
en cruz brazo cerrado brazo abierto

Figura 9. Esquema representativo de la prueba de Laberinto Elevado en Cruz. Fuente: Elaboracion propia.
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+ Obtencion de muestras y Eutanasia:

Posterior a los 6 meses de administracion de la dieta y la inyeccidon del AR 1-42
respectivamente, se realiz6 la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG). Para ello, se
suspendid el alimento 4 horas antes de iniciar la prueba, transcurrido este tiempo se
administrd una carga de glucosa via oral de 1.75 g/kg de peso y se obtuvieron las muestras
sanguineas mediante puncion cardiaca a los 0, 30, 60 y 90 minutos posteriores a la
administracion. Se procedié a anestesia con pentobarbital sddico via intraperitoneal (10
mg/kg de peso) y se obtuvieron muestras sanguineas por puncion cardiaca para las

determinaciones de los parametros bioquimicos caracteristicos del MetS.

+ Determinaciones Bioquimicas.

Se determinaron las concentraciones séricas de glucosa, insulina, curva de
tolerancia a la glucosa, triglicéridos, colesterol, lipidos totales, lipoproteinas séricas (LDL-C,
HDL-C y VLDL-C) y acidos grasos libres. Todas las determinaciones colorimétricas se
realizaron mediante los kits de reactivos comerciales de Spinreact con un analizador

automatico AutoKem.

= Determinacion de la concentracion de triglicéridos. La concentracién de
triglicéridos se midié por quimica liquida. Corresponde a una reaccién en la cual los
triglicéridos se hidratan mediante una lipasa y se obtiene glicerol y acidos grasos libres. El
glicerol reacciona con ATP, reaccion mediada por la enzima glicerol cinasa, resultando
glicerol-3-fosfato y ADP. El glicerol-3-fosfato se oxida mediado por G-3-P-oxidasa, y se
obtienen como productos dihidroxiacetona-P y peroxido de hidrégeno, el cual reacciona
con 4-aminoantipirina y 4 clorofenol. Obteniéndose una reaccion coloreada de

quinonaimina que es medida a una longitud de onda de 505 nm.
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Lipasa
Triglicéridos >

Glicerol + Acidos grasos

Glicerol cinasa
Glicerol + ATP

L 4

Glicerol-1-fosfato + ADP

Glicerol fosfato oxidasa

Glicerol-1-fosfato + Oz Dihidroxiacetonafosfato + H202

L J

Peroxidasa
H:0: + 4 AF + pClorofenol

L

Quinona + H;O

= Determinacion de la concentracion de Glucosa. La glucosa presente en la

muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Glucosa
Glucosa + ¥ Oz * H20

Glucénico + H:0;

Peroxidasa

2 Hz0:2 + 4 Aminoantipirina + Fenol »  Quinonaimina + 4 H:0

= Determinacion de la concentracion de Colesterol. El colesterol presente en la

muestra origina un compuesto coloreado segun la siguiente reaccion:

Colesterol esterasa
Colesterol esterificado + H:0

v

Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidas:z
Colesterol + Oz olesterol oxidasa

¥

4-Colestenona + H2O-

. - Peroxidasa
2 H:0: + 4 Aminoantipirina + Fenol - Quinonaimina + 4 H:0

= Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante. El colesterol de las
proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y los quilomicrones es
hidrolizado por una colesterol oxidasa mediante una reacciéon enzimatica acelerada no
formadora de color. El detergente presente en el reactivo solubiliza el colesterol de las

lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la muestra.
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El colesterol de HDL se cuantifica espectrofotométricamente mediante las
reacciones acopladas descritas a continuacion: El colesterol esterificado se hidrata
mediante una colesterol esterasa, dando como resultado colesterol y acidos grasos libres,
el colesterol resultante sufre una semioxidacion e hidratacion por una colesterol oxidasa,
dando como resultado colestenonay perdxido de hidrogeno, este se acopla a una reaccién
coordinada por peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solucién buffer DSBmT
obteniéndose como producto final la quinonaimina, el cual presenta color y es detectado

por espectrofotometria a una longitud de onda de 505 nm.

= Determinacion del Colesterol LDL. La determinacidn directa del LDL-C (colesterol
de lipoproteinas de baja densidad) se realiza en dos pasos. La intensidad del color formado
es proporcional a la concentracion de LDL-c presente en la muestra analizada.

1) Eliminacion de lipoproteinas no LDL.

Colesterol esterasa )
Esteres de colesterol »  Colesterol + Acidos grasos

. Colesterol oxidasa
Colesterol + Oz >

4-Colestenona + H20:

2 1,0, Catalasa

> 2H:20 + O2

2) Medicion de LDL-C.

Colesterol esterasa

Esteres de colesterol Colesterol + Acidos grasos

L J

Colesterol + O Colesterol oxidasa

4-Colestenona + H20:

L J

POD

2 H:02 + TOOS + 4-AA Quinoniamina + 4H,0

L J
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= Determinacion de acidos grasos libres. La extraccion de los acidos grasos libres
de suero se realiza mediante el empleo de un solvente no polar como el cloroformo,
eliminando la interferencia de la bilirrubina por desarrollar el color final con acido oxalico
bis-(cyclohexylidenehydrazide) (“Cuprizone”) y midiendo la absorbancia a 620 nm, una

parte del espectro donde la bilirrubina no se absorbe (Soloni F., 1993).

= Determinacion de la concentracion de insulina. Fue determinada por la técnica
de ELISA de tipo sandwich. Lainmovilizacién ocurre en la superficie del pozo del microplato
durante la interaccion de la estreptavidina con el anticuerpo de insulina monoclonal
biotinilado agregado. Una vez mezclado, el anticuerpo de enzima etiquetada con un suero
que contiene el antigeno nativo resulta en una reaccién sin competencia entre el antigeno
nativo y los anticuerpos para formar un complejo de sandwich soluble. Simultaneamente,
el complejo es depositado en el pozo a través de la reaccion de alta afinidad de
estreptavidina y el anticuerpo biotinilado. Posterior al obtener el equilibrio la fraccién del

anticuerpo unido es separado del antigeno desatado por decantacion o aspiracion.

La actividad enzimatica en la fraccion del anticuerpo limite es directamente
proporcional a la concentracion nativa del antigeno. Utilizando diversas referencias del
suero de los valores sabidos del antigeno, una curva de reaccion a cierta dosis puede ser
generada. Las concentraciones de insulina se obtuvieron de una curva estandar con un
rango de 0-20 pU/ml. El area bajo la curva de glucosa e insulina (AUC) se calculé usando el
método trapezoidal (Pittier et al 2002; Purves 1992). Los indices HOMA-IR y HOMA-S se

calcularon segin los modelos matematicos utilizados por Trevifio et al., 2015.

4+ Obtencion de muestras.

Posterior a la eutanasia, los animales fueron decapitados y sus cerebros se trataron para:
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1) Pruebas histologicas.

Posterior a la anestesia, se realizé una perfusion intracardiaca con 200 mL de
solucién Hartman y 100 mL de paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron extraidos y
fijados en paraformaldehido al 4% por 2 semanas, posteriormente se realizd la
deshidratacion e inclusion en parafina. Se obtuvieron cortes coronales de 5 um de grosor
de cada cerebro al nivel del area temporal media (aproximadamente -4.52 a -3.6 mm del
bregma). Todos los analisis histoldgicos se realizaron en hipocampo regién CA1, CA3 y GD

(Figura 10).

Bregma: -4.52 mm a -3.6 mm

CAl CA3 Giro dentado

Figura 10. Representacion de region coronal de hipocampo ventral y ubicacion de CA1, CA3y GD. Fuente:
Elaboracion propia a partir de Paxinos & Watson 2006.

4+ Inmunohistoquimica.

La parafina fue removida de los cortes realizados y se procedid a la rehidratacion de
acuerdo con las técnicas histologicas convencionales establecidas por Diaz et al., 2014. Las
muestras se enjuagaron con buffer de fosfatos y los sitios de uniéon no especifico se
bloquearon mediante incubacién con albdmina de suero bovino libres de 1gG al 2% (BSA,
Sigma). Posteriormente las muestras se incubaron durante 10 minutos con 0.2% de Triton

X-100 en PBS a temperatura ambiente y los portaobjetos se enjuagaron con PBS.
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Las muestras se incubaron con los siguientes anticuerpos durante toda la noche a 4-
8°C (dilucién de 1:100) para evaluar marcadores de la via molecular de la insulina (Insulin:

Abcam (7843); Insulin R-a [N-20] Santa Cruz (710); Anti-Insulin Receptor [Phospho Tirosina]

Abcam; GSK3@ Santa Cruz (5298); p- GSK3@ Santa Cruz (3907)), marcadores

histopatoldgicos de Alzheimer (APP_total: Cell Signalling (2452); APP-p Thr 668: Cell
Signalling (D90B8); Tau total: Santa Cruz Biotechnology (SC-32275); Tau-p Ser 404: Santa
Cruz Biotechnology (SC-12952); Tau-p Ser 396: Santa Cruz Biotechnology (SC-1995); Tau-p
Ser 262: Santa Cruz Biotechnology)) y marcadores de inflamacién (GFAP: Cell Signalling
(3670S); CD16: Santa Cruz Biotechnology (SC-20052) y CD206: Santa Cruz Biotechnology
(SC-376108).

Para las inmunofluorescencias de doble marca, posterior a la incubacion con el
anticuerpo primario se realizé un lavado triple con buffer de fosfatos para remover el
anticuerpo que no interactué con su antigeno y se incubd con el anticuerpo secundario
conjugado con fluoréforo Alexa Fluor 488 (Jackson Immunoresearch) o Rodamina (a una
concentracion de 1:300) durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizé un lavado triple con buffer de fosfatos para remover el anticuerpo que no interactud
con el anticuerpo primario y se procedié al montaje utilizando un medio de montaje con

DAPI, Vectashield H-1500 de Vector®.

Para las inmunofluorescencias de triple marca, posterior a la incubacion con el
anticuerpo primario se realizé un lavado triple con buffer de fosfatos para remover el
anticuerpo que no interactud con su antigeno y se incubé con el anticuerpo secundario
conjugado con fluoréforo Alexa Fluor 488 (Jackson Immunoresearch) o Rodamina (a una

concentracion de 1:300) durante dos horas a temperatura ambiente.
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Posteriormente se realizé un lavado triple con buffer de fosfatos para remover el
anticuerpo que nointeractud con el anticuerpo primario y se procedio con laincubacién del
segundo anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C, posteriormente se realizdé un
lavado triple con buffer de fosfatos y se incubd con el segundo anticuerpo secundario
durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado triple con
buffer de fosfatos para remover el anticuerpo que no interactud con el anticuerpo primario
y se procedié al montaje utilizando un medio de montaje con DAPI, Vectashield H-1500 de

Vector®.

Las neuronas inmunotefiidas de hipocampo (CA1, CA3 y GD) se observaron a través
de un microscopio fluorescente Leica Microsystem. Se cuantifico el nimero de células
totales y las células inmunorreactivas y se calculd y reportd el indice células
reactivas/células totales de cada zona hipocampal analizada de los cuatro grupos

experimentales.
+ Hematoxilina y Eosina.

Para identificar la morfologia de las células hipocampales, la parafina fue removida de los
cortes y se procedid a la rehidratacion de los tejidos segln la técnica de Diaz et al. 2014.
Posteriormente se realizo la tincidn con hematoxilina y eosina y seguido se deshidrataron
los tejidos para realizar el montaje. Las neuronas tefidas de hipocampo (CA1, CA3 y GD) se

observaron a través de un microscopio Leica Microsystem.

Se cuantificd el nimero de células totalesy las células no viables, posteriormente se calculd
y reportd el indice células no viables/células totales de cada zona hipocampal analizada de

los cuatro grupos experimentales.
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+ Aminocuprica de plata.

La técnica aminocUprica de plata, se realizdé de acuerdo con los protocolos propuestos y
modificados por Olmos et al.,1994. La técnica permitio identificar estructuras agregadas o
degeneradas por medio de la precipitacion de plata. El procedimiento consistié en que los
tejidos adheridos a los portaobjetos se sometieron a desparafinado con xilol y fueron
rehidratados con alcoholes graduales hasta llegar al agua destilada. Los tejidos se
colocaron en una solucion pre-impregnante de plata durante toda la noche, previamente
calentada a 48°C y posteriormente se lavaron en acetona por 60 segundos, se colocaron en
una solucién imprégnate de plata por 25 minutos y sin lavarlos, se colocaron en una
solucion reductora de formalina y acido citrico calentada a 32°C durante 3 minutos. Los
tejidos fueron lavados con agua destilada para después ser colocados en una solucién de
tiosulfato de sodio por 60 segundos. Posteriormente los tejidos fueron lavados y tefiidos
con hematoxilina por 10 minutos. Finalmente, los tejidos se lavaron para ser deshidratados
con alcoholes graduales, aclarados en xilol y se montaron con resina hidrofobica poly-
mount (Polysciences, EUA). Las neuronas impregnadas de hipocampo (CA1, CA3 y GD) se

observaron a través de un microscopio Leica Microsystem.
2) Pruebas bioquimicas.

Posterior a la eutanasia, los animales fueron decapitados, los cerebros fueron
inmediatamente extraidos y se siguid el protocolo de Trevifio et al., 2015: se lavaron en
solucidn salina isotdnica en frio. El hipocampo fue disectado y homogeneizado en 800 pL
de 0.1M de PBS en frio a pH 7.4. El homogenado se centrifugd a 12,500 rpm a 4°C. El
sobrenadante obtenido se almacendé a -70°C. El sobrenadante se utilizd para la
cuantificacion de proteinas tisulares, la medicion de AR 1-42, insulinay enzima degradadora

deinsulina.
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4+ Cuantificacion de proteinas.
Se cuantificd la concentracion de proteinas tisulares por el método de Bradford, el cual se
fundamenta en la formacién de un compuesto de adsorcion de color azul intenso cuando
los grupos anidnicos del colorante Coomassie Brillant Blue G-250 interaccionan con los
grupos amino de las proteinas de la muestra. Se permite la interaccion de la muestra, con
H,O y el reactivo de Bradford (colorante Coomasie, metanol, acido fosforico y agua
desionizada), permitiendo la reaccion. Posteriormente se realiza la lectura a una longitud

de onda de 595 nm.

4+ ELISA parainsulina.

Los niveles de insulina cerebral fueron determinados mediante inmunoensayo ELISA
tipo sandwich, utilizando el kit Insulin ELISA (ME E-0900) de Labor Diagnostika Nord. El
fundamento de la técnica consiste en lo siguiente, los pozos de la placa se encuentran
recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido a un sitio antigénico Unico en la
molécula de insulina. Se incuba la muestra que contiene insulina en el pozo con el
conjugado enzimatico (anticuerpo anti-insulina conjugado con biotina). Posterior a la
incubacidn, el conjugado no unido se elimina por lavado. En un segundo paso de
incubacién, el complejo enzimatico estreptavidina peroxidasa se une al complejo
anticuerpo-biotina. La cantidad de complejo HRP unido es proporcional a la concentracion
deinsulina en la muestra. Una vez afiadida la solucion de sustrato, la intensidad de color es
proporcional a la concentracidn de insulina en la muestra. Se determind la absorbancia de

las muestras en un espectrofotometro a 450 nm.

+ ELISA paraAB 1-42.
Los niveles de AR 1-42 cerebral fueron determinados mediante inmunoensayo ELISA
tipo sandwich, utilizando el kit Rat AR 1-42 (Amyloid Beta 1-42 NBP2-69916) de Novus

Biologicals.
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El fundamento de la técnica consiste en que los pozos de la placa se encuentran
recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido a un sitio antigénico Unico en Rat AB1-
42. Las muestras se agregaron a los pozos de la placa micro ELISA 'y se combinaron con el
anticuerpo especifico. Un anticuerpo de deteccién biotinilado especifico para Rat AB1-42 y
Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) conjugado se afadieron sucesivamente a la
microplaca y se incubaron. Se afiadid solucion de sustrato y aquellos pozos que contienen
Rat AB1-42, anticuerpo de deteccion biotinilado y el conjugado de avidina-HRP aparecieron
de color azul. La reaccidon enzima-sustrato se termind con la adicion de la solucidn de paro.
La densidad dptica (DO) se midi6 espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450
nandmetros + 2 nandmetros. El valor de OD es proporcional a la concentracion de Rat AB1-

42,
+ ELISA para enzima degradadora de insulina (EDI).

Se coloco 100 uL de la solucidn fijadora en cada uno de los pozos de la placa de ELISA,
posteriormente se agregd 5 uL de muestra en los pozos dejandola incubar por 1 hora.
Terminado el tiempo de incubacion se retird el liquido residual y se bloqueé la reaccion con
300 pL de BSA 1X durante 15 minutos. Se agrego 100 pL de la solucidn fijadora 'y 100 uL del
anticuerpo primario (Anti-Insulin Degrading Enzyme: Millipore (AB9210)) utilizando una

dilucién 1/500 y se dejo incubar durante 1 hora.

Posterior a laincubacion se lavé la placay se afiadié 100 uL del anticuerpo secundario (anti-
rabbit IgG: dilucion 1/5000) y se dejé incubar por 1 hora. Una vez terminado el tiempo de
incubacidn se lavd la placa. Se afiadié 100 uL del sustrato de la peroxidasa (ABTS) dejando
incubar 1 hora hasta la formacidn de un color azul-verde. Una vez que la reaccion se llevo a
cabo y se observo la presencia de color azul-verde, se agreg6 100 uL de la solucion de paro
para peroxidasas con la finalidad de detener la reaccion y por lo tanto la formacion de color.

Las muestras fueron leidas a 450nm.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con ayuda del programa Graphpad Prism version 7.0. Los
resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media (SEM) para todos
los experimentos. El analisis estadistico de los datos de zoometria, parametros bioquimicos
en suero y los indices HOMA se analizaron mediante una prueba de rangos con Wilcoxon y
el nivel de significancia se establecié en p<0.05. Mientras tanto, los niveles de AR 1-42,
insulina, enzima degradadora de insulina, el indice de viabilidad y el indice de
inmunorreactividad se analizaron mediante una prueba ANOVA de una o dos vias segln el

caso y seguido por la prueba de Tukey, donde p=<0.05 fue considerado significativo.
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9. RESULTADOS

El MetS es una entidad clinica caracterizada por anormalidades clinicas y
bioquimicas asociadas a alteraciones metabdlicas, como obesidad abdominal,
resistencia a la insulinay dislipidemia aterogénica (Gluvic et al., 2016a; Samson & Garber,
2014). Su origen es multifactorial, sin embargo, la ingesta crénica de dietas hiperglicidas
o de baja calidad se ha identificado como un factor etioldgico importante para su
desarrollo (Angelico et al., 2023; Babio et al., 2012; Harrison et al., 2020; Julibert et al.,
2019; Lutsey et al., 2008; Paydar & Johnson, 2020; Willems et al., 2021).

En los Ultimos afios, se ha propuesto una asociacion entre las ECDiD tales como el
MetS, con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Doust et al., 2022; Fuentes
etal., 2023; Kullmann et al., 2016; R. Lu et al., 2021; Michailidis et al., 2022; Nguyen et al.,
2020). La EA es la forma mas comun de demencia y representa un trastorno
neurodegenerativo asociado con una disminucion progresiva de las funciones cognitivas
y cambios en la personalidad que afectan la calidad de vida de quien padece la

enfermedad (Hampel et al., 2021; Lane et al., 2018).

Si bien, los mecanismos patogénicos que relacionan ambas entidades clinicas alin
no han sido descritos detalladamente, se propone que algunos de los factores asociados
son un incremento en el estrés oxidativo, una respuesta inflamatoria exacerbada,
resistencia a la insulina cerebral, alteraciones del metabolismo del colesterol, deterioro
en vias moleculares de hidratos de carbono y lipidos, entre otros (Akhtar & Sah, 2020a;
Cai et al., 2022; Dewanjee et al., 2022; Engel et al., 2006; Imahori & Uchida, 1997a; Khan et
al., 2020; V. Liu et al., 2008; Michailidis et al., 2022; Seaman, 2002; Spolcova et al., 2014;
Tian et al., 2023a; Twarowski & Herbet, 2023).
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Adicionalmente se sugiere que, como consecuencia a las alteraciones
metabdlicas, existe un deterioro en la estructura y funcién de neuronas localizadas en el
sistema reptiliano y limbico (principalmente hipocampo), una disminucién en la
arborizacion dendritica, un deterioro en el aprendizaje y memoria y un incremento en el
estado de estrés y ansiedad (Al-Onaizi et al., 2024; Cen et al., 2024; McNay & Pearson-
Leary, 2020; Spolcova et al., 2014).

Desde 1998, se han propuesto diversas definiciones clinicas para el MetS, dentro
de las cuales las mas aceptadas son del grupo europeo para el estudio de la resistencia a
lainsulina (EGIR) y el panel estadounidense para el tratamiento de adultos del programa

nacional de educacion sobre el colesterol (ATPIII) (Ascaso et al., 2006).

Los criterios diagndsticos para MetS en el humano comprenden hipertension
arterial, dislipidemias, perimetro abdominal elevado, hiperglucemia, hiperalbuminemia
y/o resistencia a la insulina (Zimmet et al., 2005). Diversos grupos de expertos han
considerado a la obesidad central (evaluada a través del perimetro abdominal), como un
criterio principal para el diagndstico de MetS debido a su alta correlacion con resistencia

alainsulina (Pouliot et al., 1994).

Adicionalmente, Verhaar et al. 2020, reportaron una relacion estrecha entre la
composicion corporal de pacientes con EAy la gravedad de la enfermedad. A través del
proyecto NUDAD, evaluaron la asociacion entre el estado nutricional, el funcionamiento
cognitivo y factores de riesgo cardiovascular a 412 pacientes. Los resultados mostraron
que el IMC, la masa grasa y el indice de masa libre de grasa mas bajos se asociaron con
puntuaciones mas altas de atrofia temporal medial. Asi mismo, un IMC, una masa grasa y
una circunferencia de cintura mas bajos se asociaron con un mayor nimero de

microhemorragias (Verhaar et al., 2020).
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Por tal motivo, debido a la estrecha relacion reportada entre MetS y EA con la
composicion corporal y la gravedad de la enfermedad, decidimos realizar el analisis

zoométrico de las ratas posterior a la induccion del MetS y la inyeccidon de AR1-42.
9.1 ANALISIS ZOOMETRICO.

Los resultados de la composicion corporal (Figura 11y Tabla 2) mostraron que el

grupo HCD no presentd diferencias significativas en el peso corporal y el IMC respecto al
grupo control, sin embargo, se observé un aumento significativo del porcentaje de grasa
corporal total (412%, p=0.01) y el perimetro abdominal (+9%, p=0.02) acompariado de

una disminucidn significativa de la masa libre de grasa (+7.2%, p=0.03).

Por otra parte, los animales del grupo AP1-42 a pesar de presentar una
disminucion del peso corporal respecto al grupo control, la diferencia no fue significativa,

asi mismo, no se observaron diferencias en la composicién corporal.

Al analizar la composicion corporal del grupo HCD+AB1-42 respecto al grupo
control, se observd que los parametros basicos zoométricos no presentaron diferencias
significativas, sin embargo, hubo un incremento del porcentaje de grasa corporal total
(48%, p=0.05) acompaiiado de una disminucién de la masa libre de grasa (v+10.4%,

p=0.01).

Finalmente, se observé que el grupo HCD presenta un incremento significativo del
peso corporal (#22.5%, p=0.01), perimetro abdominal (#12.3%, p=0.001) y grasa
corporal total (412%, p=0.01) respecto al grupo AR1-42, adicionalmente se identificé una

disminucion significativa de la masa libre de grasa (+7.1%, p=0.03).
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Figura 11. Composicion corporal. A) Porcentaje de grasa corporal total B) Masa libre de grasa. Los
datos presentados son la media de los valores + el EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron
por la prueba ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa a P <0.05 respecto al
grupo NCD y A respecto al grupo HCD.

9.2 ANALISIS BIOQUIMICO.

Es bien conocido que la presencia de resistencia a la insulina (marcador clasico
del MetS) conduce a unaincapacidad celular para cumplir con las demandas energéticas,
lo que favorece el desvio en rutas metabdlicas tisulares (Armani et al., 2017; Gluvic et al.,

2016a; S. Guo, 2014).

La fisiopatologia relacionada se basa en que, al perpetuarse la hipertrofia del
tejido adiposo con su consecuente deterioro en el comportamiento metabdlico, favorece
un incremento del flujo de acidos grasos libres, que en conjunto con la presencia de
factores proinflamatorios conducen al desarrollo de resistencia a la insulina sistémica

(Armani et al., 2017; Izquierdo et al., 2019; Saltiel & Olefsky, 2017).

A su vez, esto favorece una alteracion en las vias moleculares asociadas con el
metabolismo y aclaramiento de lipidos, lo que instiga el desarrollo de dislipidemias 'y por
tanto un mayor riesgo cardiovascular (Gilani et al., 2024; Longo et al., 2019; Unamuno et

al., 2018).
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Ademas, evidencia reciente ha mostrado que la EA se caracteriza por una
desregulacion de la respuesta inflamatoria ante el dafio celular inducido por depdsitos
amiloideos y NFT “s (Hampel et al., 2021; Lane et al., 2018). Diversos autores proponen
que la comunicacién inmunolégica central y periférica representa uno de los factores
principalmente asociados con el comportamiento metabdlico periférico del paciente con

EA (Bettcher et al., 2021).

En conjunto, se ha reportado un vinculo estrecho entre el desequilibrio oxidativo
en el sistema nervioso central ocasionado por la neurodegeneracion propia de la EA con
una disrupcion de procesos metabdlicos, tales como una glucdlisis disfuncional,
alteracion en la regulacion de calcio y en el metabolismo de lipidos, deterioro en el

metabolismo mitocondrial y desregulacion de la via mTOR (Rummel & Butterfield, 2022).

Como consecuencia los pacientes con EA presentan un alto riesgo de desarrollar
resistencia a la insulina, dislipidemia e inflamacioén crénica de bajo grado. Por este

motivo, decidimos realizar el analisis bioquimico de las ratas posterior a la induccion del

MetSy la inyeccion de AB1-42 (Tabla 2 y Figura 12).

Nuestros resultados del perfil lipidico mostraron que los animales expuestos a
dieta HCD presentaron un incremento significativo respecto al grupo control, de las
concentraciones séricas de triglicéridos (+48%, p=0.02), VLDL-C (+48%, p=0.01) y LDL-C
(481%, p=0.005), acompaiiados de una disminucion de HDL-C (¢52%, p=0.02).
Adicionalmente, los animales mostraron un aumento significativo de las concentraciones
de glucosa (#63%, p=0.000) e insulina (496%, p=0.000) en ayuno, asi como del indice
HOMA-IR (4222%, p=0.000) acompafiado de una disminucién del indice HOMA-S (¥31%,
p=0.000).
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Tabla 2: Parametros zoométricos y bioquimicos para definir el MetS

Parametro Ap 1-42 HCD +AB 1-42
Peso (g) 426+22.3 490+18.9 400.4 +19.1° 450.6 +24.7
Talla (cm) 15.38 +0.41 15.85 +0.41 14.97 +0.33 15.43+0.39
IMC (Kg/m2) 18.93+0.31 19.67 +0.43 18.01 +0.38 19.01+0.36
PA (cm) 15.6+0.30 17.09 +0.44* 15.21+0.24° 15.70+0.33"
GCT (%) 45.18+0.28 46.65 + 1.09* 45.52+0.26 46.07 + 0.64*
MLG (g) 244.7+4.54 248.8 +5.13* 242.2 +2.40 242.1+6.8*
Perfil lipidico (mg/dL)
Triglicéridos | 73.93+2.17 109.6 +3.34 73.4+3.02 1154228
AGL 2.36+0.08 5.26+0.16 5.86+0.18 11.87+2.61
Colesterol 108.9 +3.11 103.1+3.16 77.93 + 4.56* 85 +2.51*
total
VLDL-C 14.8+0.50 21.97+0.66* 16.30 +0.68" 19.33+1.95
LDL-C 25.87 + 4.60 47.03 + 1.43* 27.43+1.145 27.70 + 3.16
HDL-C 65.3+6.47 34.07+1.02* 34.17 + 4.45* 37.87+6.02*
Perfil de Carbohidratos
ayil::‘(’::;:” 94+2 08 153.3+9.38* 86.67 + 6.69° 129 +3.21*
a;::‘;l'(:i‘j;l) 9.43+0.48 18.57 +0.52* 12.22 +0.60° 18.10 +0.76*
HOMA-IR 0.36+0.02 1.16 +0.04* 0.43 +0.04? 0.95+ 0.04**
HOMA-S% 275.8 + 15.86 85.8+3.21* 234+23.3" 104.6+5.17*
HOMA-B% 32.6+1.84 40.5+ 4.08 47.7+4.0* 47.08+2.57*

Los datos presentados representan la media de los valores medidos *

EEM. Las

comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba ANOVA de dos vias post hoc Tukey.
(*) Indica diferencia significativa a P<0.05 respecto al grupo NCD y (*) respecto al grupo HCD.
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Por otra parte, los animales del grupo AB1-42 interesantemente mostraron una
disminucion significativa de la concentracion sérica de colesterol total (471%, p=0.003)
y de HDL-C (¥52%, p=0.02). Ademas, se observé un aumento en el indice HOMA-B (+46%,
p=0.01).

Al analizar el comportamiento cuando ambas condiciones clinicas se encuentran
presentes (grupo HCD+AP1-42), se observé un incremento respecto al grupo NCD en las
concentraciones de triglicéridos (#55%, p=0.01), glucosa (#37%, p=0.004), insulina
(491%, p=0.0001), indice HOMA-IR (#163%, p=0.0001) y HOMA-B (148%, p=0.01),
acompafiado de una disminucidon de colesterol total (¥78%, p=0.01), HDL-C (458%,

p=0.04) y indice HOMA-S (¥37%, p=0.0001).

Finalmente se observd que los animales con MetS presentaron un aumento
significativo respecto al grupo AB1-42 de las concentraciones de colesterol total, VLDL-C,
LDL-C, glucosa, insulina y HOMA-IR (+32%, p=0.01; +34%, p=0.04; +71%, p=0.0001;
+76%, p=0.001; 451%, p=0.01; 4169%, p=<0.0001 respectivamente).
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Figura 12. Curvas de tolerancia a la glucosa y su respuesta de insulina. A) Concentracion de glucosa
plasmatica de 0-90 minutos en respuesta a una TOG de 1.75 g/kg. B) Concentracion de insulina plasmdtica
de 0-90 minutos en respuesta a una TOG de 1.75 g/kg. Los datos presentados son la media de los valores + el
EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba ANOVA de una via post-test Tukey. (*)
Indica diferencia sianificativa P (<0.05).
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9.3 IDENTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE INSULINA CEREBRAL.

Como previamente se comentd, uno de los mecanismos asociados con la
patogénesis de la EA es la resistencia a la insulina. Diversos autores han relacionado las
concentraciones elevadas de insulina con un incremento en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas, como lo es la EA (Akhtar & Sah, 2020a; Cole &
Frautschy, 2007; Craft, 2005; Craft et al., 2003; De Felice et al., 2014; Dewanjee et al., 2022;
Doust et al., 2022; A. B. Kim & Arvanitakis, 2023b; Kullmann et al., 2016; R. Lu et al., 2021;
Sedzikowska & Szablewski, 2021). Por este motivo, decidimos identificar cémo se
encontraban las concentraciones de insulina a nivel hipocampal en los tres grupos de

estudio por medio de la cuantificacion por la técnica ELISA.

Los resultados mostraron (Figura 13) un aumento significativo en la
concentracion de insulina hipocampal en los tres grupos experimentales respecto al
grupo control: HCD (1248%, p=<0.0001), AR 1-42 (495%, p=<0.0001) y HCD+AR1-42
(4309%, p=<0.0001). Por otra parte, al comparar al grupo HCD respecto al AB1-42, se
observé un incremento significativo de la concentracion en el modelo MetS (+78%,
p=<0.0001). Finalmente, al comparar el grupo HCD+AP1-42, se observd un incremento
significativo respecto al grupo HCD (#17%, p=0.001) y el grupo AP1-42 (+110%,
p=<0.0001).
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Figura 13. Cuantificacion de Insulina en hipocampo. Se muestran las concentraciones de insulina en
hipocampo. Los datos presentados son la media de los valores + el EEM. Las comparaciones entre
grupos se realizaron por la prueba ANOVA de dos vias post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa
P (<0.05) respecto al grupo NCD, (#) respecto al grupo HCD y (") respecto al grupo A8 1-42.
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9.4 ANALISIS HISTOLOGICO DE LA ViA DE SENALIZACION DE INSULINA EN
HIPOCAMPO.

Como se menciond previamente, en condiciones fisiologicas la insulina
circundante alcanza su tejido blanco mediante la interaccion con su receptor, lo que
favorece un cambio conformacional y la autofosforilacion de residuos de tirosina que
actian como sitios de acoplamiento para efectores del receptor, de esta manera la
transmision de la sefializacion molecular intracitosélica hacia el ntcleo favoreciendo asi
las funciones metabdlicas y promotoras de crecimiento de la insulina (Bastarrachea,
2005; Font de Mora Sainz & Burks, 2001; Heras SD, 2009; Reyes Olivares A. & Plancarte
Arellano A., 2008; Sanchez-Zufiiga et al., 2020).

En condiciones patoldgicas, como Obesidad o MetS se han identificado
alteraciones en la expresion, sintesis y activacion del receptor de la insulina en 6rganos
sensibles a insulina (higado, mlsculo esquelético y tejido adiposo) y se ha propuesto que
dicho comportamiento se puede replicar a nivel cerebral (S. Guo, 2014; A. B. Kim &

Arvanitakis, 2023b; McNay & Pearson-Leary, 2020; Sedzikowska & Szablewski, 2021).

En estudios realizados previamente por nuestro equipo de investigacion,
identificamos que ratas expuestas por 3 meses a dietas hiperglicidas, hiperlipidicas y
mixtas, presentaron un aumento de la inmunorreactividad del receptor de la insulina en
nucleos cerebrales como hipotalamo, hipocampo y corteza frontal y temporal (Fuentes

et al., 2023).

Por este motivo, con el objetivo de identificar la actividad del receptor de la
insulina decidimos analizar la colocalizacion de la hormona con su receptor y
posteriormente identificamos la activacion del receptor mediante el analisis de

inmunorreactividad del receptor fosforilado en tirosina.
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Los resultados del analisis cualitativo (Figura 14 A) mostraron un incremento de
las células inmunorreactivas en las tres regiones hipocampales (CA1, CA3y GD) del grupo
con MetS respecto al grupo control, sin embargo, al analizar al grupo HCD+AB 1-42 se
observé una disminucion de la inmunorreactividad en las tres regiones hipocampales

respecto al grupo control.

Al realizar el andlisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de
receptor de insulina total, se observd que el grupo HCD presenté un incremento
significativo del indice en las tres regiones cerebrales al ser comparado con el grupo
control (CA1 £200%), (CA3 4176%) y (GD4+171%). Mientras que el grupo HCD+AB 1-42

mostré una disminucion significativa del indice en las regiones CA1 (- 32.4%) y GD (- 44%).

El analisis cualitativo de lainmunorreactividad del receptor de insulina fosforilado
en tirosina (Figura 14 B) mostrd una disminucion de las células inmunorreactivas en las
tres regiones hipocampales para los grupos con MetS y HCD+A[3 1-42 respecto al grupo
control. Al realizar el andlisis semicuantitativo, se observé que ambos grupos HCD y
HCD+AR 1-42 presentaron una disminucidn significativa del indice en las tres regiones
cerebrales al ser comparado con el grupo control: Grupo HCD (CAl ¥39.7%), (CA3

+62.8%) y (GD$75.6%); Grupo HCD+AP 1-42 (CA1 +16.4%), (CA3 +20.5%) y (GD +46.3%).
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Figura 14. Inmunorreactividad de Insulina, Receptor de insulina total y fosforilado.
Fotomicrografias representativas del hipocampo (CA1, CA3, GD) con marca de A) Insulina en verde,
Receptor de insulina en rojo y DAPI en azul y B) Receptor de insulina fosforilado en tirosina en rojo y
DAPI en azul de Grupo control (NCD), Grupo A8 1-42; Dieta hipergliicida (HCD) y Dieta hiperglicida +
AB (HCD+AB 1-42). indice células inmunorreactivas y células totales de receptor de insulina fosforilado
entirosina en CA1 (C), CA3 (D) y GD (E) respectivamente. Las comparaciones entre grupos se realizaron
por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa p<0.05 respecto al grupo NCD.



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicion de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

En los Gltimos afios diversos autores sugieren que la fosforilacion y activacion de
la proteina GSK3p es considerado un actor clave en la fisiopatologia de la EA, al favorecer
la fosforilacion de la proteina tau, la produccion de péptido B-amiloide y por
consecuencia la alteracion en neurogénesis y en la funcion sinaptica (Hooper et al., 2008;

Lauretti et al., 2020; Sayas & Avila, 2021).

Estudios han reportado que, en cerebros de pacientes con EA, GSK3[3 se encuentra
altamente activa, ademas se ha observado que la desregulacion de esta cinasa afecta el
metabolismo del péptido B-amiloide y de tau. Por este motivo el siguiente objetivo fue
evaluar la inmunorreactividad de GSK3 total y fosforilada (forma activa de la proteina)

a nivel hipocampal y su relaciéon con la hiperfosforilacion de tau.

Los resultados del andlisis cualitativo de la proteina GSK3 total (Figura 15 A),
muestran que los animales con sindrome metabdlico (grupo HCD) presentan mayor
inmunorreactividad en las regiones CAl, CA3 y GD hipocampal comparado con el grupo
control, siendo similar a lainmunorreactividad presentada por el grupo AR 1-42, ademas
se observo que cuando ambas condiciones estan presentes de manera simultanea la
inmunorreactividad total aumenta comparado con las condiciones clinicas presentes de

manera aislada.

Al realizar el analisis semicuantitativo (Figura 15 C, D y E), se observd que los tres
grupos experimentales mostraron un aumento significativo del indice de
inmunorreactividad en las tres regiones hipocampales, presentando un incremento
mayor el grupo con ambas condiciones clinicas asociadas, mientras que el grupo que
mostré un menor incremento fue el AR 1-42. Grupo HCD (CA1 4385%), (CA3 +441%) y
(GD2+309%), Grupo A3 1-42 (CA1 +287%), (CA3 +4360%) y (GD4161%) y Grupo HCD+ AP 1-
42 (CA1 +583%), (CA3 +572%) y (GD+398%).
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Figura 15. Inmunorreactividad de GSK38 total y GSK38 fosforilada. Fotomicrografias representativas del
hipocampo (CA1, CA3, GD) con marca de A) GSK38 total y B) GSK38 fosforilada tau total en rojo y DAPI en azul de
Grupo control (NCD), Grupo A8 1-42; Dieta hipergliicida (HCD) y Dieta hiperglicida + AB (HCD+ A8 1-42). indice
células inmunorreactivas y células totales en CA1 (C y F), CA3 (D y G) y GD (E y H) respectivamente. Las
comparaciones entre grupos se realizaron por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa
p<0.05 respecto al grupo NCD.
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Por otra parte, en el analisis cualitativo de la GSK3p fosforilada en Tirosina 216
(Figura 15 B), se identific6 mayor inmunorreactividad en el grupo HCD en las tres
regiones hipocampales comparado con el grupo control, siendo similar a la
inmunorreactividad presentada por el grupo AB 1-42, ademas se observé que cuando
ambas condiciones estan presentes de manera simultanea la inmunorreactividad total

aumenta comparado con las condiciones clinicas de manera aislada.

Al realizar el analisis semicuantitativo (Figura 15 F, G y H), se observd que los tres

grupos experimentales mostraron un aumento significativo del indice de
inmunorreactividad en las tres regiones hipocampales, presentando un incremento
mayor el grupo con ambas condiciones clinicas asociadas, mientras que el grupo que

mostré un menor incremento fue el AR 1-42.
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9.5 ANALISIS DE LA INMUNORREACTIVIDAD DE TAU.

Como se comento previamente, se ha sugerido que la hiperactividad de GSK3p es
considerado como un factor clave en lafisiopatologia de la EA, al favorecer la fosforilacion
de la proteina tau y la produccion de péptido B-amiloide, los cuales son mecanismos
clave para el desarrollo de hallmarks clasicos de la EA (N. Chauhan et al., 2022; Lauretti et
al., 2020; Sayas & Avila, 2021; Toral-Rios et al., 2020). Ademads, estudios
inmunocitoquimicos como el de Pajak et al. han mostrado una colocalizacion de GSK3[3
fosforilada en tirosina 216 con la presencia de depodsitos amiloideos y maranas

neurofibrilares.

La hiperfosforilacion de la proteina tau representa otro “hallmark” clasico de la
EA. Adicionalmente, se ha propuesto que la resistencia a la insulina afecta la fosforilacion
y el truncamiento de tau (B. Kim et al., 2009) . Asi mismo, evidencia reciente ha mostrado
que la agregacion de AR es capaz de exacerbar la patologia mediada por tau al promover
la fosforilacion y agregacion. En adicion, se conoce la existencia de sitios criticos de
fosforilacion de tau que han sido relacionados con la patogénesis de la EA, dentro de los
cuales se encuentran S202, 5262, T205, S235 y S404 mediados por Cdk5y S199,T231, S413
y S296 mediados por GSK3p (lijima et al., 2010; Song et al., 2022) .

Por este motivo, surgido el interés en nuestro equipo de analizar el
comportamiento de la proteina tau total, asi como la tau fosforilada en Ser404, Ser396 y
Ser262 mediante el andlisis por inmunofluorescencia. En un primer momento se analizé
cualitativamente la inmunorreactividad total de cada marcay posteriormente se calculd

el indice de inmunorreactividad (células reactivas / células totales).

El analisis cualitativo de la proteina tau total (Figura 16 A), muestra un aumento

en lainmunorreactividad de los tres grupos experimentales respecto al grupo control.
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Figura 16. Inmunorreactividad de tau total. A) Fotomicrografias representativas del hipocampo (CA1, CA3, GD)
con marca de tau total en rojo y DAPI en azul de Grupo control (NCD), Grupo A8 1-42; Dieta hiperglicida (HCD) y
Dieta hipergliicida + AB (HCD+ AB 1-42). Las flechas blancas indican la inmunorreactividad a tau total. B), C) y D)
Indice células inmunorreactivas y células totales en CA1, Ca3 y GD respectivamente. Las comparaciones entre
grupos se realizaron por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa p<0.05 respecto al
grupo NCD.

De manera interesante se observa que el grupo HCD muestra un comportamiento
similar al grupo AR 1-42. Ademas, se observé un aumento de la inmunorreactividad
notablemente mayor en el grupo HCD+AB 1-42; dicho comportamiento fue identificado

en las tres regiones hipocampales analizadas.
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Al realizar el andlisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de tau
total (Figura 16 B, C y D) se observo que los tres grupos experimentales Grupo HCD (CA1
2502%), (CA3 +447%) y (GD+236%), Grupo AB 1-42 (CAl +483%), (CA3 4349%) y
(GD2196%) y Grupo HCD+ AP 1-42 (CA1 +4653%), (CA3 +644%) y (GD+352%), presentaron
un incremento significativo del indice en las tres regiones cerebrales al ser comparado

con el grupo control.

Interesantemente al comparar el grupo HCD con el AB 1-42, no se encontraron
diferencias significativas en ninguna de las regiones hipocampales. Finalmente, al
comparar el indice en el grupo HCD+AP 1-42 respecto al HCD (CA1 +0.121, CA3 +0.168 y
GD 0.146; p=<0.001) y al AB 1-42 (CAl +0.136, CA3 +0.251 y GD +0.200; p=<0.001) se
observaron incrementos significativos en las tres regiones hipocampales respecto ambos

grupos.

Posteriormente, al realizar el analisis cualitativo de la proteina Tau-p Ser404
(Figura 17 A), los resultados mostraron un comportamiento similar al de la proteina tau
total, con un aumento en la inmunorreactividad de los tres grupos experimentales
respecto al grupo NCD. Asi mismo, se observéd que el grupo HCD+AB1-42 mostrd una
mayor inmunorreactividad en las regiones CA1l y CA3. Finalmente se observa que en la
region de GD la inmunorreactividad de todos los grupos es menor en comparacion con

las otras dos regiones hipocampales analizadas.

Sin embargo, en el andlisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de

Tau-p-Ser404 (Figura 17 D, E y F), se observd que los tres grupos experimentales

mostraron un incremento significativo del indice de inmunorreactividad en las tres
regiones hipocampales comparado con el grupo NCD. Grupo HCD (CAl1 +358%), (CA3
1264%) y (GD+240%), Grupo AR 1-42 (CA1 +564%), (CA3 +360%) y (GD1442%) y Grupo
HCD+ AP 1-42 (CA1 4735%), (CA3 +575%) y (GD+483%).
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Figura 17. Inmunorreactividad de tau fosforilada. Fotomicrografias representativas del hipocampo con marca
de A) p-Tau Ser 404, B) p-Tau Ser 396 y C) p-Tau Ser 262 en rojo y DAPI en azul de Grupo control (NCD), Grupo A8 1-
42; Dieta hiperglicida (HCD) y Dieta hiperglicida + AB (HCD+ A8 1-42). Indice células inmunorreactivas y células
totales en CA1 (D, Gy J), CA3 (E, H, K) y GD (F, I, L) respectivamente. Las comparaciones entre grupos se realizaron
por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa p<0.05 respecto al grupo NCD.
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Interesantemente al comparar el grupo HCD con el AB 1-42, se encontré un
aumento significativo del indice de inmunorreactividad en las tres regiones analizadas en
el modelo de EA (CAl +0.174, CA3 +0.101 y GD +0.148; p=<0.001). Finalmente, al
comparar el indice en el grupo HCD+A 1-42 respecto al HCD se observé un incremento
en las tres regiones hipocampales (CA1 +0.319, CA3 +0.323 y GD 0.178; p=<0.002) y al AP
1-42 Gnicamente se observaron diferencias en CAly CA3 (CA1 +0.145, CA3 +0.221).

Posteriormente, al realizar el analisis cualitativo de la proteina Tau-p Ser 396
(Figura 17 B), los resultados muestran un aumento en la inmunorreactividad de los tres
grupos experimentales respecto al grupo control, siendo mayormente evidente en las
regiones CAl y CA3. De manera interesante se observa que el grupo HCD muestra un

comportamiento similar al grupo AP 1-42 y HCD+AP 1-42.

Sin embargo, al realizar el andlisis semicuantitativo del indice de
inmunorreactividad de la Tau-p Ser 396 (Figura 17 G, H 1), se observé que los tres grupos
experimentales mostraron un incremento significativo del indice en las tres regiones
hipocampales comparado con el grupo NCD: Grupo HCD (CA1 2350%), (CA3 +390%) y
(GD+356%), Grupo A 1-42 (CA1 +437%), (CA3 4546%) y (GD+372%) y Grupo HCD+ AB 1-
42 (CA1 +511%), (CA3 1+642%) y (GD+358%).

Al compararel grupo HCD con el AB 1-42, se encontrd un aumento significativo del
indice de inmunorreactividad en las tres regiones analizadas en el modelo de EA (CAl
+0.111, CA3 +0.141y GD +0.085; p=<0.01). Finalmente, al comparar el indice en el grupo
HCD+AR 1-42 respecto al HCD se observd un incremento en las tres regiones
hipocampales (CA1 +0.206, CA3 +0.230 y GD +0.075; p=<0.02) y al A 1-42 Gnicamente se
observaron diferencias en CA1y CA3 (CA1 +0.095, CA3 +0.23, p=<0.03).

78



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicion de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

Asi mismo, se realizo el analisis cualitativo de lainmunorreactividad de Tau-p Ser
262 (Figura 17 C), los resultados muestran un aumento notable del nimero de células
inmunorreactivas de los tres grupos experimentales, en las tres regiones hipocampales.
Al realizar el analisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de Tau-p Ser 262
(Figura 17 J, Ky L), se encontr6 que similar a los otros dos residuos aminoacidicos, los
tres grupos experimentales mostraron un incremento significativo del indice en las tres
regiones hipocampales comparado con el grupo NCD: Grupo HCD (CAl +123%), (CA3
2211%) y (GD4263%), Grupo AR 1-42 (CA1 4200%), (CA3 +264%) y (GD+400%) y Grupo
HCD+ AR 1-42 (CA1 4235%), (CA3 +304%) y (GD4550%).

Interesantemente, al comparar el grupo HCD con el AR 1-42, se encontrd un
aumento significativo del indice de inmunorreactividad Unicamente en la region CA del
modelo de EA (CA1 +0.216; p=0.030). Finalmente, al comparar el indice en el grupo
HCD+AR 1-42 respecto al HCD se observd un incremento en las tres regiones
hipocampales (CA1 +0.316, CA3 +0.216 y GD +0.293; p=<0.03) y al A 1-42 (nicamente se
observaron diferencias en GD (GD +0.293, p=0.00).
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9.6 ANALISIS DE LA INMUNORREACTIVIDAD DE APP Y CUANTIFICACION DE PEPTIDO
BETA AMILOIDE A(3 1-42.

Como previamente se ha mencionado, el AB resulta de la escision proteolitica
sucesiva de la APP, mediante la accion de las enzimas secretasas (Wahl et al., 2017). Asi
mismo, resulta fundamental la fosforilacion de APP para asegurar el procesamiento
proteolitico y la secrecion de la proteina (Tirado et al., 2022). La fosforilacion de APP en
Thr 668 resulta un componente clave para su metabolismo (Ando et al., 1999; Caporaso
et al., 1992; lijima et al., 2010).Por este motivo, en el presente estudio surgid el interés de
evaluar el estado de la APP total y la APP-p en Thr 668 mediante el analisis por
inmunofluorescencia. En un primer momento se analizé6 cualitativamente la
inmunorreactividad total a ambas marcas y posteriormente se calculd el indice de

inmunorreactividad.

Los resultados cualitativos del andlisis de APP total (Figura 18 A) muestran que el
grupo HCD present6 un aumento evidente de la inmunorreactividad en GD respecto al
grupo control. Por otra parte, en el grupo AR 1-42 se observd un alto incremento de la
inmunorreactividad en las tres regiones cerebrales comparado con el grupo NCD.
Finalmente, se observé que el grupo HCD+AR 1-42 fue el que presentd un mayor aumento

de lainmunorreactividad total en las tres regiones cerebrales.

En adicion, al realizar el analisis semicuantitativo del indice de

inmunorreactividad de APP total (Figura 18 B, C y D) se observd que los tres grupos

experimentales presentaron un incremento significativo del indice en las tres regiones
cerebrales al ser comparado con el grupo control: Grupo HCD (CA1 482%), (CA3 +204%)
y (GD4307%), Grupo AR 1-42 (CA1 +478%), (CA3 1+643%) y (GD+639%) y Grupo HCD+ AP
1-42 (CA1 4721%), (CA3 +817%) y (GD+662%).
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Figura 18. Inmunorreactividad de APP y APP fosforilado. Fotomicrografias representativas del hipocampo con
marca de A) APP total, B) APP fosforilado en Thr 668 en rojo y DAPI en azul de Grupo control (NCD), Grupo A8 1-42;
Dieta hiperglicida (HCD) y Dieta hiperglicida +AB (HCD+AB 1-42). indice células inmunorreactivas y células totales
en CA1 (ByF), CA3(CyG)yGD (Dy H) de APP y APP fosforilado respectivamente. Las comparaciones entre grupos
se realizaron por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa p<0.05 respecto al grupo NCD.
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Adicionalmente, al comparar el grupo HCD con AB 1-42, se encontrd un aumento
significativo del indice en el Gltimo grupo mencionado en las tres regiones hipocampales
(CA1 +0.253, CA3 +0.303 y GD 0.252; p<0.0001). Interesantemente, se observé que el
indice en el grupo HCD+ARB 1-42 fue significativamente mayor en CAl (+0.410), CA3
(+0.423) y GD (+0.27) comparado con el grupo HCD, sin embargo, al comparar con el

grupo AR 1-42 Unicamente se observaron diferencias en CA1 (+0.156) y CA3 (+0.120).

Por otra parte, el analisis cualitativo de APP-p Thr 668 (Figura 18 E) mostrd un
comportamiento similar al observado con el APP total, en donde se identificé un notable
aumento de lainmunorreactividad en las tres regiones cerebrales, asi mismo, se observé
que el grupo HCD presentd un aumento de la inmunorreactividad similar al grupo AB 1-
42, mientras que el grupo HCD+AP 1-42 presenta mayor inmunorreactividad total que las

condiciones clinicas independientes.

Al realizar el analisis semicuantitativo de APP-p Thr 668 (Figura 18 F, G H) se

observo que los tres grupos experimentales Grupo HCD (CAl 4+453%), (CA3 +534%) y
(GD2556%), Grupo AR 1-42 (CA1 +560%), (CA3 4714%) y (GD4639%) y Grupo HCD+ AP 1-
42 (CA1 2762%), (CA3 +804%) y (GD+672%), presentaron un incremento significativo del
indice en las tres regiones cerebrales al ser comparado con el grupo control. Asi mismo,
al comparar el grupo HCD con el AR 1-42, se encontré un incremento significativo del
indice en el modelo de EA en las tres regiones hipocampales (CA1 +0.060, CA3 +0.113 y
GD 0.063; p=<0.02). Finalmente, al comparar el indice en el grupo HCD+AR 1-42 respecto
al HCD (CA1 +0.173, CA3 +0.170 y GD 0.088; p=<0.0001) y al Ap 1-42 (CA1 +0.113, CA3
+0.056 y GD +0.025; p=<0.02) se observaron incrementos significativos en las tres

regiones hipocampales respecto ambos grupos.
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Para concluir con nuestro objetivo determinamos la concentracion del péptido AB
1-42 mediante la técnica de ELISA. Al analizar los resultados de la cuantificacion de
péptido AB 1-42 (Figura 19), se encontrd que los tres grupos experimentales HCD
(4103%, p=0.001), AR 1-42 (#171%, p=<0.0001) y HCD+AB1-42 (4262%, p=<0.0001)
mostraron un incremento significativo de las concentraciones hipocampales del péptido

respecto al grupo control.

Adicionalmente, al comparar al grupo HCD respecto al grupo AB 1-42, se observo
que este uUltimo presentaba un incremento significativo del péptido (+33%, p=0.03).
Finalmente, al analizar el grupo HCD+AB1-42 respecto al grupo HCD se observé un
incremento significativo (#78%, p=<0.0001), mientras que al compararlo con el grupo

AB1-42 no se observaron diferencias significativas.
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Figura 19. Concentracion de Péptido Beta Amiloide 1-42 (A8 1-42) en hipocampo. Se muestran las
concentraciones de péptido AB 1-42 en hipocampo. Los datos presentados son la media de los valores +
el EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de ANOVA de dos vias post-test Tukey.
(*) Indica diferencia significativa P (<0.05) respecto al grupo NCD, (#) respecto al grupo HCD y (") respecto
al grupo A8 1-42.
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9.7 ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA DEGRADADORA DE INSULINA.

Por otra parte, el equilibrio entre la sintesis y eliminacion del AR representa un
factor critico en la patogénesis y la evolucidon de la EA (Hicks et al., 2012; Vetrivel &
Thinakaran, 2010). Uno de los principales mecanismos encargados de la degradacion del
AB es mediante la accion enzimatica mediado por peptidasas, donde la EDI cumple con

un rol fundamental (Miners et al., 2011; Nalivaeva et al., 2012; Yoon & AhnJo, 2012).

Estudios han sugerido que la degradacion de AR mediado por EDI dependera de
las concentraciones de insulina a nivel cerebral y se ha propuesto que un aumento en las
concentraciones de insulina cerebral podria asociarse con un menor grado de
degradacion de AB (Araki, 2015b; Bomfim et al., 2012a; Craft, 2005). Por este motivo,
decidimos evaluar las concentraciones de EDI a nivel hipocampal en los tres grupos de

estudio por medio de la técnica de ELISA.

Los resultados de la cuantificacion de las concentraciones de EDI (Figura 20)
muestran que el grupo HCD presentd una disminucion significativa (¥22%, p=0.002) de
las concentraciones de la enzima respecto al grupo control. De manera similar se observd
que cuando ambas condiciones clinicas estan presentes (HCD+AB1-42), existe una
disminucion significativa (+33%, p=0.0001) de las concentraciones de la enzima. De
manera interesante, se observo que el grupo AB1-42 no mostré diferencias significativas
en su concentracion al ser comparada con el grupo control. Sin embargo, cuando se

compara con el grupo HCD, se observa un incremento significativo (433%, p=0.0007).
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Figura 20. Cuantificacion de la Enzima Degradadora de Insulina en hipocampo. Se muestran las
concentraciones de EDI a nivel hipocampal. Los datos presentados son la media de los valores * el
EEM. Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba de ANOVA de dos vias post-test
Tukey. (*) Indica diferencia significativa P (<0.05) respecto al grupo NCD, (#) respecto al grupo HCD y
(") respecto al grupo AB 1-42.
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9.8 ANALISIS DE AGREGADOS PROTEICOS EN HIPOCAMPO.

Previamente hemos descrito que la definicion patoldgica de la EA se caracteriza
por la presencia de marcadores como placas amiloideas y ovillos neurofibrilares,
acompafiado de neuritas distréficas y pérdida de la sinapsis (Hampel et al., 2021; Lane et
al., 2018; W. Lu et al., 2015; Tirado et al., 2022). Adicionalmente, se ha establecido que la

presencia de dichos marcadores dependera de la severidad de la enfermedad.

Por este motivo, tuvimos el interés de identificar y comparar la presencia
agregados proteicos en el modelo de dieta hiperglicida y el modelo AB1-42; ademas de
identificar el comportamiento cuando ambas condiciones clinicas se encuentran de
manera simultanea. Para ello, mediante la técnica histologica aminocuprica de plata

(Olmos et al 2004) se identifico la presencia de agregados proteicos.

Los resultados del andlisis cualitativo de la impregnacion por aminocuprica de
plata (Figura 21), muestran que los tres grupos experimentales presentaron un aumento
de los agregados proteicos en las tres regiones hipocampales, siendo mas evidente en
CAly CA3. A pesar de que el grupo HCD mostré un aparente incremento menor al grupo
AB 1-42, se observo que cuando ambas condiciones se encuentran presentes (HCD+AR 1-

42), la presencia de agregados proteicos aumenta.
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A) CD

HIPOCAMPO

Figura 21. Analisis histologico por aminoctprica de plata (40 x). Se muestran fotomicrografias representativas
de las neuronas de grupo control (NCD), Grupo A8 1-42; Dieta hiperglicida (HCD) y Dieta hiperglucida + AB (HCD+
AB 1-42). Las flechas rojas expresan los depdsitos extra proteicos mds representativos.
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9.9 ANALISIS DE LA INFLAMACION EN HIPOCAMPO.

En otro sentido, evidencia cientifica reporta que, ante la presencia de dafio celular
inducido por los depdsitos amiloideos, los astrocitos protoplasmaticos sanos favorecen
la internalizacion de fragmentos AR solubles, favoreciendo de esta manera la activacion
e hipertrofia de astrocitos, asi como la sobreexpresion e inmunorreactividad a proteina

acida fibrilar glial (GFAP) (Fakhoury, 2018; W. Lu et al., 2015).

Asi mismo, estudios protedmicos indican que, ante condiciones patoldgicas como
la EA, se presentan un conjunto de alteraciones de vias moleculares interconectadas,
activadasy perpetuadas por TNF-a, TGF-B, IL-1B y la proteina receptora TREM2, lo cual se
traduce en un proceso neuroinflamatorio crénico (Morimoto et al.,2011; Ojala et al., 2009;

von Bernhardi et al., 2015).

Por otra parte, se ha demostrado que en condiciones de EA, en un estado activado
de la microglia, se favorecen modificaciones morfoldgicas, cambios en el perfil secretory
aumento de respuestas proliferativas, tales como el aumento en la expresion de
marcadores CD36, CD14, CD16, CD206, CD68, CD11c, MHC-Il e iINOS, en conjunto con un
mayor indice fagocitico; posteriormente este estado progresa a un fenémeno conocido
como “cebado de la microglia o microglia oscura”, la cual se caracteriza por una fuerte
expresion de CD11b y TREAM2 (Fakhoury, 2018; Morimoto et al., 2011; Ojala et al., 2009;
von Bernhardi et al., 2015).

Finalmente, Sarlus y Heneka han demostrado que inmunomoduladores
neuronales regulan a la microglia mediante sus receptores afines expresados
predominantemente en microglia como CD200/CD200R, CX3CL1/CX3CLR1, CD22/CD45,
CD172A/CD47,CD95/APO-1 e ICAM5/ linfocito antigeno (Sarlus & Heneka, 2017).
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Por este motivo, surgid el interés en comparar la respuesta inflamatoria de células
de la glia a nivel hipocampal en el modelo de MetS, AR 1-42 y MetS+ A3 1-42. Para ello se
identifico el fenotipo proinflamatorio de células gliales mediante el andlisis de CD16,
antiinflamatorio mediante CD206 y la presencia de astrogliosis reactiva mediante el

analisis de lainmunorreactividad de GFAP por inmunofluorescencia.

El andlisis cualitativo de la inmunorreactividad de la proteina GFAP (Figura 22 A)
mostré un aumento de la inmunorreactividad total de los tres grupos experimentales en
las tres regiones analizadas respecto al grupo control. Sin embargo, se observé que el
grupo AP 1-42 presentaba una inmunorreactividad total menor comparada con el grupo
HCD. Interesantemente, al grupo HCD+ AP 1-42, se observa un mayor incremento de la

inmunorreactividad comparado con los modelos con condiciones clinicas aisladas.

Al realizar el analisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de GFAP

(Figura 22 D, E y F) se encontr6 que los tres grupos experimentales mostraron un

incremento significativo del indice en las tres regiones hipocampales comparado con el
grupo NCD: Grupo HCD (CA1 2223%), (CA3 +100%) y (GD+160%), Grupo Af 1-42 (CAl
+183%), (CA3 4215%) y (GD+265%) y Grupo HCD+ AB 1-42 (CA1 +421%), (CA3 +498%) y
(GD+368%).

Interesantemente, al comparar el grupo HCD con el AR 1-42, se encontrd un
aumento significativo en el modelo de EA del indice de inmunorreactividad Gnicamente
en las regiones CA3 y GD (CA3 +0.29; GD +0.37 p=0.007). Finalmente, al comparar el
indice en el grupo HCD+AP 1-42 respecto al HCD se observé un incremento en las tres
regiones hipocampales (CAl1 +0.363, CA3 +0.503 y GD +0.730; p=<0.001) y con el grupo
AP 1-42 tuvo un comportamiento similar (CA1 +0.436, CA3 +0.210 y GD +0.360; p=<0.01).
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Adicionalmente, el analisis de la inmunorreactividad del marcador CD16 (Figura
22 B) mostrd un incremento de células reactivas en los tres grupos experimentales
respecto al grupo NCD, teniendo un comportamiento similar entre los grupos AR 1-42y
HCD+ AB 1-42, mientras que en el grupo HCD se observd una aparente

inmunorreactividad total.

Al realizar el andlisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de CD16

(Figura 22 G, H y 1), se observd que los tres grupos experimentales mostraron un

incremento significativo del indice en las tres regiones hipocampales comparado con el
grupo NCD: Grupo HCD (CAl1 +189%), (CA3 +219%) y (GD+190%), Grupo AP 1-42 (CAl
£295%), (CA3 4415%) y (GD+185%) y Grupo HCD+ AB 1-42 (CA1 +486%), (CA3 +508%) y
(GD1546%).

Interesantemente, al comparar el grupo HCD con el AR 1-42, se encontrd un
aumento significativo en el modelo de EA del indice de inmunorreactividad Gnicamente
en la region CA3 (CA3 +0.316, p=0.007). Finalmente, al comparar el indice en el grupo
HCD+AR 1-42 respecto al HCD se observd un incremento en las tres regiones
hipocampales (CA1 +0.416, CA3 +0.466 y GD +0.456; p=<0.001) y con el grupo AP 1-42
Unicamente en las regiones CAly GD (CA1 +0.268 y GD +0.463; p=<0.01)

Posteriormente, el analisis de la inmunorreactividad del marcador CD206 (Figura
22 C) mostré un comportamiento muy interesante que fue dependiente de la regidn
hipocampal analizada. Se observd que el grupo HCD presenta una mayor
inmunorreactividad que el grupo NCD en las regiones CAl y CA3. Por su parte, el grupo AR
1-42 presentd un aumento notable de la inmunorreactividad en las tres regiones

hipocampales al ser comparada con el grupo control.
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Figura 22. Inmunorreactividad de GFAP, CD16 y CD206. Fotomicrografias representativas del hipocampo
con marca de A) GFAP en verde, B) CD16 y C) CD206 en rojo y DAPI en azul. Indice células inmunorreactivas
y células totales en CA1 (D, Gy J), CA3 (E, H, K) y GD (F, I, L) respectivamente. Las comparaciones entre grupos
se realizaron por ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa p<0.05 respecto al

grupo NCD.
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En cambio, en el grupo con ambas condiciones clinicas, se observé una
disminucién importante de la inmunorreactividad total en las 3 regiones analizadas,
siendo mas evidente en GD. Al comparar entre el modelo de MetS y de EA, se observa una

diferencia de la inmunorreactividad total entre ambos grupos.

Al realizar el analisis semicuantitativo del indice de inmunorreactividad de CD206

(Figura 22 J, Ky L), se confirmé que el grupo de MetS presenté un incremento del indice

en las regiones de CAL (#276%), y CA3 (#126%), mientras que para el grupo de Ap 1-42
(CA1 2201%), (CA3 +361%) y (GD+50%) se observaron incrementos en las tres regiones,
en el grupo HCD+AP 1-42 se observd un incremento del indice en las regiones de CAl
(4174%) y CA3 (1128%), mientras que para GD interesantemente se observé una

disminucion (¢41%) al ser comparados con el grupo control.

Al comparar el grupo HCD con el AB 1-42, se encontrd un aumento significativo en
el modelo de EA del indice de inmunorreactividad Gnicamente en las regiones CA3 y GD
(CA3 +0.400; GD +0.146 p=<0.01). Finalmente, al comparar el indice en el grupo HCD+AR
1-42 respecto al HCD se observé un incremento Unicamente en GD (+0.187; p=0.003) y
con el grupo AR 1-42 se observé una disminucion significativa en CA3 (-0.396, p=0.001) y
GD (-0.334, p=0.0001).
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9.10 ANALISIS HISTOLOGICO DEL DETERIORO CEREBRAL.

Uno de los “hallmarks” clasicos del MetS es la resistencia a la insulina periférica.
Adicionalmente, nuestro equipo de investigacion ha demostrado que la presencia de
MetS inducida por ingesta cronica de dietas de baja calidad nutricional en murinos,
favorece hiperinsulinemia cerebral y modifica la via IRS/PI3K/AKT de la insulina en

diversas regiones cerebrales (Fuentes et al., 2023).

En conjunto, diversos autores han mostrado que alteraciones en la concentracion
y sefializacidn de la insulina a nivel cerebral repercuten en la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas tales como la EA (Ahn et al., 2016; Blazquez et al., 2014; A. B. Kim &
Arvanitakis, 2023b). Dichas alteraciones han sido asociadas con dafios en la estructuray
funcidén de neuronas del sistema limbico principalmente hipocampo y corteza (Cole &

Frautschy, 2007; Craft, 2005; Craft et al., 2003; De Felice et al., 2014; Frolich et al., 1998).

Por esta razon, surgid el interés de comparar el deterioro neuronal presente en el
hipocampo de modelos con MetS y AB1-42, asi como en ambas patologias asociadas
(HCD+ AB1-42), para ello en primer lugar utilizamos la técnica de hematoxilina y eosina
para realizar un analisis general de la citoarquitectura celular (nlcleo y citoplasma).
Posteriormente hicimos un analisis semicuantitativo para calcular el indice de viabilidad

celular (células no viables / células totales).

Los resultados del andlisis cualitativo (Figura 23 A) muestran que los tres grupos
experimentales presentan un alto dano celular comparado con el grupo control en las
tres regiones hipocampales analizadas. Esto evidenciado por los cambios morfoldgicos
mediante células neuronales anormales, lesiones eosinofilicas, nicleos hipercromaticos
y espongiosis, siendo mas evidente en las regiones CAl y CA3 hipocampales. Asi mismo,

se observa que el grupo HCD presenta un dafo similar al ocasionado por el A 1-42.
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Adicionalmente, en el grupo HCD+APB1-42 se observa que la dieta hiperglicida

agudiza el dafo estructural hipocampal.
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Figura 23. Andlisis histologico por hematoxilina y eosina (40 x). A) Se muestran fotomicrografias
representativas de las neuronas de grupo control (NCD), Grupo A8 1-42, Dieta hipergliicida (HCD) y Dieta
hiperglicida + AB (HCD+ A8 1-42). Las flechas negras, rojas, verdes y amarillas expresan las células anormales,
los niicleos hipercromadticos, las lesiones eosinofilicas y la espongiosis respectivamente. indice de células no
viables / células totales en B) CA1, C) CA3 y D) GD. Las comparaciones entre grupos se realizaron por la prueba
ANOVA de una via post-test Tukey. (*) Indica diferencia significativa P (<0.05) respecto al grupo NCD; (#) Indica
diferencia significativa P (<0.05) respecto al grupo HCD+A8 1-42 y (*) Indica diferencia significativa P (<0.05)
respecto al grupo A8 1-42.
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Al realizar el analisis semicuantitativo (Figura 23 B, Cy D), se observo que el grupo
HCD mostrd un incremento significativo del indice de viabilidad respecto al grupo control

en las regiones CA1 (#224%, p=<0.001) y CA3 hipocampal (41095%, p=<0.001).

Por su parte, el grupo AB 1-42, mostré un incremento significativo del indice
respecto al grupo NCD en las regiones CAl (#527%, p=<0.0001) y CA3 (+1372%,
p=<0.0001). El grupo HCD+AB 1-42, también mostrd un incremento significativo del
indice respecto al grupo NCD en las regiones CAl (1+838%, p=<0.0001) y CA3 (41700%,
p=<0.0001) y fue el Unico grupo que presenté un aumento en la regiéon de GD (+2187%,

p=0.001).

Interesantemente, se observé que al comparar el grupo HCD respecto al AR 1-42,
se encontr6 una disminucidn significativa del indice Unicamente en CAl (-0.197,
p=<0.0001) y CA3 (-0.130, p=<0.001). Finalmente, al comparar el grupo HCD+AP1-42
respecto al grupo HCD se observo un aumento significativo del indice en las tres regiones
hipocampales (CA1:-0.399, CA3:-0.284 y GD: -0.098, p=<0.001), comportamiento similar
al observado respecto al grupo AR 1-42 (CA1:-0.202, CA3:-0.153 y GD: -0.105, p=<0.001).
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9.11 ANALISIS CONDUCTUAL.

En los Gltimos afios se ha reportado que alteraciones en la insulina a nivel cerebral
podrian tenerimpacto en la aparicion de enfermedades neurodegenerativas (Blazquez et
al., 2014; A. B. Kim & Arvanitakis, 2023b; Rummel & Butterfield, 2022; Wahl et al., 2017).
Estas alteraciones se han asociado con dafio en la estructura y funciéon de neuronas
localizadas en los sistemas reptiliano y limbico, disminucion en la arborizacidon dendritica
y un estado inflamatorio exacerbado lo que podria asociarse con un deterioro en las
funciones cognitivas complejas como el aprendizaje, la memoria, y el estado de estrés 'y
ansiedad (Craft, 2005; Diaz et al., 2018b; McNay & Pearson-Leary, 2020; Orrego-Cardozo
etal., 2016; Trevifio et al., 2015).

Previamente, demostramos que el consumo cronico de dietas altas en
carbohidratos produce pérdida de memoria (Fuentes et al., 2023). Por este motivo, para
evaluar el impacto del MetSy el péptido AP 1,42 sobre las conductas de actividad motora,
memoria y ansiedad, se realizé la prueba de reconocimiento de objetos novedosos

(NORT), laberinto elevado en cruz (LEC) y nado forzado (NF).

Al analizar la prueba NORT, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos en la actividad motoray el reconocimiento de objetos similares (Figura 24 C), sin
embargo, se observé que, en la memoria a corto plazo, los grupos HCD, AR 1,42 y HCD+AR
1,42 mostraron unadisminucidn significativa en el indice de discriminacion del 18%, 14%
y 29% respectivamente respecto al grupo control, esto indica que los animales requieren

mayor tiempo de exploracion de los objetos para su reconocimiento (Figura 24 A).

Respecto a la memoria a largo plazo (Figura 24 B), se observo que los tres grupos
experimentales presentan diferencias significativas en el indice de discriminacion

respecto al grupo control (15 NCD vs -15 AP 1,42 vs -15 HCD vs -35 HCD+ A3 1,42).
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Figura 24. Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT). A) Memoria a corto plazo, se
muestra el indice de discriminacion. B) Memoria a largo plazo, se muestra el indice de discriminacion. C)
Actividad motora. Los datos presentados son la media de los valores + el EEM. Las comparaciones entre
grupos se realizaron por la prueba ANOVA de una via post-test Bonferroni. (*) Indica diferencia significativa
P<0.05.

97



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la aparicion de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

A su vez, se realizé un analisis cualitativo de la actividad motora para observar las
rutas recorridas en cada grupo de experimentacion. Los resultados muestran que en
todos los grupos existe una mayor distancia recorrida en la periferia del campo abierto,
con pocas visitas al cuadro central. Es posible observar que el grupo NCD presenta un
menor nimero de veces visitado el cuadro central, presentando diferencias significativas

para los grupos con A 1,42.
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10. DISCUSION.

El sindrome metabdlico (MetS) es una entidad clinica compleja, caracterizada por
alteraciones bioquimicas, fisioldgicas y funcionales (Engin, 2024; Samson & Garber, 2014).
Se identifica por disrupciones metabdlicas que dan origen a obesidad abdominal,
hipertension arterial, hiperglucemias, resistencia a la insulina, dislipidemia aterogénica y

sus complicaciones (Engin, 2024; Li et al., 2023; Zimmet et al., 2005; Zong et al., 2024).

El MetS representa un problema de salud publica a nivel mundial debido a su elevada
prevalencia de morbilidad y mortalidad (OMS, 2024). Es una entidad multifactorial, sin
embargo, los principales factores asociados son de origen genético, endocrino y un
desequilibrio en la homeostasis energética (Babio et al., 2012; Harrison et al., 2020).
Adicionalmente, la ingesta de dietas basadas en un alto contenido de acidos grasos trans o
azuUcares refinados se relaciona directamente con su desarrollo (Ambroselli et al., 2023;

Angelico et al., 2023; Julibert et al., 2019; Paydar & Johnson, 2020; Willems et al., 2021).

Evidencia sugiere que alteraciones metabdlicas de carbohidratos y lipidos a nivel
periférico y central representan uno de los principales mecanismos asociados al MetS
(Armani et al., 2017; Gluvic et al., 2016; R. Lu et al., 2021; Rong et al., 2024). Previamente, en
nuestro grupo de investigacion identificamos que en ratas con MetS inducido por la dieta
desarrollaron hiperinsulinemia e hiperleptinemia cerebral acompafiada de una disrupcion

de la via molecular IRS/PI3K/AKT de la insulina (Fuentes et al., 2023).

En los ultimos afios se ha reportado que alteraciones de la insulina en cerebro,
podrian repercutir en la aparicion de enfermedades neurodegenerativas como Enfermedad
de Alzheimer, Parkinson, demencia, depresion y otros trastornos que comprometen la
funcion cerebral (Doust et al., 2022; Kim & Arvanitakis, 2023; Kullmann et al., 2016;
Sedzikowska & Szablewski, 2021).
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La insulina es una hormona con efecto neuroenddcrino, neurotréfico,
neuromodulador y neuroprotector. Juega un papel fundamental en procesos como la
regulacion energética, la activacion de vias relacionadas con el comportamiento, el
aprendizaje y la memoria, asi como la reproduccion (Agrawal et al., 2021; Nakabeppu,

2019; van der Heide et al., 2006; Zeng et al., 2016).

Por su parte, la enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo
asociado con una disminucidon progresiva de las funciones cognitivas y cambios en la
personalidad que afectan la calidad de vida de quien padece la enfermedad (Dubois et al.,
2021; Scheltens et al., 2021). Es reconocida por la OMS como un problema de salud publica
debido a la alarmante prevalencia mundial y al ser la principal causa de muerte en algunos

paises (OMS, 2024).

La etiologia de la EA es diversa, se estima que el 5% de los casos son de tipo hereditario
(EAH), asociados a mutaciones o variantes alélicas en el gen de la APP, PSEN1 y PSEN2 o de
APOE. El otro 95% de los casos son de tipo esporadico (EAE) en donde factores ambientales son
asociados con el desarrollo de la patologia (Dubois et al., 2021). En las ultimas décadas se ha
sugerido que uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de EAE es la diabetes

tipo 2 (DT2) (Hamzé et al., 2022; Michailidis et al., 2022; Nguyen et al., 2020).

Evidencia cientifica reciente ha mostrado en pacientes con EA, una modificacion en la
densidad del receptor de la insulina en las mismas regiones cerebrales donde se encuentran las
placas de AB (principalmente hipocampo y corteza) (Dewanjee et al., 2022; Hamzé et al., 2022).
Adicionalmente se sugiere un aumento en la apoptosis, un cambio en la citoarquitectura
neuronal y en la respuesta inflamatoria (Akhtar & Sah, 2020; Michailidis et al., 2022; Tian et al.,
2023). Esto en conjunto permite proponer una relacion entre alteraciones en el metabolismo de

lainsulinay la EA, sin embargo, el mecanismo patogénico alin no se establece con precision.
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Por este motivo, el conocer de manera mas detallada la relacidon entre la
hiperinsulinemia y la EA, puede ayudar a identificar marcadores clinicos que permitan el
diagnéstico temprano y el desarrollo de terapias efectivas para prevenir y tratar la
enfermedad de manera oportuna. Por este motivo en el presente trabajo decidimos analizar
la relacion de la hiperinsulinemia cerebral con la aparicion de marcadores de

neurodegeneracion asociados a la EA en hipocampo de animales con MetS.

Para iniciar nuestro trabajo de investigacion, decidimos confirmar la presencia
del MetS en nuestro modelo de estudio. Por esta razén evaluamos las caracteristicas

zoométricas y bioquimicas.

Los resultados de la evaluacion zoométrica sugieren que la exposicion cronica a
estimulos hiperglicidos no modifica la relacion peso-talla, pero si modifica lacomposicion
corporal. Estas alteraciones se caracterizan por una ganancia de grasa corporal total, un
incremento de la adiposidad central y una reduccion de masa muscular. Esta
interpretacion se sustenta en el hecho de que los dos grupos expuestos a dieta
hiperglicida (HCD y HCD+AR1-42) no mostraron diferencias significativas en el peso
corporal ni en el IMC. Sin embargo, se observé un incremento en el porcentaje de grasa
corporaly en el perimetro abdominal, junto con una disminucién de la masa libre de grasa

respecto al grupo control.

Se propone que esta ganancia de grasa corporal se relaciona con una mayor
disponibilidad energética, consecuencia directa del consumo sostenido de la dieta
hiperglicida. Este exceso energético promueve la activacion de vias anabdlicas, en
particular la sintesis de acidos grasos y la lipogénesis, lo que favorece la acumulacién de

reservas lipidicas tanto a nivel visceral como subcutaneo (Wan et al., 2023).
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A su vez, el aumento de la lipogénesis favorece la hiperplasia e hipertrofia del
adipocito como mecanismos compensatorios para el almacenamiento energético. Este
proceso conlleva dafio estromal del tejido adiposo, lo que induce un cambio en el fenotipo
de macrofagos residentes. Pasando de un perfil antinflamatorio (M2) a uno
proinflamatorio (M1), acompafiado de un aumento en la lipdlisis local. En conjunto estos
eventos desencadenan una respuesta inflamatoria y prooxidante tanto a nivel local como

sistémico (Goossens, 2017; Y.-X. Zhang et al., 2023).

En este contexto, la liberacion sostenida de acidos grasos libres y citocinas
proinflamatorias desde el tejido adiposo hacia 6rganos periféricos, particularmente el
musculo esquelético, favorece un estado de lipotoxicidad, inflamacion y disfuncion
endocrina. Estas alteraciones contribuyen al desarrollo de disfunciones moleculares que
comprometen la sintesis proteica a nivel muscular como ha sido descrito previamente

(Palacio-Uribe et al., 2022; Rai & Demontis, 2016).

Por otra parte, sugerimos que en la EA la composicion corporal podria verse
alterada en funcion de la severidad del cuadro clinico, dado que esta patologia representa
un factor de estrés metabdlico capaz de incrementar el gasto energético en reposo y
reducir la ingesta alimentaria (Verhaar et al., 2020). Aunque en nuestros resultados no se
observaron modificaciones significativas en la composicion corporal del grupo AB1-42
respecto al grupo control, se sugiere que niveles mas elevados de toxicidad del péptido AB

podria aumentar el catabolismo lipidico y proteico.

En concordancia con esta hipdtesis, Verhaar et al. 2020, a través del
proyecto NUDAD realizado en 412 pacientes, reportaron que un menor IMC, asi como una
reduccidn en la masa grasa se correlacionaron con una mayor atrofia del [6bulo temporal
medial. Asi mismo, valores bajos de IMC, masa grasa y circunferencia de cintura se

asociaron con un mayor nimero de microhemorragias cerebrales.
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En conjunto, esto evidencia una relacién entre el deterioro en la

composicion corporal y la progresion neurodegenerativa en la EA.

Adicionalmente, investigaciones recientes han descrito una estrecha relacion
entre las enfermedades neurodegenerativas y el deterioro de la sefializacién endocrina
muscular (Gupta et al., 2021; Rai & Demontis, 2022). Esto se debe a que la comunicacion
musculo-cerebro constituye una compleja red de sefiales que regulan la expresion de
proteinas musculares, el estrés metabdlico, la proteostasis, la neurogénesis y diversas
funciones cognitivas complejas (Rai & Demontis, 2022; Zbinden-Foncea et al., 2012). De tal

manera que la presencia de EA se asocia con mayor riesgo de sarcopenia.

Finalmente, proponemos que la coexistencia de ambas condiciones clinicas (MetS +
EA) potencia la pérdida de masa libre de grasa, tal como se evidencid en los resultados del
grupo HCD+AB1-42. Esta combinacion de patologias podria agravar el deterioro de la masa
muscular, afectando no solo la funcionalidad fisica, sino también la progresion de la

neurodegeneracion.

Desde una perspectiva fisiopatoldgica, ambos trastornos comparten mecanismos que
pueden comprometer de manera sinérgica el muisculo esquelético. Por un lado, el MetS se
asocia con resistencia a la insulina, inflamacion crénica de bajo grado y disfuncién
mitocondrial, generando un ambiente catabdlico que disminuye la sintesis proteica y
favorece la protedlisis muscular. Por otro lado, la EA se caracteriza por neuroinflamacion y
alteraciones en la regulacion neuroendocrina, lo que contribuye a una disrupcion del

metabolismo energético y a la aparicion de sarcopenia.

Asi, la interaccion entre ambas condiciones clinicas amplifica la inflamacidn sistémica
y el estrés metabdlico, comprometiendo la integridad del tejido muscular y la comunicacion

musculo-cerebro, con implicaciones tanto metabdlicas como neurodegenerativas.
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Por otra parte, los resultados del analisis bioquimico respaldan la presencia de MetS
en los modelos experimentales. Los animales expuestos a la dieta hiperglicida (HCD)
mostraron un incremento significativo de las concentraciones séricas de triglicéridos,
VLDL-C, LDL-C, glucosa e insulina en ayuno, asi como un incremento en el indice HOMA-IR.
De forma paralela, se observé una disminucion en los niveles de HDL-C y del indice HOMA-
S. En conjunto estos hallazgos confirman la eficacia de la dieta hiperglicida para inducir

MetS'y reproducir lo reportado por Trevifio et al. 2017 y Diaz et al. 2018.

Adicionalmente, proponemos que el péptido AB interfiere con el metabolismo del
colesterol, altera la homeostasis lipidica y compromete la funcidn de las células beta
pancreaticas. En concordancia con esta hipdtesis, nuestros resultados del grupo AB1-42
mostraron una disminucion significativa de la concentracion sérica de colesterol total y de

HDL-C, asi como un aumento del indice HOMA-B.

Los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados se asocian con una alteracion en
la expresion de factores de transcripcion esenciales para la sintesis de colesterol, como el
SREBP-2 y con la disrupcion de la actividad de HMG-CoA reductasa. Estudios previos han
demostrado que el péptido AB en su forma oligomérica, inhibe la sintesis de colesterol de
manera dependiente de la dosis y el tiempo en neuronas corticales. Esto se asocié con una
disminucién en la activacion de SREP-2 y una regulacion negativa de genes involucrados

en la sintesis de colesterol (Mufioz et al., 2022).

Asi mismo, se ha reportado que la exposicion al péptido AB induce estrés en el
reticulo endoplasmico de las células B pancreaticas, lo cual desencadena mecanismos de
respuesta al daio celular que culminan en apoptosis (J.-H. Lee & Lee, 2022). Este proceso
compromete la viabilidad y funcionalidad de las células, favoreciendo el desarrollo de

disfuncion pancreaticay alteraciones en la secrecion de insulina.
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Finalmente, sugerimos la existencia de una interaccion sinérgica entre el MetS y la
neurotoxicidad producida por el péptido AB, que potencia la disfuncion del metabolismo
de hidratos de carbono y de lipidos. Esto se propone tras analizar los resultados del grupo
HCD+AR1-42, el cual presentd un incremento significativo de las concentraciones de
triglicéridos, glucosa e insulina, asi como de los indices HOMA-IR y HOMA-B.
Adicionalmente, este perfil se acompafié de una disminucidn en los niveles de colesterol

total, HDL-C y el indice HOMA-S.

En conjunto los mecanismos previamente descritos podrian explicar la coexistencia
de una disfuncién pancreatica, resistencia a la insulina exacerbada y alteraciones en el
metabolismo lipidico. Asi, lacombinacion de MetS con EA potencia un entorno metabdlico
adverso que podria acelerar tanto la neurodegeneracion, la pérdida de masa musculary

la funcionalidad sistémica.

En este sentido, uno de los mecanismos asociados con la patogénesis de la EA es la
resistencia a la insulina (Akhtar & Sah, 2020; Dewanjee et al., 2022; Doust et al., 2022; Kim
& Arvanitakis, 2023). Por este motivo, nuestro primer objetivo fue determinar la

concentracion de insulina a nivel hipocampal en los modelos de estudio.

Los resultados mostraron un aumento significativo en las concentraciones de
insulina hipocampal en los tres grupos experimentales respecto al grupo control, siendo
mayor en los grupos expuestos a dieta hiperglicida. Ademas, al comparar el grupo HCD
frente al grupo AB1-42 y el grupo HCD+AR1-42 frente al HCD, se observé un aumento
significativo de insulina en el modelo con MetS, lo que sugiere un papel relevante de esta

condicion clinica en la acumulacion cerebral de insulina.
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En este sentido, proponemos que el MetS induce un incremento en las
concentraciones de insulina a nivel cerebral, posiblemente como consecuencia de un
mayor transporte de insulina periférica mediado por el receptor de insulina a través de la
barrera hematoencefalica (BHE) (van der Heide et al., 2006). Este proceso podria estar
potenciado por la disfuncién de la BHE inducida por la inflamacion sistémica y el estrés
oxidativo caracteristicos del MetS, los cuales han sido asociados con un aumento de la

permeabilidad de dicha barrera (Dash et al., 2025; Gambini & Stromsnes, 2022).

Por otra parte, la presencia del péptido AB1-42 también podria relacionarse con un
incremento de la insulina cerebral por mecanismos diversos. Uno de los mas relevantes
corresponde a la inhibicion de la enzima degradadora de insulina (EDI), la cual cumple con
un papel dual en la degradacion de la insulina y del péptido AB. Bajo condiciones
patoldgicas, como en la EA donde existe un aumento del AB, se ha propuesto que la EDI
prioriza la degradacion del péptido AB, disminuyendo asi su capacidad para degradar la

insulinay favoreciendo su acumulacion cerebral (Akhtar & Sah, 2020; Tian et al., 2023).

A su vez, el equilibrio entre la sintesis y la eliminacion del péptido AR representa un
factor critico en la progresion de la EA. Diversos estudios han sefialado que un aumento
sostenido de insulina cerebral puede interferir con la funcidn de la EDI, compitiendo con
el péptido AR como sustrato y reduciendo su degradacion (Tian et al., 2023; H. Zhang et
al., 2018). Por este motivo para dar seguimiento a nuestro primer objetivo, cuantificamos

la concentracidn de enzima degradadora de insulina en cerebro.

Nuestros resultados sugieren que el MetS compromete la expresion y actividad de
la EDI a nivel cerebral, esto tras identificar que el grupo HCD mostré una disminucion
significativa en la concentracion de EDI respecto al grupo control. De manera similar, el
grupo HCD+AP1-42 mostré una reduccion significativa, lo que sugiere un efecto sinérgico

cuando ambas condiciones clinicas estan presentes.
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Por el contrario, el grupo AB1-42 no presentd diferencias significativas respecto al

grupo control.

Existen diversos mecanismos que pueden estar relacionados con dichas
modificaciones. El estado proinflamatorio y prooxidante asociado al MetS puede alterar la
expresion de genes involucrados en la sintesis de la enzima (gen IDE), mediante la
activacion de vias de sefializacion como NF-kB y JNK, que han sido implicadas en la
inhibicidn transcripcional de esta enzima (Feng et al., 2020; Suryavanshi & Kulkarni, 2017).
Ademas, se ha descrito que hiperglucemias cronicasy la resistencia a la insulina alteran la
expresion génica y la estabilidad postraduccional de la enzima, reduciendo su actividad

(Solinas & Becattini, 2017).

De esta manera, la disminucién de la EDI no solo compromete la degradacion
eficiente de insulina promoviendo un estado de hiperinsulinemia, sino que también
interfiere con el aclaramiento cerebral de AB, contribuyendo al ambiente neurotoxico. En
este contexto, el MetS podria representar un factor de riesgo clave para la progresion de
enfermedades neurodegenerativas como la EA a través de disfuncion metabdlica e

insuficiencia enzimatica.

Por otra parte, en condiciones patoldgicas como Obesidad o MetS, estudios
reportan alteraciones en la expresion, sintesis y activacion del receptor de la insulina en
6rganos sensibles a insulina (higado, musculo esquelético y tejido adiposo) y se ha
propuesto que dicho comportamiento se puede replicar a nivel cerebral (S. Guo, 2014; A.
B. Kim & Arvanitakis, 2023b; McNay & Pearson-Leary, 2020; Sedzikowska & Szablewski,
2021).

107



“Estudio de la relacion de hiperinsulinemia hipocampal con la apariciéon de marcadores de
neurodegeneracion asociados a la Enfermedad de Alzheimer en un modelo de rata con Sindrome Metabdlico”

En estudios realizados previamente por nuestro equipo de investigacion,
identificamos que ratas expuestas por 3 meses a dietas hipergllcida e hiperlipidica,
presentaron un aumento de la inmunorreactividad del receptor de la insulina en nicleos
cerebrales como hipotalamo, hipocampo y corteza frontal y temporal (Fuentes et al.,
2023). Por este motivo, nuestro segundo objetivo fue identificar al receptor de insulina'y

su activacion a nivel hipocampal de los modelos de estudio.

Nuestros resultados del analisis del receptor de insulina total muestran que el grupo
HCD presentd un incremento significativo del indice de células inmunorreactivas en las
tres regiones hipocampales (CA1, CA3y GD) respecto al grupo control. Esto permite sugerir
que la exposicidon a una dieta hiperglicida y la consecuente hiperinsulinemia cerebral
puede inducir una regulacion positiva en la expresion del receptor de insulina a nivel
hipocampal. Este incremento en el receptor podria representar una respuesta adaptativa
del sistema nervioso central para contrarrestar la disminucion en la sensibilidad a la

insulina (M. Li et al., 2022; Payankaulam et al., 2019).

Sin embargo, a pesar del aumento en la expresion del receptor, se observo una
disminucion en su activacion, evidenciada por la reduccidn en la fosforilacidn en tirosina
del receptor de insulina. Este hallazgo sugiere la presencia de resistencia a la insulina a
nivel cerebral asociada con la ingesta de dietas ricas en azlcares simples. Las cuales
inducen alteraciones en la sefializacion de la insulina que incluyen una disminucién en la
fosforilacion de IRS-1 y AKT, asi como una activacion de la via mTOR contribuyendo a la

disfuncion sinaptica y cognitiva (M. Li et al., 2022; Payankaulam et al., 2019).

Respecto a la exposicion del péptido AB1-42, estudios han demostrado que los
oligdmeros pueden activar la via de sefializacion de JNK lo que conduce a la fosforilacion
de IRS-1 en residuos de serina, inhibiendo su funcién y promoviendo su degradacion (X.

Zhang et al., 2016).
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Este proceso interfiere con la sefializacion de la insulina en células hipocampales,
exacerbando la resistencia a la insulina y contribuyendo a la neurodegeneracion presente

en la EA (Bomfim et al., 2012b).

Por lo tanto, la combinacion de MetSy la presencia de AB1-42 podria tener un efecto
sinérgico negativo sobre la sefializacion de insulina en el hipocampo, comprometiendo
tanto la expresion como la activacion del receptor de insulina, favoreciendo el deterioro

cognitivo.

En otro sentido, diversos autores sugieren que la fosforilacion y activacion de la
proteina GSK3[ representa un factor clave en la fisiopatologia de la EA. Esta relacion
ocurre al favorecer la fosforilacion de la proteina tau, la produccion de péptido B-amiloide
y por consecuencia la alteracion en neurogénesis y en la funcidn sinaptica (Hooper et al.,

2008; Lauretti et al., 2020; Sayas & Avila, 2021).

Estudios han reportado que, en cerebros de pacientes con EA, GSK3[3 se encuentra
altamente activa, ademas la desregulacion de esta cinasa afecta el metabolismo del
péptido B-amiloide y de tau. Por este motivo el tercer objetivo fue evaluar los cambios en

la fosforilacion de GSK3 en el hipocampo de los modelos de estudio.

Los resultados del analisis de la proteina GSK3pB total mostraron un aumento
significativo del indice de inmunorreactividad en las regiones CA1, CA3 y GD hipocampal
en los tres grupos experimentales. En contraste, el grupo expuesto Unicamente al péptido

AB1-42, presento el menor aumento relativo.

Por su parte, el analisis de GSK3p fosforilada en tirosina 216 (forma activa de la
enzima), mostrd un patrén similar, con incrementos significativos en todas las regiones
hipocampales de los tres grupos experimentales. El grupo HCD+AB1-42 mostro los valores

mas altos, mientras que el grupo AB1-42 presentd nuevamente el menor incremento.
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Estos hallazgos sugieren que el MetS inducido por la dieta hiperglicida favorece una
mayor activacion de GSK3p, al aumentar su fosforilacion en tirosina 216, mecanismo que
se ha asociado con un estado de hiperactivacion de esta cinasa (S.-H. Lee et al., 2022).
Dicha activacion ha sido reconocida con procesos de resistencia a la insulina, estrés
oxidativo y neuroinflamacién, condiciones tipicamente exacerbadas en el MetS (Gao et al.,

2021).

Por otro lado, también se ha reportado que el péptido AB1-42 puede activar a GSK3f3
a través de vias independientes de estrés celular, alterando la sefializacion de insulina y
contribuyendo a la fosforilacion patoldgica de la proteina tau en neuronas hipocampales

y corticales (Hooper et al., 2008)

En conjunto, estos resultados sugieren que tanto el MetS como el AB1-42 de manera
independiente inducen la activacion de GSK3[B en hipocampo, pero cuando ambas
condiciones clinicas estan presentes de manera simultanea, la fosforilacion en tirosina 216
se potencia significativamente, favoreciendo un estado de hiperactivacion de quinasa.
Este fendmeno se relaciona con la neuroinflamacidn, el dafio sindptico y la fosforilacion

anormal de proteinas implicadas en la fisiopatologia de la EA, tales como tau y APP.

Por esta razon, como objetivo final del presente estudio, se evaluaron los
principales marcadores histopatolégicos asociados con la EA, enfocandonos en el analisis
de la proteina tau, la proteina precursora de amiloide (APP), la presencia de agregados

proteicos, la degeneracion celular, la inflamacidn y el deterioro en la conducta.

La proteina tau (proteina asociada a los neurotubulos), desempefia un papel crucial
en la estabilidad del esqueleto neuronal. Diversos estudios han demostrado que en modelos
murinos knockout para el receptor de insulina, la hiperinsulinemia periférica puede inducir

una hiperfosforilacion patoldgica de tau (sello distintivo de la EA).
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Este proceso parece estar mediado por la via IRS/PI3K/AKT. La cual en condiciones
normales regula negativamente a GSK3p a través de la activacion de PKB, lo que a su vez
previene la fosforilacion excesiva de tau (Engel et al., 2006; Imahori & Uchida, 1997a; Y. Liu
et al., 2008; Spolcovd et al., 2014; You et al., 2022). Sin embargo, los mecanismos
moleculares que regulan esta cascada en condiciones patoldgicas alin no se comprenden

completamente.

Nuestros resultados mostraron que los tres grupos experimentales presentaron un
aumento significativo en los niveles de tau total en las tres regiones hipocampales en
comparacion con el grupo control. No se observaron diferencias entre los grupos HCD y AB1-
42, pero si un incremento significativo en el grupo HCD+AB1-42 respecto a ambos, lo cual

sugiere un efecto aditivo.

Respecto a la tau fosforilada en Ser404, Ser 396 y Ser262, se observd un patron
similar. Los tres grupos experimentales mostraron un incremento significativo en todas
las regiones hipocampales respecto al grupo control. Al comparar los grupos HCD y AB1-
42, este Gltimo mostré mayores niveles de fosforilacion, especialmente en los residuos Ser
396 y Ser 404. Finalmente, el grupo HCD+AB1-42 presentd los niveles mas elevados en
todas las regiones, indicando una potenciacion del efecto cuando ambas condiciones

clinicas coexisten.

Estos hallazgos permiten sugerir que el MetS favorece un aumento tanto de la
expresion como de la hiperfosforilacion de tau. Este efecto podria estar relacionado con la
disrupcion de la via de la insulina IRS/PI3K/AKT en el cerebro ocasionada por la
hiperinsulinemia cerebral. Una consecuencia de esta alteracion es la activacién anémala de
GSK3B, quinasa responsable de fosforilar tau en multiples residuos patolégicos (Ser 396,
Ser 404 y Ser 262), lo que promueve su agregacion y pérdida de funcionalidad (Kimura et

al., 2014; Song et al., 2022; Wegmann et al., 2021).
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Ademas, se ha propuesto que el estrés inflamatorio y oxidativo inducido por el MetS
podria activar a cdk5 de manera patoldgica a través de la generacion de p25, lo que
incrementaria su capacidad de fosforilar tau en sitios similares a los de GSK3p,
contribuyendo a la formacion de ovillos neurofibrilares y la disfunciéon sinaptica (Kimura

et al., 2014; Requejo-Aguilar, 2023; Singh et al., 2024).

Por otra parte, nuestros resultados respaldan la hipotesis de que el péptido AB1-42
también promueve la fosforilacion y agregacion de tau, posiblemente a través de
mecanismos que incluyen la inhibicion de la via de sefalizacion de insulina por
fosforilacion inhibitoria de IRS y AKT, la internalizacion del receptor de insulina y la
activacion de GSK3pB y cdk5, tal como lo han demostrado Shin et al. (2019) y Janeiro et al.
(2020).

En conjunto estos resultados sugieren que la coexistencia de AP1-42 y MetS
exacerba de manera sinérgica la patologia mediada por tau. Lo cual podria asociarse con
una mayor concentracion de AB1-42, una hiperactivacion de las quinasas implicadas y un
deterioro en la sefializacion de insulina hipocampal, favoreciendo el avance y la severidad

de las alteraciones neurodegenerativas observadas en la EA.

Por otra parte, el péptido AR se genera a partir del procesamiento proteolitico
secuencial de la proteina precursora de amiloide (APP) mediado por las enzimas By vy
secretasa en la via amiloidogénica (Wahl et al., 2017). Un factor clave en esta dinamica es
la fosforilacion de APP, que regula su trafico intracelular y su procesamiento proteolitico.
En particular la fosforilacion en treonina 668 (Thr668) se ha identificado como un evento
crucial que modula tanto la localizacion como la escision amiloidogénica de APP

(Baltissen et al., 2023; Kellar & Craft, 2020).
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Los resultados mostraron que los tres grupos experimentales presentaron un
incremento significativo en la inmunorreactividad de APP total en las regiones CAl, CA3y
GD en comparacion con el grupo control. El grupo AB1-42 incrementd en mayor medida que
el grupo HCD en todas las regiones evaluadas. Ademas, el grupo HCD+AB1-42 present6
niveles significativamente superiores de APP total comparado con el grupo HCD en todas
las regiones y respecto al grupo AB1-42 en CAl y CA3, lo que sugiere un efecto sinérgico

cuando ambas condiciones clinicas estan presentes.

El andlisis de APP-p en Thr668 mostré un patrén simular. Los tres grupos
experimentales presentaron un aumento significativo en la inmunorreactividad en
comparacion con el grupo NCD. El grupo AB1-42 mostro niveles significativamente mas
altos que el grupo HCD y el grupo HCD+ AB1-42 presentd los niveles mas elevados con
incrementos significativos en las tres regiones hipocampales frente aambos grupos. Estos
hallazgos indican que tanto el MetS como la presencia de AB1-42 favorecen no solo la

sobreexpresion de APP, sino también su fosforilacion en Thr668.

Este fendmeno puede estar mediado por multiples mecanismos. Uno de los mas
importantes es a través de la resistencia a la insulina cerebral inducida por el MetS, la cual
favorece la activacion de cinasas implicadas en la fosforilacion de APP (GSK3, cdk5 y JNK).
Estudios han demostrado que la activacion de cdk5 en condiciones de neurodegeneracion
promueve la fosforilacion de APP en Thr668 (Baltissen et al., 2023). Mientras que la
activacion de JNK favorece el procesamiento amiloidogénico de APP (Feng et al., 2020).
Ademas, el estrés celular generado por condiciones como el MetSy la acumulacién de AB1-

42 también contribuye a la fosforilacion de APP.

Otro mecanismo que podria estar involucrado es la alteracion del equilibrio entre
las vias amiloidogénica y no amiloidogénica. La via no amiloidogénica regulada por la

accion de la a-secretasa, genera el fragmento sAPPa con funciones neuroprotectoras.
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Sin embargo, en condiciones patoldgicas como la EAy el MetS, esta via puede verse
suprimida, favoreciendo la escision por la B-secretasa y la consecuente generacion de AR
(Srivastava et al., 2019; Vetrivel & Thinakaran, 2010) Nuestros resultados apoyan esta
hipdtesis, al observarse un incremento tanto en APP total como en APP fosforilada en
presencia de AB1-42, lo que sugiere una alteracion en el procesamiento proteico que

favorece la formacion de AB.

La cuantificacion del péptido AB1-42 en el hipocampo revelé un incremento
significativo en los tres grupos experimentales respecto al grupo control. Al comparar
entre grupos, el AB1-42 presentdé concentraciones significativamente mayores que el
grupo HCD. Mientras que el grupo HCD+AB1-42 mostré un incremento significativo
respecto al grupo HCD, aunque no se observaron diferencias significativas respecto al
grupo AB1-42. Esto sugiere que la dieta hiperglicida contribuye a incrementar la carga
amiloidea pero no supera el efecto de la administracion directa de AB1-42, aunque si

potencia en ciertos aspectos del procesamiento de APP.

Uno de los mecanismos que podria explicar el efecto del MetS sobre el metabolismo
de AB es el incremento de los niveles de cortisol inducido por el estrés metabdlico. Se ha
demostrado que niveles elevados de cortisol en combinacion con concentraciones
anormales de AB1-42 se asocian con un mayor riesgo de progresion clinica a demencia, lo
que podria estar vinculado a una alteracion en el metabolismo del péptido amiloide
(Udeh-Momoh et al., 2019). Este hallazgo refuerza la hipdtesis de que el MetS, al alterar
multiples rutas moleculares, contribuye al desarrollo y agravamiento de la patologia tipo

Alzheimer.

En conjunto estos resultados permiten proponer que tanto el MetS como la
presencia de AB1-42 incrementan la expresion y fosforilacion de APP, favoreciendo su

procesamiento amiloidogénico y en consecuencia la produccion de AR1-42.
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Cuando ambas condiciones estan presentes, estos efectos se potencian, sugiriendo
un mecanismo patoldgico sinérgico que agrava el perfil neurodegenerativo observado en

la EA.

En adicion a lo previamente mencionado, diversos estudios han demostrado que las
alteraciones en la concentracion y sefializacion de la insulina impactan negativamente en
la estructura y funcion de las neuronas del sistema limbico, particularmente de regiones
como el hipocampo y la corteza cerebral (Ahn et al., 2016; Blazquez et al., 2014; A. B. Kim
& Arvanitakis, 2023b). Las cuales son regiones cerebrales clave para el aprendizaje y la
memoria (Fernandez & Morris, 2018; Slotnick, 2022). Por este motivo decidimos evaluar el

dano neuronal en los tres grupos experimentales.

Nuestros resultados del analisis comparativo evidenciaron una marcada
neurodegeneracion en los tres grupos experimentales en comparaciéon con el grupo
control. Caracterizada por alteraciones morfoldgicas tipicas de dafio neuronal, como
nucleos hipercromaticos, espongiosis, lesiones eosinofilicas y cambios en la forma y
tamafo celular. Este dafio fue particularmente notorio en las regiones CAl y CA3,
sugiriendo una alta vulnerabilidad de estas regiones hipocampales a la

neurodegeneracion.

Cabe destacar que el grupo HCD mostré un patrén de dafio comparable al del grupo
AB1-42, lo que indica que el MetS por si solo puede inducir un deterioro neuronal de
magnitud similar al inducido por la acumulacién de AB. Ademas, el grupo HCD+AB1-42
presentd un agravamiento de las alteraciones estructurales, lo que sugiere un efecto
sinérgico o potenciador entre la disfuncion metabélica inducida por la dieta hiperglicida

y la toxicidad amiloide.
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Este dafio podria estar mediado en parte por la accidon neurotdxica del AB1-42y sus
agregados, los cuales inducen una respuesta oxidativa exacerbada. Entre los mecanismos
asociados se encuentran la peroxidacion lipidica, la consecuente produccion de 4-
hidroxinonenal y la disfuncién de enzimas de transporte idnico como la Na*/K* ATPasay la
Ca?* ATPasa, lo que conduce a un desequilibrio idnico y a la disrupcion de la homeostasis
celular (Fanlo-Ucar et al., 2024) . Ademas, se ha documentado una reduccién en la
actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa, asi como una disminuciéon de
antioxidantes enddgenos como el 17B-estradiol, la vitamina E y la melatonina

(Azargoonjahromi, 2024; Fanlo-Ucar et al., 2024).

Paralelamente, diversos ensayos han demostrado que el AB1-42 puede inducir
procesos apoptoticos al reducir la expresion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 'y
aumentar la expresion de proteinas proapoptéticas como Bax (Mufioz Lépez, 2001). Esta
activacion del eje proapoptético puede estar acompafiada de mecanismos

compensatorios de defensa celular.

Se ha observado que la exposicion a AR puede inducir la translocacidn del factor de
transcripcion NF-kB al ndcleo, promoviendo la expresion de genes involucrados en la
respuesta celular al estrés, asi como un aumento en la expresion de proteinas
citoprotectoras como la hemooxigenasa-1 (HO-1) (Kaltschmidt et al., 1997; Kitamura et al.,
1997). Esta proteina ha sido implicada en la proteccion neuronal frente a condiciones
criticas como isquemiay estrés oxidativo, lo que podria representar una via adaptativa de

defensa en condiciones neurotdxicas.

En cuanto al modelo de MetS, el dafio celular observado podria explicarse a través
de multiples mecanismos interrelacionados, incluyendo el aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la peroxidacion lipidica, la pérdida de integridad

sinapticay la muerte neuronal (Diaz et al., 2018b; Trevifio et al., 2015, 2017).
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Estos cambios son consecuencia directa del impacto del ambiente hipercaldrico
inducido por la dieta hiperglicida, que altera el microambiente cerebral y favorece un

estado prooxidante y proinflamatorio.

Ademas, la respuesta inflamatoria crénica asociada al MetS podria promover la
activacion de receptores tipo toll (TLR) y del receptor p75NTR en el sistema nervioso
central, al reconocer sefiales de dafio celular. Esto podria conducir a un incremento en la
produccion de pro-neurotrofinas como pro-BDNF y pro-NGF y a la activacion de receptores
sortilina. Lo que a su vez contribuiria a una disminucion en las neurotrofinas funcionales
(BDNF, Nt-3, Nt-4/5 y B-NGF) (Hachiya et al., 2022). Esta alteracion compromete
gravemente la activacion de rutas de sefializacion fundamentales para la supervivencia

neuronal como PI3K/AKT, MAPK/ERKy PLC-y, desencadenando procesos degenerativos.

En conjunto estos hallazgos indican que tanto el MetS como la exposicion a AB1-42
inducen un dafio estructural significativo a nivel hipocampal. No obstante, la combinacion
de ambas condiciones parece exacerbar el deterioro neuronal, lo cual podria explicarse
por la activacion simultanea y sostenida de mecanismos prooxidantes, proinflamatorios y
proapoptdticos. Este perfil de dafio sinérgico podria representar una via clave mediante el
cual el MetS actia como factor de riesgo y acelerador de la neurodegeneracion tipo

Alzheimer.

Finalmente, nuestros resultados obtenidos a través de las pruebas conductuales
refuerzan la evidencia previa de que la disfuncidon metabdlica inducida por el consumo
cronico de dietas hipergllcidas tiene un impacto negativo sobre funciones cognitivas
complejas, particularmente la memoria. El establecimiento del modelo con MetS y AR
permitio evaluar de manera integral los efectos neuroconductuales derivados de estos

factores.
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En la prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT) se observé que, si
bien no se encontraron diferencias significativas en la actividad motora y en la capacidad
para reconocer objetos similares entre los grupos, los indices de discriminacion de
memoria a corto y largo plazo se vieron significativamente reducidos en todos los grupos
experimentales en comparacion con el grupo control. Esta disminucion, especialmente
atenuada en el grupo HCD+ AP1-42 indica una alteracion en los procesos de consolidacion
y recuperacion de la memoria, lo cual podria estar relacionado con la disfuncion sinaptica

e hipocampal previamente documentada en este modelo.

El déficit observado en la memoria a corto plazo sugiere que tanto el MetS como la
exposicion a AB1-42 comprometen la capacidad del sistema nervioso para procesar e
integrar informacién nueva. Mientras que la disminucidon alin mas pronunciada en la
memoria a largo plazo, particularmente en el grupo HCD+AB1-42, apunta a una alteracion
en los mecanismos neurobioldgicos implicados en la consolidacion de la memoria.
Posiblemente mediados por disrupciones en la plasticidad sinaptica, alteraciones

neuroquimicasy dafio estructural en regiones clave como el hipocampo.

Estos hallazgos coinciden con estudios previos que han demostrado que dietas
hipercaldricas ricas en carbohidratos de carbono simples y grasas saturadas inducen
alteraciones en los neurotransmisores como el glutamato, la dopamina, la serotoninay el
GABA, afectando la funcién neuronal en regiones como hipocampo, la amigdala y la
corteza prefrontal (Cen et al., 2024b; Labban et al., 2020; Saltiel & Olefsky, 2017; Twarowski
& Herbet, 2023). Especificamente, se ha documentado un incremento en los niveles de
glutamato y dopamina, junto con una disminuciéon de serotonina, condiciones que
favorecen un microambiente cerebral excitotoxico e inflamatorio, asociado con deterioro

cognitivo y alteraciones conductuales.
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En conjunto los resultados obtenidos fortalecen la hipdtesis de que el MetS por si solo
o en combinacion con el AP1-42 afecta negativamente la funcidn cognitiva,
especificamente la memoria a través de mecanismos moleculares y celulares
convergentes. La exacerbacion del deterioro cognitivo observada en el grupo HCD+AR1-42
sugiere un efecto sinérgico entre la disfuncién metabdlica y la toxicidad amiloide, lo cual

podria representar una via patogénica relevante en la progresion de la EA.

En conjunto los hallazgos obtenidos en el presente estudio evidencian que el MetS
inducido por dieta hiperglicida promueve una cascada de eventos fisiopatoldgicos
asociados a la EA, como la hiperfosforilacion de tau y APP, el aumento en la produccion de
AB1-42, el dafio neuroestructural hipocampaly el deterioro de las funciones cognitivas. La
coexistencia de este entorno metabdlico con la presencia exdgena de AR1-42 exacerba
dichas alteraciones mediante mecanismos convergentes, tales como la activacion
sostenida de vias proinflamatorias, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, alteracion
en el equilibrio neurotréfico y pérdida de la sefializacion sinaptica, lo que conlleva a un
fenotipo neurodegenerativo mas severo. Estos hallazgos refuerzan la nocion de que la
disfuncion metabdlica constituye un elemento etiopatogénico clave en la progresion de
trastornos neurodegenerativos y posicionan al MetS como un modulador critico de la

vulnerabilidad cerebral frente la toxicidad amiloidogénica (Figura 25).
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Figura 25. Diagrama integrador de mecanismos implicados en el desarrollo de neurodegeneracion tipo Alzheimer por MetS. El MetS inducido por dieta
hiperglicida promueve la hiperfosforilacion de tau y APP, el aumento de AB, el dafio neuroestructural hipocampal y el deterioro de las funciones cognitivas. La
coexistencia de este entorno metabdlico con la presencia exégena de AP 1-42 exacerba dichas alteraciones mediante mecanismos convergentes, tales como la
activacion sostenida de vias proinflamatorias, estrés oxidativo, alteracion en el equilibrio neurotrdfico y pérdida de la sefializacion sindptica, lo que conlleva a
un fenotipo neurodegenerativo mds severo. Estos hallazgos refuerzan la nocion de que la disfuncion metabdlica constituye un elemento etiopatogénico clave en
la progresion de trastornos neurodegenerativos y posicionan al MetS como un modulador critico de la vulnerabilidad cerebral frente la toxicidad amiloidogénica.
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11. CONCLUSIONES

1. El MetS inducido por la ingesta cronica de una dieta hiperglicida no modifica la
relacion peso talla, pero si la composicion corporal, favoreciendo principalmente
una pérdida de masa libre de grasa.

2. El MetS favorece un dafio en la estructura de células hipocampales similar al
ocasionado por el péptido AP 1-42, caracterizado espongiosis, lesiones
eosinofilicas y nlcleos hipercromaticos.

3. Laingesta crénica de dietas hiperglicidas exacerban la neurotoxicidad del péptido AR
en hipocampo.

4. ElMetS favorece la fosforilacion de APP (Thr668) y de la proteina Tau (Ser404, Ser396 y
Ser262), lo que asocia con la alteracidn en el metabolismo de sintesis de AB y la
hiperfosforilacion patologica de tau respectivamente. En consecuencia, conduce a
la formacion de precursores de placas neuriticas y marafias neurofibrilares.

5. El MetS genera una respuesta proinflamatoria mediada por astrocitos a nivel
hipocampal, lo que podria contribuir al dafio neurodegenerativo.

6. ElMetS induce hiperinsulinemia cerebral y una disminucion de la EDI, lo que se asocia
con un deterioro en la degradaciéon de AR 1-42 y un aumento en la respuesta

neurotodxica.
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12. PERSPECTIVAS.

Para dar continuidad al proyecto y estudiar con mayor profundidad los
mecanismos implicados en la neurodegeneracion de la EA inducida por el MetS, se
propone analizar la expresion y sintesis de marcadores patoldgicos caracteristicos de la
EA, tales como la proteina precursora amiloide (APP), la B-secretasa (BACE1) y la proteina
tau en su forma fosforilada. Estos analisis permitiran dilucidar el impacto del MetS sobre
los procesos de amiloidogénesis, fosforilacion aberrante de proteinas y deterioro

neuronal.

Adicionalmente, se plantea examinar a detalle la via de sefializacion de la insulina
IRS/PI3K/AKT enfocandose en su relacion con la sintesis del péptido AB vy la fosforilacion
patoldgica de tau. Para ello, se propone evaluar la actividad intrinseca tirosina cinasa del
receptor de insulina y su distribucién subcelular, asi como la fosforilacidn inhibitoria de
IRS y AKT. Asi mismo, se propone analizar mediadores de estrés celular y neuroinflamacion
como IKB, TNF-a y JNK, junto con las concentraciones intracelulares de calcio, dada su

implicacion en la disfuncion sinaptica y la muerte neuronal.

Para llevar a cabo estos objetivos y caracterizar los cambios moleculares y
estructurales se propone realizar la evaluacion mediante Western blot,
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, RT-gPCR y microscopia confocal. Asi mismo,
se plantea el uso de ensayos funcionales para evaluar neurogénesis (DCXy BrdU) y pruebas
conductuales (NORT y Laberinto acuatico de Morris) para correlacionar los cambios

metabdlicos con alteraciones funcionales.
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14. ANEXOS.

Anexo 1. Los documentos anexos se pueden encontrar en la carpeta de Drive, dando

clic a la siguiente liga:

https://drive.google.com/drive/folders/10SFTIGiha7-ByxoOfH4fMzlqTOJ53F-

2?usp=sharing
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