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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia méas comun. En los
ultimos afios su prevalencia se ha incrementado preocupantemente,
considerandose la epidemia del siglo XXI. Hasta ahora solo se han conseguido
desarrollar farmacos capaces de retrasar el avance de la enfermedad, pero
ninguno de ellos ha sido capaz de curarla. Esto podria deberse a que la
patofisiologia de la EA comienza décadas antes de que aparezcan los sintomas
clinicos, por lo que la intervencion terapéutica en la fase de demencia es
demasiado tardia. Por otro lado, diferentes estudios han relacionado el
consumo de una dieta rica en grasa, la cual puede llevar a obesidad y a diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2), con un mayor riesgo de desarrollar EA. Sin embargo,
las vias moleculares que relacionan ambas patologias todavia no han sido
descritas completamente, necesitandose nuevas investigaciones sobre posibles

mecanismos que relacionen las alteraciones metabolicas y las cognitivas.

Por ello, el primer estudio de esta tesis estuvo centrado en conocer el papel del
receptor PPARP/6 en el desarrollo del déficit cognitivo y las consecuencias de
su asociacion con una dieta rica en grasa, pudiendo representar una interesante
diana para el control de la EA antes de su aparicion. Este estudio se llevo a
cabo en ratones PPARP/S”" de seis meses de edad alimentados con una dieta
rica en grasa. En ¢l, se demostr6 que estos ratones presentaban una
disminucién del nimero de espinas dendriticas y marcadores sinapticos,
hechos que fueron acompafiados por la alteracion de la memoria. Ademas,
también se observo un aumento de la activacion astrocitica y microglial, junto
con un aumento de biomarcadores neuroinflamatorios. Asimismo, este estudio
mostrd una alteracion de la via del receptor de la insulina a nivel hipocampal.
Interesantemente, mientras que algunas alteraciones causadas por la falta del

receptor PPAR/S no se vieron afectadas por la alimentacion con la dieta rica

XV



en grasa, otras sufrieron una exacerbacidon o necesitaron la combinacion de

ambos factores.

Por otro lado, la EA se caracteriza por su caracter multifactorial en la que
numerosas vias moleculares se ven afectadas. Por este motivo, el desarrollo de
moléculas multidiana esta tomando mas protagonismo, y en la segunda parte
de la presente tesis se estudio el farmaco multidiana rheina-huprina (RHE-
HUP), inhibidor de la acetilcolinesterasa (AchE) y de la agregacion de Tau,
como posible tratamiento de la EA exacerbada por una dieta rica en grasa. En
este trabajo, la inyeccion intraperitoneal de esta molécula a ratones hembra
APP/PS1 de seis meses de edad alimentados con una dieta rica en grasa redujo
los principales eventos caracteristicos de la EA, incluyendo 1la
hiperfosforilacién de Tau, los niveles de ABs> y la formacion de placas. Todo
ello fue acompanado de un aumento de diferentes proteinas sindpticas y
factores neurotrdficos y de un incremento del numero de espinas dendriticas,
lo que resultdé en una mejora de la memoria. Es de destacar que la mejora
observada en este modelo puede ser atribuida directamente a una regulacion a
nivel central, ya que no se observaron modificaciones de las alteraciones
periféricas originadas por la dieta rica en grasa. En resumen, esta tesis doctoral
demuestra que la falta del receptor PPARP/6 a nivel cerebral constituye no solo
un nuevo factor de riesgo para la pérdida cognitiva en desérdenes
neuroldgicos, sino que también se trata de una proteina clave dirigida a las vias
fundamentales que conducen al deterioro de la memoria y a la EA, y que el
farmaco RHE-HUP es un posible candidato para el tratamiento de la EA,
incluso en presencia de alteraciones metabolicas, gracias al efecto observado
en la mejora de algunos de los eventos neuropatoldgicos mas importantes de

esta enfermedad.
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1. La demencia y la enfermedad de Alzheimer

1. La demencia y la enfermedad de Alzheimer

«Demencia» originalmente significa «fuera de la mente de uno mismo», del
latin de (fuera de) y mens (la mente). Al comienzo del sigo XIX, Esquirol
definid la demencia teniendo en cuenta no solo las caracteristicas cognitivas
del trastorno, con deterioro de la memoria y del pensamiento en la vida
cotidiana, sino también sus otras manifestaciones, como la apatia, el deterioro
del comportamiento social, agresividad ocasional, iras delirantes y
alucinaciones (Pinel, 1806). Esto deja patente lo extendidos que estan los
cambios en el cerebro, y que el impacto de la demencia en las personas, las
familias y las comunidades es muy profundo. Por todo ello, hay que destacar
la importancia de no solo tratar efectivamente esta condicion, sino también de

prevenirla.

La demencia, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define
como un sindrome —generalmente de naturaleza cronica o progresiva—
caracterizado por el deterioro de la funcion cognitiva mas alla de lo que podria
considerarse una consecuencia del envejecimiento normal. La demencia afecta
a la memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el calculo, la
capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio, entre otros. Sin embargo, la
conciencia no se ve afectada. El deterioro de la funcidén cognitiva suele ir
acompafiado, y en ocasiones es precedido, por el deterioro del control

emocional, el comportamiento social o la motivacion.

Las formas de demencia son multiples y diversas. La mas comun de todas ellas
es la enfermedad de Alzheimer (EA), ya que se calcula que representa entre un
60 % y un 70 % de los casos (Crous-Bou et al., 2017; Lane et al., 2018). Pero
existen otras formas frecuentes de demencia como son: la demencia vascular,

la demencia por cuerpos de Lewy y un grupo de enfermedades que pueden
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Introduccion

contribuir a la demencia frontotemporal (degeneracion del 16bulo frontal del
cerebro) (Dening & Sandilyan, 2015). Los limites entre las distintas formas de
demencia son difusos y muchas veces coexisten formas mixtas (James et al.,

2012; Kapasi et al., 2017).

Tal y como se acaba de senalar, la EA es la causa de demencia méas comun en
los ancianos. Es un trastorno neurodegenerativo progresivo que va privando al
paciente de su funcidén cognitiva, y, finalmente, causa la muerte (Blass &

Gibson, 1991; J. L. Cummings & Cole, 2002).

La EA fue descrita por Alois Alzheimer en 1906 gracias a Auguste Deter, una
paciente que a la edad de 51 afos ingreso en el Hospital de Frankfurt debido a
un llamativo cuadro clinico caracterizado por una pérdida rapida y progresiva
de la memoria ademas de alucinaciones, desorientacion, paranoia, trastornos
de la conducta y un grave trastorno del lenguaje. La enferma murid tras
permanecer cuatro afios y medio hospitalizada. En la etapa final se encontraba
completamente apatica y confinada en la cama en posicion fetal, incontinente,
y, finalmente, aparecieron tUlceras de decubito y neumonia, que fueron las
verdaderas causas de su muerte. Tras esta, Alois Alzheimer estudio el cerebro,
describiendo la presencia de placas seniles (PS), ovillos neurofibrilares (ONF)
y cambios ateroesclerodticos cerebrales (Davies et al., 1980; Guerra et al.,

2014).

1.1. Clasificacion de la enfermedad

La EA puede ser clasificada atendiendo a diferentes criterios. En este caso nos
centraremos en la clasificacion segun la implicacion del factor genético,

distinguiendo la forma familiar y la idiopatica.



1. La demencia y la enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Alzheimer familiar

La EA familiar, o también conocida como EA temprana, es una forma de la
enfermedad poco comin. De hecho, corresponde a menos de un 3 % del total
de casos y afecta a personas de menos de 65 afos, que ademas presentan un
historial positivo de demencia en su familia (Lista et al., 2015; L. Wu et al.,
2012). Aunque clinicamente no existen grandes diferencias con la forma

esporadica, este tipo tiene una progresion mucho mas répida.

La EA familiar es heredada de forma autosémica dominante y puede afectar a
tres genes: el gen que codifica para la proteina precursora amiloide (APP, del
inglés amyloid precursor protein), Presenilina 1 (PSENI) y Presenilina 2
(PSEN2) (Levy-Lahad etal., 1995; Lista et al., 2015; Piaceri et al., 2013). Estos
genes estan implicados en la formacion de las placas de B-amiloide (AB) y en
el procesamiento de la proteina transmembrana APP. Ademas, de los tres, las
mutaciones que ocurren en PSENI son mas frecuentes que aquellas que

ocurren en APPy PSEN2.

Enfermedad de Alzheimer idiopatica

La EA idiopatica, o de inicio tardio, constituye la forma mas comun de la
enfermedad. Generalmente aparece a partir de los 65 afios y se caracteriza
porque, a pesar de que la edad constituye el principal factor de riesgo, se ha
visto que elementos genéticos y medioambientales pueden también influir en
las manifestaciones de la patologia, como la dieta, la obesidad o el tabaquismo

(Lista et al., 2015; Piaceri et al., 2013).

1.2. Epidemiologia

El envejecimiento de la poblacion se ha convertido en un fendémeno universal.
Los informes del Programa de Naciones Unidas sobre el Envejecimiento y de
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Introduccion

los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de EE. UU.
prevén que el nimero de personas de mas de 65 afios en el mundo pase de 420
millones en el afio 2000 a casi 1 000 millones en el 2030, incrementando asi la
proporciéon de personas mayores del 7 % al 12 % (United Nations Ny.
Department of Economic and Social Affairs, 2002). Debido a que la
prevalencia de la EA est4 fuertemente asociada con la edad, se prevé que esta
planteara enormes desafios a los sistemas de salud publica y de atencion a las
personas mayores en todos los paises del mundo. Actualmente, el nimero de
pacientes con EA ronda los 26,6 millones de casos, llegando a cuadriplicarse
en 2050 (C. Qiu, Kivipelto, & von Strauss, 2022). Este incremento del numero
de casos, el aumento de la esperanza de vida y la falta de tratamientos efectivos
convierte a la EA en uno de los grandes problemas a los que deberan hacer

frente los paises a nivel mundial.

1.3. Neuropatologia de la EA

A nivel macroscépico, el principal cambio observado en un cerebro con EA es
la atrofia cortical bilateral y difusa. Las manifestaciones superficiales de la
atrofia cortical incluyen el estrechamiento de los giros y el ensanchamiento de
los surcos cerebrales. Ademads, también se produce una atrofia de las zonas
hipocampal, parahipocampal y de la amigdala, acompafiadas de una
disminucion del peso y del volumen cerebral. Aunque todas estas
caracteristicas son utiles en la evaluacién inicial de los cerebros de pacientes
con demencia, ninguna de ellas es especifica de la EA. Por ello, se necesita una
evaluacion a nivel microscopico para su diagnostico (DeTure & Dickson,

2019; Mott & Hulette, 2005).

A nivel microscopico, la EA se caracteriza principalmente por la acumulacion

de AP (constituido por 40-43 aminodcidos) en PS a nivel extracelular y de
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hebras helicoidales de proteina Tau hiperfosforilada en ONF a nivel
intracelular. La deposicion de estos agregados proteicos va acompafiada de
respuestas moleculares y celulares complejas que dan lugar a fallo sinaptico,
neuroinflamacién y, finalmente, muerte neuronal progresiva (Congdon &

Sigurdsson, 2018) (Figura 1).

CEREBRO SANO CEREBRO ENFERMO

Qvillos Placas de p-amiloide
neurofibrilares

' Pérdida
Neurona i Atrofia sindptica

| cerebral
i

Astrocito . é ; ? ! E

Microglia Microgliosis Astrogliosis

Figura 1. Principales eventos neuropatologicos de la EA. Fuente: Congdon & Sigurdsson,

2018 (Adaptado).

Sin embargo, se han encontrado PS y ONF en cerebros con un envejecimiento
normal. En la cohorte de Nun Study, el 12 % de los participantes con una
cognicion intacta en el momento de la muerte presentaba una gran cantidad de
PS y de ONF en el examen post mortem (Riley et al., 2005). Ademas, diferentes
estudios han demostrado que la presencia de formas neurotoxicas solubles de
APy Tau se correlacionaban en mayor medida con una alteracion de la funcion
sindptica y de la memoria que los propios ONF y PS (Z. Berger et al., 2007,
Hampton et al., 2010; Z.-X. Wang et al., 2016). Esto sugiere que, aunque es
probable que las PS y los ONF son instigadores de la enfermedad, otros
mecanismos son directamente responsables de las respuestas del tejido

cerebral, como por ejemplo la pérdida neuronal y sindptica, que en ultima
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instancia resultan en cambios funcionales y deterioro de la cognicion,
caracteristicos de la EA. De hecho, diversos estudios recientes han mostrado
como la progresion de la pérdida cognitiva va mas asociada a la pérdida
sindptica y neuronal que a la propia presencia de PS y ONF, aumentado el
protagonismo de las conexiones sinapticas en el desarrollo de la enfermedad

(Herms & Dorostkar, 2016; C. K. Walker & Herskowitz, 2021).

Para afiadir una mayor complejidad, estudios previos han demostrado que las
caracteristicas patofisiologicas de la EA comienzan décadas antes de que los
sintomas clinicos se hagan patentes (Han et al., 2018; Sperling et al., 2011).
Debido a la gran pérdida neuronal que se da en la fase de demencia, la
intervencion terapéutica para la EA en esta etapa es demasiado tardia: por ello,
es importante buscar signos tempranos que ayuden a la profilaxis. Estas sefiales
se buscan sobre todo en el deterioro cognitivo leve (MCI, del inglés mild
cognitive impairment), la zona fronteriza entre el envejecimiento sano y la EA.
Mientras que se sabe que esta ultima provoca dafios irreversibles en el cerebro
y compromete de forma inequivoca el funcionamiento cotidiano, el MCI se
caracteriza por una relativa preservacion de las capacidades cognitivas
normales. De esta forma, los pacientes experimentan un cierto deterioro
cognitivo, suficiente para que las actividades cotidianas exijan un mayor
esfuerzo (Almeida & Radanovic, 2022), sin que haya evidencia de
biomarcadores de la EA o siendo esta sea incierta (Dubois et al., 2010). A
diferencia del MCI, la fase prodromica de la EA se caracteriza porque, ademas
de pérdidas de memoria episddicas que no se pueden considerar demencia, si
que aparecen biomarcadores en el liquido cefalorraquideo o de imagen, que
muestran la presencia de cambios patologicos de la EA (Dubois et al., 2010;
Han et al., 2018). Existen dos tipos principales de MCI: el MCI amnésico y el
no-amnésico. Aquellos pacientes que presentan el tipo amnésico tienen un

mayor riesgo de progresion a EA, mientras que aquellos con el tipo no-
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amnésico podrian progresar hacia otras posibles demencias, como la demencia
frontotemporal. No obstante, estos tltimos presentan con frecuencia patologia
de EA y pueden acabar evolucionando a EA clinica (Han et al., 2018; Wolk &
Vaishnavi, 2016). En definitiva, este periodo intermedio sin demencia es
fundamental para que los médicos inicien el tratamiento y definan el
diagnostico y el pronostico, logrando en el futuro, con un poco de suerte,

disminuir la incidencia de la enfermedad.

1.4. Eventos patogénicos de la EA

En los mas de ciento diez afios transcurridos desde que se diagnosticd por
primera vez la EA, se han propuesto muchos mecanismos patogénicos
relacionados con la enfermedad. Sin embargo, casi todos los ensayos clinicos
han fracasado en el intento de identificar algin tratamiento eficaz para pararla.
Es por ello por lo que hoy en dia coexisten numerosas hipdtesis que intentan
explicar los mecanismos patoldgicos de la EA, como son: el estrés oxidativo,
la disfuncion mitocondrial, la hipotesis glutamatérgica, la acumulacién del
péptido AP, la neuroinflamacidn, la hiperfosforilacién de la proteina Tau, el
papel del sistema colinérgico o la alteracion de las espinas dendriticas. Esta

tesis se centrara en las siguientes.
1.4.1. Acumulacion del péptido Ap

Las PS se forman debido a la sobreproduccion y la acumulacién del péptido
AB (en concreto los péptidos ABao y AB42). E1 APz resulta ser mas hidrofébico,
mucho mas insoluble y tiende a formar agregados, siendo el componente
principal de las PS (Jarrett et al., 1993; Maccioni et al., 2001; T. Qiu et al.,
2015). Estos péptidos se forman debido a la escision de la proteina APP por
distintas proteasas. La proteina APP es una proteina transmembrana tipo I, con

el extremo amino-terminal orientado hacia el espacio extracelular y el extremo
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carboxi-terminal orientado hacia el citosol. Se encuentra localizada en el
cromosoma 21 y se expresa abundantemente en el cerebro, habiendo sido
detectada también en otros tejidos (Miiller et al., 2017; Nicolas & Hassan,

2014; Zheng & Koo, 2006).

Existen pruebas circunstanciales que apuntan a una serie de posibles funciones
biologicas del APP, pero no se ha logrado definir claramente su mecanismo de
accion (Dawkins & Small, 2014). Se ha observado que esta proteina podria
tener un papel importante en el crecimiento y la proliferacion celular, asi como
en el crecimiento de las neuritas y la sinaptogénesis. Por otro lado, dado que el
APP se expresa en fases tempranas del desarrollo del sistema nervioso, esta
claro que podria desempeiar un papel clave en el crecimiento y la maduracion
de muchas células (Miiller et al., 2017; Nicolas & Hassan, 2014; Reinhard et
al., 2005).

En el procesamiento de esta proteina estan implicadas tres proteasas
denominadas a-, B- y y-secretasa, en el cual se distinguen dos vias de
procesamiento: la amiloidogénica y la no-amiloidogénica, claves en la

formacion del péptido AP y por lo tanto de las PS (Yuksel & Tacal, 2019).

Via no-amiloidogénica

En esta via, la proteina APP es escindida por la a-secretasa (ADAMI10, del
inglés A4 disintegrin and metalloproteinase 10) aproximadamente en la mitad
de la region AP (en los residuos Lys 16 y Leu 17), evitando la formacion del
péptido AP (Esch et al., 1990; Postina, 2008; Sisodia et al., 1990). Este paso
da lugar a un fragmento de 83 aminoécidos, denominado aCTF o C83, que
queda anclado a la membrana plasmatica, y al fragmento amino-terminal
soluble del APP (sAPPa), que se libera al lumen extracelular. Se ha demostrado

que este fragmento tiene un papel importante en la supervivencia neuronal y
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en la plasticidad sindptica, demostrandose también que tiene una funcion
protectora frente a la toxicidad inducida por el péptido AP (Dawkins & Small,
2014). Por otro lado, el fragmento aCTF es cortado por la y-secretasa,
liberando un fragmento de AP truncado denominado p3 (Barthet et al., 2012),
en apariencia patologicamente irrelevante, y el fragmento C-terminal
intracelular (AICD) (Barthet et al., 2012; Gu et al., 2001; Sastre et al., 2001),
que es liberado al citosol y que podria estar implicado en la sefalizacion

nuclear (Cline et al., 2018; Viola & Klein, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del procesamiento de la proteina APP. Fuente: Patterson et al., 2008

(Adaptado).

Via amiloidogénica

La via amiloidogénica es la responsable de la formacion del péptido AB. En
esta via, el APP es procesada por la B-secretasa (BACEI1, del inglés beta-site
amyloid precursor protein cleaving enzyme 1), que media el paso inicial y
limitante de la produccién de AP (Sathya et al., 2012; Vassar, 2004). Esta

proteasa se expresa ubicuamente, encontrandose a niveles mas elevados en el
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cerebro y en el pancreas (Taylor et al., 2022). Debido a que el APP también se
expresa a altos niveles en el cerebro, los niveles de estas dos proteinas
convierten a este organo en el principal tejido donde se encuentra una
produccion elevada de AP y ayuda a explicar por qué la EA es una enfermedad

del cerebro a pesar de que el APP se exprese ubicuamente (Haass et al., 2012).

La actividad de BACEI inicia la produccion del péptido AP mediante el
desprendimiento de una gran parte del ectodominio N-terminal soluble de APP
(sAPPB). Esto genera un fragmento carboxi-terminal de APP de 99
aminoacidos (CTFB o C99), el cual queda anclado a la membrana. El sAPPJ
carece de la mayoria de los efectos neuroprotectores de sAPPa, ya que se ha
demostrado que esta criticamente involucrado en la pérdida de sinapsis durante
el desarrollo de las neuronas centrales y periféricas (Furukawa et al., 1996;
Koelsch, 2017; Nikolaev et al., 2009). Tras la actuacion de BACEI, el
fragmento que queda anclado a la membrana es cortado por la y-secretasa,
generando el péptido AP que puede ser de distintas longitudes, desde 38 a 43
aminoacidos. Los mondémeros de AP se agregan facilmente en medio acuoso,
dando lugar a varios tipos de ensamblajes, incluyendo oligdémeros (dimeros y
trimeros solubles), protofibrillas y fibrillas amiloides (insolubles) (Seubert et

al., 1992; Verma et al., 2015).

Como se ha mencionado previamente, numerosos estudios han demostrado una
falta de correlacion directa entre el nimero de PS y la pérdida sinaptica en el
estudio post mortem de cerebros con EA (Masliah et al., 1990, 1993; Sakono
& Zako, 2010). Incluso otros estudios demostraron que los déficits cognitivos
en modelos de ratones transgénicos de EA aparecieron previamente a la
deposicion de PS (Hsia et al., 1999; Mucke et al., 2000; Pelucchi et al., 2022).
Todo ello ha generado que, actualmente, la hipotesis de que los oligémeros de

AP (ABOs) podrian tener un papel importante en la afectacion de la memoria
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e incluso que podrian estar detrds de la afectacion sinaptica, especialmente en
estadios tempranos de la enfermedad, haya ganado una gran importancia
(Hardy & Selkoe, 2002; Y. Huang & Liu, 2020; Klein et al., 2001; Lublin &
Gandy, 2010; L. M. Smith & Strittmatter, 2017).

Como se ha podido observar con antelacion, BACEI podria ser una diana
terapéutica importante, ya que su inhibicion no solo reduce los niveles de AP,
sino que evita la acumulacion de CTFp, el cual contiene el dominio de AP y
sirve como sustrato final para la produccion de este péptido. Ademas, la
acumulacion de CTFs podria generar efectos toxicos adicionales y poco
conocidos (Citron, 2004; Schenk et al., 2012). Sin embargo, los inhibidores de
BACEI han fracasado en los ensayos clinicos, los cuales han tenido que ser
interrumpidos debido a su toxicidad o empeoramiento de los sintomas
cognitivos y de comportamiento (Imbimbo & Watling, 2019). No obstante,
estos inhibidores se han centrado principalmente en la EA, y algunos de los
efectos secundarios considerados indeseables en el tratamiento de esta
enfermedad podrian ser beneficiosos en el tratamiento de la disfuncion
metabolica (Taylor et al., 2022). Por ejemplo, Verubecestat, el cual es un
inhibidor de BACE1 probado en ensayos clinicos de fase 3 en pacientes con
EA de leve a moderada, no mostré un efecto beneficioso sobre la cognicion
(Egan et al., 2018). Sin embargo, entre sus efectos adversos se describieron la
disminucién del peso corporal y la pérdida de apetito (Egan et al., 2019). Estos
efectos considerados negativos en el tratamiento de la EA podrian ser
enormemente beneficiosos para el tratamiento de las alteraciones metabdlicas

(Taylor et al., 2022).

El papel de esta secretasa en el metabolismo y la diabetes mellitus tipo 2
(DMT?2) ha sido apoyado por otros estudios (Dekeryte et al., 2021; Meakin et

al., 2012, 2020), como el llevado a cabo por Plucinska y colaboradores, donde
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la sobreexpresion neuronal de BACEl en un modelo de raton causéd
complicaciones diabéticas sistémicas (Plucinska et al., 2016). De esta forma, a
pesar de que los mecanismos que subyacen a esta conexion no han sido
dilucidados completamente, cada vez existen mas pruebas del papel de BACE1

en el metabolismo.

Continuando con el papel de la via amiloidogénica en la EA, ha surgido un
nuevo concepto sobre la acumulacion de AB. Se ha visto que el aclaramiento o
degradacion de este péptido tiene un papel mas critico en la acumulacion de
AP que su sintesis en si, ya que los niveles basales de este péptido en el cerebro
son el resultado del equilibrio dinamico entre la sintesis, recaptacion y
eliminacion. Cualquier factor que resulte en una disminucion del aclaramiento
de AP, puede causar la acumulacion de esta proteina (J Baranello et al., 2015;

Yoon & Jo, 2012).

La eliminacion puede ser llevada a cabo por distintos mecanismos enzimaticos,
que involucran a distintas enzimas, como la neprilisina (NEP) o la enzima
degradadora de insulina (IDE, del inglés insuling degrading enzyme), y no
enzimaticos, como la captacion por fagocitosis microglial o astrocitica o el
transporte a los vasos sanguineos mediado por receptores (Bohm et al., 2015;

Kurochkin et al., 2018; Shibata et al., 2000; Sikanyika et al., 2019).
1.4.2. La proteina Tau en la EA

Hace mas de un siglo, el descubrimiento realizado por Alois Alzheimer
proporciond las bases para una gran cantidad de estudios posteriores con el fin
de elucidar el papel de esta proteina en la enfermedad. Sin embargo, el
descubrimiento de que los componentes proteicos de los ONF eran formas
hiperfosforiladas de Tau no llegd hasta la etapa de 1980 (KoSIK et al., 1986).
La proteina Tau pertenece a la familia de proteinas asociadas a microtibulos

(MAPs, del inglés microtubule-associated protein) y forma parte del
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citoesqueleto de las células, expresandose principalmente en las neuronas y, en
concreto, en los axones, aunque en las tautopatias se redistribuye hacia el soma
y las dendritas (Goedert et al., 1989). Un solo gen codifica esta proteina, que
genera seis isoformas diferentes, de 352 o 441 aminoacidos (Goedert, 2018;
Mandelkow & Mandelkow, 1998). Esta proteina estd implicada en varios
procesos celulares, como la estabilizacion de microtubulos, el mantenimiento
axonal y el transporte intracelular (Guo et al., 2017; Kent et al., 2020; Y. Wang
& Mandelkow, 2016). La fosforilacion de Tau regula su actividad para unirse
a los microtubulos y estimular su ensamblaje. Un nivel normal de fosforilacion
es requerido para el correcto funcionamiento de esta proteina, mientras que el
estado hiperfosforilado hace que pierda su actividad biologica. Ademas, la
hiperfosforilacion provoca la agregacion de los filamentos cruzados
helicoidalmente, que son los principales componentes de los ONF,
caracterizdndose por ser altamente insolubles y muy dificiles de eliminar

(Medeiros et al., 2011).

Tau puede ser fosforilada en numerosos sitios distintos; de hecho, se han
descrito alrededor de 85 lugares de fosforilacion (serina, treonina y tirosina),
teniendo cada uno de ellos un impacto diferente (Hu et al., 2016). Esta
hiperfosforilacion podria ser el resultado de una regulacion al alza de las Tau
cinasas o una regulacion a la baja de las Tau fosfatasas (Y. Chen et al., 2014;
Martin et al.,, 2011; Sontag & Sontag, 2014; Trojanowski & Lee, 1995).
Numerosas de estas enzimas han sido evaluadas y aquellas que juegan un papel
importante en la fosforilacion de Tau en el cerebro incluyen a la proteina
glucdgeno sintasa cinasa 33 (GSK3p, del inglés glycogen synthase kinase 3),
la cinasa ciclina-dependiente 5 (CDKS, del inglés cyclin dependent kinase 5),
la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK, del inglés mitogen-
activated protein kinase), la proteina cinasa cAMP-dependiente (PKA, del

inglés protein kinase A) y la proteina cinasa calcio/calmodulina-dependiente 11
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(CaMK-II, del inglés calcium/calmodulin-dependent protein kinase II)
(Cardenas-Aguayo et al., 2014; Gong & Igbal, 2008).

GSK3B desempefia un papel importante en esta fosforilacion, tanto en
condiciones fisiologicas como patoldgicas, y se ha observado que esta cinasa
puede fosforilar a Tau en Ser199, Thr231, Ser396, Ser400, Ser404, y Ser413,
tanto in vivo como in vitro (F. Liu et al., 2002; Y. Zhang et al., 2018). Tras la
hiperfosforilacion de esta proteina, se produce su separacion de los
microtubulos, la agregacion en filamentos cruzados helicoidalmente, la ruptura
del transporte intracelular y la degeneracion de las neuronas (Maccioni et al.,
2010; Noble et al., 2013). Como consecuencia de esta muerte neuronal, las
formas oligoméricas y los filamentos de Tau se liberan al ambiente
extracelular, contribuyendo a la activacion de las células microgliales y
estimulando el circulo vicioso que da lugar a la degeneracion neuronal
progresiva (Maccioni et al., 2010; Miiller-Thomsen et al., 2020; Vogels et al.,
2019) (Figura 3).

Se han postulado muchas posibles causas que intentan explicar el porqué de
estas fosforilaciones patoldgicas, como pueden ser: la presencia de especies
reactivas de oxigeno; la activacion de las células microgliales, lo que da lugar
a la liberacion de especies proinflamatorias, desencadenando cascadas de
respuesta que acaban promoviendo la hiperfosforilacion de Tau; los niveles de
colesterol; y —lo mas destacable— la presencia de oligomeros de AP, lo que
supone un punto de union entre ambos eventos patogénicos descritos hasta
ahora (Alvarez et al.,, 2002; Hardy & Selkoe, 2002; Lloret et al., 2015;
Maccioni et al., 2010).

Aunque numerosos compuestos se han desarrollado para atacar algunos puntos
clave de este suceso patogénico —como son la reduccion de la expresion de

Tau, la inhibicion de la agregacion de esta proteina o la estabilizacion de los

16



1. La demencia y la enfermedad de Alzheimer

microtubulos, entre otros—, nuevamente ninguno de estos compuestos ha

conseguido acabar con esta enfermedad (Congdon & Sigurdsson, 2018).
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Figura 3: La hiperfosforilacion de Tau. Fuente: Gorantla & Chinnathambi, 2018 (Adaptado).

1.4.3. El papel del sistema colinérgico en la EA

Las neuronas colinérgicas presinapticas son las responsables de la sintesis de
la acetilcolina (ACh) gracias a la actividad de la acetilcolina transferasa (ChAT,
del inglés choline acetyltransferase) a partir de colina y de acetil-CoA. La ACh
es almacenada en vesiculas y luego se libera a la hendidura sinaptica, actuando
sobre los receptores muscarinicos M1 y sobre los nicotinicos, en concreto en
el receptor nicotinico a7, el cual esta implicado en la mayoria de los efectos de
la ACh sobre las funciones cognitivas (Wallace & Porter, 2011).
Posteriormente, la ACh es hidrolizada por la acetilcolinesterasa (AChE), dando
lugar a la colina y al acetato (Bertrand & Wallace, 2020; Schliebs & Arendt,
2011) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema de la transmision colinérgica.

El papel del sistema colinérgico en esta enfermedad estd basado en la pérdida

de actividad colinérgica comunmente observada en los cerebros de pacientes

con EA, en los que se observaron un déficit neocortical de ChAT, asi como una

reduccién en la recaptacion de la colina y de la liberacion de ACh (Sanabria-

Castro et al., 2017; Schaeffer & Gattaz, 2008). Todo ello, anadido a la

evidencia existente del papel de la ACh en el aprendizaje y la memoria, es lo

que llevod al abordaje de la enfermedad con farmacos que aumentasen la
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concentracion de ACh, impidiendo su degradacion mediante la inhibicion de
la AChE, como son el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina (Davies &
Maloney, 1976; Hampel et al., 2019; Perry et al., 1981). Sin embargo, el hecho
de que estos farmacos no hayan podido frenar el desarrollo de la enfermedad
y de que no se hayan encontrado alteraciones colinérgicas en paciente con MCI
o con EA leve hace tambalear el papel de este sistema en la EA (Davis et al.,

1999; DeKosky et al., 2002; Gilmor et al., 1999; P.-P. Liu et al., 2019).

Asimismo, se ha descrito una conexion clara entre el sistema colinérgico y el
procesamiento de la proteina APP. Nitsch y colaboradores fueron los primeros
en demostrar la regulacion colinérgica del procesamiento de APP. Utilizando
una linea celular embrionaria de rifion humano, demostraron que la activacion
de los receptores muscarinicos M1 no solo aumentaba los niveles de sAPPa,
sino que también disminuia los niveles de AP (Nitsch et al., 1992). Ademas,
también hay estudios que describen como la AChE precipita la formacion de
agregados toxicos mediante la aceleracion de la deposicion del péptido AP y el
incremento de su neurotoxicidad, contribuyendo a la neuroinflamacion, el
estrés oxidativo y la disfuncién sinaptica (Alvarez et al., 2002; Inestrosa et al.,
2005; Viayna et al., 2014). Todo ello muestra una conexion entre la toxicidad
del AP y la hipofuncion colinérgica, de manera que la administracién de
agonistas de los receptores colinérgicos o de inhibidores de la AChE no solo
tiene efectos sobre el sistema colinérgico, sino que también son capaces de

modular el procesamiento del APP mediante diferentes mecanismos.
1.4.4. Neuroinflamacion

La neuroinflamacion se define como la activacion del sistema inmune innato
del cerebro, y su principal funcién es proteger al sistema nervioso central
(SNC) contra agentes infecciosos, lesiones o enfermedades (Spencer et al.,

2012). Se trata de una respuesta compleja que implica una serie de cambios
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celulares y moleculares, el reclutamiento de células inmunitarias periféricas, la
induccion de algunas vias intracelulares y la liberacion de mediadores
inflamatorios en el cerebro. Todos estos factores pueden contribuir a la
aparicion de la disfuncion y la muerte neuronal en la EA (Brown & Bal-Price,
2003; Calsolaro & Edison, 2016; McGeer & McGeer, 2010). Hasta hace
relativamente poco, el SNC era considerado un 6rgano «inmunoprivilegiado»
dotado de un pequenio nimero de células inmunitarias residentes (microglia) y
una barrera hematoencefalica (BHE) eficaz, la cual se pensaba que actuaba
como barrera impermeable a las células inmunitarias y a la mayoria de los
factores difusibles producidos en la periferia (Arshavsky, 2006; Gebicke-
Haerter et al., 1996; Mrass & Weninger, 2006).

Sin embargo, este dogma comenz6 a ser cuestionado debido a que se ha
observado que algunas células inmunes y proteinas estan presentes en cerebros
sanos (Kimelberg, 2004; Kuehn, 2008). Actualmente, se considera que la BHE
no es impermeable en condiciones fisiologicas y que su permeabilidad puede
ser modificada por infecciones subclinicas, trauma, estrés y medicamentos,
sugiriendo que se encuentra alterada en el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas (Popescu et al., 2009; Weiss et al., 2009; F. Zhang & Jiang,
2015). De esta forma, se estd volviendo cada vez mas evidente que moléculas
del sistema inmune innato sistémico son capaces de estimular las células
inflamatorias del SNC, asi como de afectar directamente a las neuronas, lo que
implica que una inflamacion periférica puede desencadenar una respuesta
neuroinflamatoria (Bell & Zlokovic, 2009; Cabrera-Pastor et al., 2019;
Eikelenboom et al., 2006; Hays, 1998; Saito & Saido, 2018).

Independientemente de que la neuroinflamacion provenga del mismo SNC o
de la periferia, en general una respuesta neuroinflamatoria aguda es beneficiosa

para el SNC, ya que contribuye a reparar el tejido dafiado y a minimizar nuevas
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lesiones. Sin embargo, la neuroinflamacién cronica es frecuentemente una
respuesta que se autoperpetia y que persiste mucho después del estimulo
toxico, pudiendo desencadenar funciones anormales del cerebro (Eikelenboom
etal., 2010; Lucas et al., 2006; Minter et al., 2016). La liberacion sostenida de
factores neuroinflamatorios podria perpetuar este proceso activando células
gliales adicionales, principalmente microglia, que provoca la liberacion de
factores proinflamatorios y neurotdxicos, contribuyendo a la disfuncién
neuronal y consecuentemente a la EA (Harry & Kraft, 2008; Minter et al.,
2016). Ademads, durante la neuroinflamacion crénica, la BHE se ve
frecuentemente comprometida (Banks et al., 2015; Man et al., 2007; Stolp &
Dziegielewska, 2009), lo que facilita la infiltracion de macrofagos periféricos
hacia el cerebro para continuar el proceso inflamatorio. Por tanto, si la
neuroinflamacidn tiene un efecto beneficioso o perjudicial en un determinado
dafio en el cerebro dependera de la duracion y la intensidad de la respuesta

inflamatoria (Frank-Cannon et al., 2009; Jayaraj et al., 2019; Rivest, 2009).

Los dos principales tipos de células gliales que podemos encontrar en el SNC
son la microglia y los astrocitos, cuya activacion esta muy relacionada con la

neuroinflamacion.

Microglia

La microglia es un conjunto de células del sistema inmune innato del cerebro,
que constituye un 5-15 % de la poblacion celular total de un cerebro adulto (S.
U. Kim & de Vellis, 2005). Se encuentra principalmente en el hipocampo,
ganglios basales y sustancia negra. Estas células son consideradas
frecuentemente los macréfagos del SNC, siendo capaces de llevar a cabo
procesos de fagocitosis y presentacion de antigenos (Lawson et al., 1990).

Desde su descubrimiento, hace cerca de un siglo (Sierra et al., 2019),
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numerosos roles se han descrito para la microglia. Por ejemplo, la
monitorizacion de la actividad sinaptica en curso, incluyendo la remodelacion
sindptica, la eliminaciéon de residuos y el apoyo trofico a las neuronas
(Parkhurst et al., 2013; Sierra et al., 2010). Sin embargo, estas células
multifuncidon también tienen un papel importante en la etiologia y progresion

de diferentes enfermedades neurodegenerativas.

Con el tiempo, nuestro entendimiento de cdmo se produce la activacion de la
microglia ha evolucionado. Hasta hace poco, la activacioén de la microglia se
entendia principalmente como microglia en reposo que se transformaba
completamente en microglia activada (Boche et al., 2013; Kreutzberg, 1996) a
través de dos mecanismos de activacion posibles: M1, la activacion clasica,
considerada proinflamatoria y neurotdxica, asi como estrechamente
relacionada con el concepto de microglia «activada»; y M2, o activacion
alternativa, considerada antiinflamatoria y neuroprotectora (Michelucci et al.,
2009). Sin embargo, pronto se hizo evidente que las respuestas de la microglia
son mucho mas complejas que una simple activacion M1/M2 (Martinez &

Gordon, 2014; Ransohoft, 2016).

La microglia tiene un complejo «sensomay (Hickman et al., 2013), una serie
de receptores de superficie que la convierten en células especialmente
sensibles a las alteraciones de su entorno. Los estados de la microglia son, por
lo tanto, dindmicos y el resultado del epigenoma, transcriptoma, proteoma y
metaboloma de la célula, que da lugar a cambios morfoldgicos,
ultraestructurales y/o funcionales (Paolicelli et al., 2022). En el SNC maduro
y sano, la distribucion de la microglia es muy uniforme y generalmente regular
(Hume et al., 1983; Paolicelli et al., 2022). Los cuerpos celulares son en gran
parte sésiles, pero sus apéndices estan continuamente en movimiento y

explorando el parénquima cerebral (Hume et al., 1983; Nimmerjahn et al.,
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2005). Las funciones de la microglia se adaptan a su localizacion e
interacciones con otras células y estructuras cercanas; de esta manera, su
morfologia, ultraestructura y perfil molecular son igualmente dindmicos y
plasticos, dando lugar a una gran variedad de diferentes estados celulares
(Paolicelli et al., 2022). Aun asi, dentro de los diferentes estados morfologicos
que pueden tomar estas células, estos suelen ir de una morfologia mas

ramificada hasta una morfologia ameboidea (Figura 5).
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Figura 5: Estados de la microglia en el SNC. Fuente: How to identify activated microglia.
Recuperado de:  https://www.ptglab.com/news/blog/how-to-identify-activated-microglia/

(Adaptado).

La microglia es capaz de secretar sustancias citotoxicas y de liberar mediadores
proinflamatorios, como son la interleucina 1B (IL-1B), el factor de necrosis
tumoral alpha (TNF-a, del inglés tumor necrosis factor o) o la interleucina 6
(IL-6) (L. Li et al., 2007; Venneti et al., 2009; Vogels et al., 2019), las cuales
desencadenan la degeneracion neuronal por diferentes vias, convergiendo en
la alteracion de la proteina Tau. Posteriormente, se liberan al medio
extracelular los agregados de proteina Tau alterada, manteniendo el estado
activado de la microglia, ademas de su caricter neurotdxico (Avila, 2009;
Gomez-Ramos et al., 2006; Maccioni et al., 2001, 2009; Maphis et al., 2015)
(Figura 6).
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Figura 6: Activacion microglial y su relacion con otros eventos patologicos de la EA. Fuente:

Morales et al., 2010 (Adaptado).

Por otro lado, algunos de los factores liberados por la microglia, como el factor
neurotrofico derivado de la glia, son potencialmente beneficiosos para la
supervivencia neuronal y favorecen el papel neuroprotector desempefiado por
los astrocitos activados, el otro gran tipo de célula glial (Bali et al., 2019; B. .
N. Liu & Hong, 2003). Ademas, la funcion microglial también podria
desempetiar un papel importante en la EA, ya que la microglia activada es
capaz de reducir la acumulacion de A mediante el aumento de la fagocitosis,
el aclaramiento y la degradacion de este péptido (Xin et al., 2018; Q. Yan et
al., 2003). De la misma forma, estas células son capaces de secretar enzimas
proteoliticas, como son IDE, NEP y complejos plasmindgeno-plasmina (S.
Wang & Colonna, 2019; P. Yan et al., 2006). Sin embargo, a pesar de esta
actividad protectora, la EA contintia avanzando. Posibles explicaciones a la

incapacidad de la microglia para evitar la progresion de la EA serian: 1) que se
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sobrecargue con la gran cantidad de AP y no pueda seguir el ritmo de
produccion de la misma; ii) que se convierta en mas proinflamatoria y pierda
su capacidad de eliminar el AP, dando lugar a la disminucién de la recaptacion

y la degradacion (Hickman et al., 2008).

Como se ha descrito anteriormente, un proceso inflamatorio agudo impulsado
por la microglia comienza como un mecanismo de «defensa y reparacion» en
respuesta a un estimulo que altera la homeostasis del cerebro, como el péptido
AP. Esta respuesta aguda cuenta con mecanismos de control estrictos que
aseguran que, una vez que la microglia ha realizado su funcion, vuelva a
condiciones homeostaticas (L. Du et al., 2017). En las patologias
neurodegenerativas, como es la EA, la acumulacion de proteinas mal plegadas
o dafadas, el estrés oxidativo o los procesos inflamatorios periféricos se han
identificado como factores que contribuyen a la conversion de esta respuesta
aguda en un proceso toxico y cronico que se autoalimenta y que dana el tejido
en vez de repararlo (J Herrera et al., 2015; Rodriguez-Gémez et al., 2020).
Ademas, durante el envejecimiento, la microglia se vuelve disfuncional y se
produce una reduccion significativa de sus receptores de union al péptido A,
asi como de la produccion de las enzimas encargadas de su degradacion,
mientras que mantienen su habilidad para producir citoquinas proinflamatorias
y otras especies neurotoxicas (Merlo et al., 2020). Estas citoquinas pueden a
su vez promover la produccion del péptido, mediante la activacion de la B-y
la y- secretasas y/o la reduccion del aclaramiento, favoreciendo este circulo
vicioso y participando en el desarrollo de la enfermedad (Venneti et al., 2009;

D. G. Walker et al., 2009; W.-Y. Wang et al., 2015).
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Por lo tanto, esta claro que la microglia existe en estados multidimensionales,

dindmicos y diversos dependiendo de su entorno. Dependiendo del estimulo,

el contexto en el que se da o la intensidad y duracion de este, la microglia

presenta un amplio repertorio de estados que pueden participar en el desarrollo

de la enfermedad, lo que deja patente que la clasificacion dualista «M1 versus

M2», «en reposo versus activado» o «bueno versus malo» de la microglia no

es capaz de definir la complejidad de estas células gliales. Por lo tanto, un

entendimiento de la microglia basado en diversas dimensiones donde se tengan

en cuenta numerosas vias de sefializacion reguladas a multiples niveles

(transcripcional, epigenética, metabolica, etc) ayudaria a comprender mejor las

distintas funciones y propiedades de la microglia (Paolicelli et al., 2022)

(Figura 7).
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Figura 7: Nueva vision de la microglia. Fuente: Paolicelli et al., 2022 (Adaptado).
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Astrocitos

Los astrocitos son células gliales especializadas que representan alrededor del
35 % del total de la poblacion celular del SNC (Sherwood et al., 2006). En
condiciones fisiologicas, los astrocitos llevan a cabo numerosas funciones
relacionadas con el control de la funcidon neuronal que son esenciales para el
correcto funcionamiento del cerebro. Muchos de los procesos astrociticos
implican a las sinapsis, controlando firmemente la comunicacion neuronal,
siendo claves en la transmision sindptica y el procesamiento de la informacion
(Garwood et al., 2017; Halassa et al., 2007), lo que incluye: la preservacion de
la funcion sinaptica (Danbolt, 2001; S. K. Kim et al., 2017; Tilleux & Hermans,
2007), el control de la despolarizacion neuronal (Giaume et al., 2007) y la
respuesta a los neurotransmisores liberados por las neuronas. Pero los
astrocitos no son solo importantes en el mantenimiento de las sinapsis de
manera individual, sino que también tienen un papel importante en la
coordinacién de los circuitos neuronales mediante el control de cientos de
sinapsis por cada astrocito (Dallérac et al., 2018; Halassa & Haydon, 2010;
Ventura & Harris, 1999).

Diversas formas y grados de gravedad de lesiones y enfermedades cerebrales
pueden desencadenar alteraciones en los astrocitos mediante un proceso
conocido como astrogliosis reactiva, el cual no es un fendmeno de todo o nada,
sino un proceso progresivo caracterizado por una variedad de cambios
moleculares, celulares y funcionales (Pekny & Pekna, 2014). Estas
alteraciones en los astrocitos reactivos estan controladas por moléculas de
sefalizacion inter e intramolecular de forma especifica para cada contexto y
pueden potencialmente cambiar la actividad de los astrocitos mediante una
ganancia o pérdida de su funcion, que puede tener un impacto beneficioso o

perjudicial en las células colindantes (Sofroniew & Vinters, 2010). Durante la
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astrogliosis leve o moderada, los astrocitos exhiben cambios morfoldgicos,
incluyendo la hipertrofia y un aumento variable de la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP, del inglés glial fibrillar acidic protein), mientras que la
proliferacion de estas células es limitada o inexistente. Esta astrogliosis leve o
moderada puede revertirse si el estimulo nocivo es solucionado y si la
arquitectura del tejido neuronal no ha sido profundamente afectada. Sin
embargo, cuando la astrogliosis es severa, un marcado aumento de GFAP y
otros genes es detectado, junto con una marcada hipertrofia de los cuerpos
celulares, asi como un aumento de la proliferacion de los astrocitos (Pekny et
al., 2016; Sofroniew, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010). Estas alteraciones
pueden dar lugar a una reorganizacion de la arquitectura tisular que se mantiene
en el tiempo, la cual se puede extender difusamente hacia otras areas, y en
algunos casos dar lugar a la formacién de cicatrices gliales que pueden actuar
como una barrera neuroprotectora frente a la inflamacion (Boghdadi et al.,
2020; Voskuhl et al., 2009). Las cicatrices gliales abarcan una interaccion de
astrocitos reactivos con otros tipos celulares —entre los que se encuentran las
células microgliales— y la deposicidon de una matriz extracelular de colageno
(Hall et al., 2021). La sobreexpresion cronica a moléculas secretadas por la
cicatriz glial inhibe la migracion celular, lo que dificulta la regeneracion
neuronal y la recuperacion funcional de la lesion (De Sousa, 2022; Hall et al.,

2021; Rolls et al., 2009).

El cerebro de pacientes con EA presenta astrocitos reactivos que tienden a
localizarse y a estar intimamente relacionados con las PS, rodeandolas y
pudiendo formar pequefias cicatrices gliales (Kaur et al., 2019; Rossi &
Volterra, 2009). Los astrocitos reactivos pueden contener cantidades
sustanciales de diferentes formas de AP, principalmente APs> y formas
truncadas de AP, ya que estas células son eliminadores naturales de esta

proteina. Sin embargo, la internalizacion y acumulacion en los astrocitos
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modifica profundamente su fenotipo metabdlico con consecuencias
perjudiciales para la viabilidad neuronal (Nagele et al., 2003; Sollvander et al.,
2016, 2018). En diferentes estudios, se ha observado que los astrocitos en los
que han ocurrido modificaciones producidas por una inflamacién crdnica
(como es el caso de la EA) podrian sufrir una transformacion dual perjudicial:
por un lado, podrian perder su capacidad para eliminar y digerir el péptido AP
(Sollvander et al., 2016, 2018; Wyss-Coray et al., 2003) y, por el otro lado,
podrian adquirir la capacidad de generar este péptido (Frost & Li, 2017; Hoek
et al., 2000). Ademas, los astrocitos reactivos, mediante la sobreproduccion de
citoquinas proinflamatorias, como TNFa, podrian contribuir a una reduccion
progresiva de la eficacia sindptica que se encuentra detrds del deterioro
cognitivo en la EA (Rossi & Volterra, 2009; Singh & Abraham, 2017). De
hecho, la importancia central de los astrocitos en la eliminacion de A,
controlando la reactividad de la microglia y preservando la funcion
homeostatica de las sinapsis individuales y circuitos cerebrales, permite llegar
a la conclusion de que juegan un papel muy importante en el desarrollo de la

EA.

Por otro lado, el término «sinapsis tripartita» fue definido para contextualizar
la evidencia obtenida por numerosos laboratorios durante la década de 1990,
la cual revelaba la existencia de una comunicacion bidireccional entre las
neuronas y los astrocitos. Esta representaba un nuevo concepto en la fisiologia
sinaptica, donde, ademas del flujo de informacion entre las neuronas pre y
postsinapticas, los astrocitos intercambian informacion con los elementos
neuronales sinapticos, respondiendo a la actividad sinaptica y regulandola
(Araque et al., 1999). De esta manera, el clasicamente aceptado paradigma de
que la funcion cerebral es unicamente resultado de la actividad neuronal esta
siendo cuestionado por la evidencia acumulada, que sugiere que la funcion

cerebral podria surgir de la actividad concertada de una red neurona-glia,
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donde los astrocitos integrarian y procesarian la informacién sinaptica y
finalmente regularian la transmision sindptica mediante la liberacion de
gliotransmisores, transmisores liberados por las células gliales implicados en

la comunicacion glia-neurona y glia-glia (Blutstein & Haydon, 2014).

Esta revolucion iniciada al comienzo de la década de 1990 reveld que los
astrocitos mostraban una forma de excitabilidad basada en variaciones de las
concentraciones intracelulares de Ca®" (Charles et al., 1991; Cornell-Bell et al.,
1990). Hasta entonces, estas células habian sido consideradas no excitables
porque, a diferencia de las neuronas, no muestran excitabilidad eléctrica
(Orkand et al., 1966). Estudios posteriores en cortes cerebrales in vitro € in vivo
establecieron firmemente la excitabilidad de los astrocitos, que se manifiesta
como elevaciones del Ca** citosélico. De esta forma, mientras que las neuronas
basan su excitabilidad celular en sefales eléctricas, los astrocitos la basan en
las variaciones de Ca®' citosolico (Bazargani & Attwell, 2016). Estas
variaciones de las concentraciones de Ca®" pueden ocurrir espontdneamente,
como oscilaciones intrinsecas en la ausencia de actividad neuronal (Aguado et
al., 2002; O. Peters et al., 2003), pero también pueden ser producidas por la
liberacion de neurotransmisores durante la actividad sindptica (Harada et al.,
2016). Esto es de crucial importancia, ya que indica la existencia de una
comunicacion de la neurona hacia el astrocito. El control sinaptico de los
niveles de Ca®" estd basado en que los astrocitos expresan una gran variedad
de receptores de neurotransmisores, siendo muchos de estos de tipo
metabotrépico que, durante su activacion, favorecen la liberacion de Ca?*
desde las reservas intracelulares y dan lugar a un aumento intracelular de dicho
ion (Caudal et al., 2020). Al mismo tiempo, los astrocitos regulan la
transmision sinaptica y la plasticidad mediante la liberacion de moléculas
neuroactivas como el glutamato, ATP, TNFa y la D-serina (Blutstein &

Haydon, 2014). Estos neurotransmisores pueden ser liberados de manera
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calcio-dependiente o independiente, y se ha observado que un mismo
gliotransmisor puede ejercer multiples efectos en funcion de los lugares de
accion y los subtipos de receptores activados, lo que confiere una gran

complejidad a la comunicacion astrocito-neurona (Figura 8).

Astrocito

Neurona
presinatica
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postsinaptica

Figura 8: Esquema de la sinapsis tripartita. Nt: neurotransmisor; Gt: gliotransmisor. Fuente:

Perea et al., 2009 (Adaptado).

Sin embargo, en los ultimos afos este concepto de sinapsis tripartita ha
evolucionado. Ademas de los astrocitos, la matriz extracelular se ha incluido
en la sinapsis, de manera que el término «sinapsis tetrapartitay se ha acufiado

(Chelini et al., 2018; Dityatev & Rusakov, 2011). La matriz extracelular puede
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responder a la actividad de la red incorporando moléculas secretadas o
liberando productos de su escision proteolitica como mensajeros de
sefnalizacion (Dityatev et al., 2010; Pelucchi et al., 2022). Ademas, la matriz
extracelular puede incorporar y almacenar restos moleculares tanto de la
actividad neuronal como de la glial, asi como participar en mecanismos de

plasticidad sindptica y remodelacion glial, apoyando este concepto de sinapsis

tetrapartita (Dityatev & Rusakov, 2011; Pelucchi et al., 2022).

A pesar de este nuevo concepto, los distintos estudios llevados a cabo han
dejado claro la complejidad del ambiente perisinaptico. En particular, las
interacciones de las sinapsis con su microentorno se ven influidas por la
interposicion de sinapsis individuales y la interaccion con células no
neuronales y el espacio extracelular, de manera que se necesita avanzar en el
concepto «sinapsis tri(multi)partitay, hacia un concepto que se ha denominado
como «medio activoy. Este término unifica diferentes nociones previas, como
la sinapsis multipartita, la unidad neurovascular, la sefalizacion sinaptica y
extrasindptica y una gran cantidad de diferentes conceptos usados para
describir la organizacidon funcional del cerebro (Semyanov & Verkhratsky,

2021).

En definitiva, los astrocitos son fundamentales para el mantenimiento sinaptico
(Verkhratsky & Nedergaard, 2014) y para el apoyo metabolico, por lo que la
atrofia de estas células da lugar a una menor proteccion de las sinapsis,
comprometiendo la homeostasis de iones y neurotransmisores y reduciendo el
apoyo metabolico local. Esto genera consecuencias perjudiciales para la
transmision sinaptica (Rodriguez & Verkhratsky, 2011), afectando a la
plasticidad de las sinapsis y contribuyendo asi a los déficits cognitivos iniciales

observados en las primeras etapas de la EA (Verkhratsky et al., 2019).

32



1. La demencia y la enfermedad de Alzheimer

1.4.5. Alteracion de las espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias en las dendritas que
presentan una notable variabilidad en forma y tamafio. Su densidad varia a lo
largo de las ramificaciones dendriticas, asi como entre tipos celulares y
especies animales (Elson & DeFelipe, 2002; Jacobs et al., 1997, 2001;
Rochefort & Konnerth, 2012). Cada espina tiene una cabeza y un cuello, y
dentro de la cabeza de la espina hay una gran variedad de moléculas criticas
para la sefializacion sindptica. Una caracteristica de la cabeza es la densidad
postsinaptica, formada por receptores de neurotransmisores, moléculas de
sefializacion y proteinas estructurales, unidas al citoesqueleto de la espina
(Sheng & Kim, 2011). Este citoesqueleto se encuentra formado principalmente
por filamentos de actina, que sirve tanto como entramado estructural como
regulador principal del trafico vesicular y de proteinas (Fitkov, 1985;
Hotulainen & Hoogenraad, 2010). Entre los componentes principales de esta
densidad postsinaptica caben destacar: distintos receptores como el alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA), el receptor N-metil-
D-aspartato (NMDA) y receptores de glutamato metabotropicos, proteinas de
adhesion y la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD95, del inglés post
synaptic density protein 95), entre otras (Chidambaram et al., 2019; Okabe,
2007).

La clasificacion mas comun de las espinas dendriticas ha dado lugar a cuatro
tipos principales: mushroom («seta», del inglés), thin («estrecho», del inglés),
stubby («achatado», del inglés) y filopodio. Las mushroom son las espinas
prototipo, con un cuello delgado y una cabeza grande, siendo generalmente
bastante estables en el tiempo (Pfeiffer et al., 2018); las thin tienen una cabeza

y cuello delgados, siendo estructuras muy plasticas que pueden rapidamente
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expandirse, dando lugar a nuevas espinas tipo mushroom (C. K. Walker &
Herskowitz, 2021); las stubby son aquellas que no presentan una clara
estructura que una la cabeza al eje dendritico, siendo muy abundantes durante
el desarrollo (Chidambaram et al., 2019); y las filopodio son consideradas las
precursoras de las espinas y responsables de la formacion de nuevas sinapsis

con axones cercanos (C. K. Walker & Herskowitz, 2021) (Figura 9).
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Figura 9: Morfologia de las espinas dendriticas. Fuente: Sekino et al., 2007 (Adaptado).

Las sinapsis son plasticas, capaces de fortalecerse y debilitarse, y lo mismo
ocurre con las espinas dendriticas. Incluso en animales adultos, estas
estructuras pueden formarse o desaparecer, siendo las de mayor tamafio mas
persistentes que las mdas pequenas (Grutzendler et al., 2002; Holtmaat &
Svoboda, 2009; Majewska et al., 2006; Pfeiffer et al., 2018). Ademas, las
espinas son estructuras muy dindmicas y presentan fluctuaciones intrinsecas
independientes de la actividad (Bonilla-Quintana et al., 2020; Dvorkin & Ziv,
2016; Yasumatsu et al., 2008), asi como un crecimiento o encogimiento
dependiente de la actividad junto con el fortalecimiento o debilitamiento de las
sinapsis (Kasai et al., 2003; M. Matsuzaki et al., 2004; Noguchi et al., 2011).
Por ello, la caracterizacion en los diferentes tipos morfoldgicos previamente
descritos debe ser considerada como una fotografia instantanea arbitraria de un
sinfin de tipos morfologicos. Estos cambios dependen de reordenamientos del

citoesqueleto de la espina, que permite cambios dindmicos en la morfologia de
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esta. Como lugar postsinaptico de la mayoria de las sinapsis excitatorias del
cerebro, las espinas dendriticas son fundamentales para el correcto
funcionamiento neuronal. Sin embargo, la funcién de las espinas dendriticas
va mas alld del simple alojamiento de la maquinaria postsinaptica. Estas
estructuras también compartimentan la sefializacion eléctrica y bioquimica, lo
que permite influir en la activacion neuronal tras la llegada del impulso
presinaptico y limitar los cambios mediados por la plasticidad sinaptica a

sinapsis especificas (C. K. Walker & Herskowitz, 2021).

Las espinas dendriticas representan el lugar anatomico de la plasticidad, donde
alteraciones a corto plazo en la fuerza sindptica se convierten en cambios
duraderos que se integran en modificaciones estructurales estables (Sala &
Segal, 2014). Los fenomenos de plasticidad sindptica dependientes de la
actividad, como son la potenciacion a largo plazo (LTP, del inglés long term
potentiation) y la depresion a largo plazo (LTD, del inglés long term
depresion), proporcionan los mecanismos bioldgicos subyacentes a los
procesos de aprendizaje y memoria porque determinan cambios estables en la
fuerza sinaptica y la estructura de las espinas (Kasai et al., 2003; Pelucchi et

al., 2022).

La LTP es un aumento especifico y duradero de la fuerza de la transmision
sindptica. La primera fase de la LTP esta caracterizada por un cambio pasajero
pero profundo de la composicion proteica de la espina, con un rapido
incremento de los niveles de actina y de la polimerizacion de la misma, que es
requerida para el alargamiento de la espina dendritica (Bosch et al., 2014).
Ademas, la transmision sinaptica es potenciada a través de los receptores
AMPA. Durante la fase final de la LTP, los niveles de calcio elevados a nivel

postsinaptico y la persistente activacion de cinasas da lugar a la activacion de
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distintos factores de transcripcion y a la sintesis de proteinas implicadas en la

formacion de espinas dendriticas (Bliss et al., 2003; Pelucchi et al., 2022).

Por su parte, la LTD consiste en un debilitamiento de la fuerza sindptica tras
un estimulo y puede ocurrir mediante diversos mecanismos, que tienen efectos
contrarios a los vistos en la LTP, incluyendo la internalizacion de los receptores
AMPA vy el encogimiento y pérdida de espinas. En general, la LTD es
importante para la homeostasis, asi como para borrar rastros de memoria
antiguos y en situaciones que requieren flexibilidad conductual (Collingridge

et al., 2010; Pelucchi et al., 2022).

En los fendmenos de plasticidad sinaptica dependientes de actividad, la
activacion del receptor NMDA tiene un papel central, ya que puede inducir
tanto la LTP como la LTD, dependiendo de la magnitud de la subida de calcio
intracelular resultante en las espinas dendriticas y de la activacion de cascadas
intracelulares especificas (Kasai et al., 2010). De hecho, los niveles elevados
y rapidos de entrada de calcio desencadenan la LTP, mientras que los niveles

bajos de entrada de calcio se asocian con la LTD (Kullmann & Lamsa, 2007;

Pelucchi et al., 2022).

La relevancia de la funcion sindptica emerge en condiciones patologicas. De
hecho, es posible que las alteraciones persistentes en la fisiologia de las
sinapsis den lugar a defectos importantes que pueden manifestarse como
trastornos cerebrales que han recibido el nombre de «sinaptopatias» (Lepeta et
al.,2016). La EA puede considerarse una sinaptopatia, ya que se ha acumulado
evidencia sustancial que indica que los déficits de memoria observados en
pacientes no se correlacionan correctamente con la carga de PS. Por el
contrario, la pérdida de marcadores sindpticos es un mejor predictor de los
sintomas clinicos y la progresion de la enfermedad (Mufson et al., 2016;

Selkoe, 2002). De hecho, en un estudio reciente se observo que la densidad de
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espinas dendriticas en individuos con EA, pero con una cognicién normal, era
similar a los individuos control, los cuales no padecian de EA (Boros et al.,
2019). Estudios en animales transgénicos de EA han reportado que, en la zona
vecina a las PS, se producia una pérdida dramatica de espinas dendriticas junto
con una distrofia neuritica, cambios estructurales que podrian desencadenar la
alteracion de los circuitos neuronales y de las funciones cerebrales (Bittner et

al., 2012; Spires et al., 2005; Spires-Jones et al., 2007).

Sin embargo, como se ha mencionado previamente, la idea de que los
oligobmeros solubles de AP, en vez de las PS, estarian detrds de Ia
neurotoxicidad y la pérdida sinédptica esta cogiendo cada vez mds fuerza
(Ferreira et al., 2015). De hecho, el grado de demencia en los pacientes se
correlaciona mejor con los niveles de oligdmeros en cerebros post mortem
(Bilousova et al., 2016; Koffie et al., 2009). En el mismo sentido, se ha visto
que la eliminacion del AR con la aplicacién de anticuerpos resulta en un
aumento de la formacion de espinas dendriticas in vivo y en un aumento
duradero de marcadores sinapticos (Pelucchi et al., 2022; Rozkalne et al., 2009;
Spires-Jones et al., 2009), apoyando la idea de que la forma soluble de AP es
toxica para las sinapsis. El mecanismo preciso por el que AP podria afectar a
la funcion sindptica no es completamente conocido, pero se cree que estos
oligomeros podrian interactuar con distintas proteinas sindpticas, entre ellas
PSD95. De hecho, uno de los primeros cambios observables es la reduccion en
los niveles de esta proteina, la cual es una reguladora clave del ensamblaje y
anclaje de los componentes de la densidad postsinaptica (Shao et al., 2011). La
accion a nivel de la sinapsis de AP da lugar a una activacion aberrante de los
receptores NMDA (G.-M. Wu & Hou, 2010), a una desregulacion de los
niveles de Ca*" (Lazzari et al., 2015) y a estrés celular, que a su vez conducen
a disfuncion sinaptica y pérdida neuronal (Ferreira et al., 2015). De manera

importante, por otro lado, la patologia de Tau parece ser por si misma una
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contribuidora sustancial de la disfuncién sinaptica en la EA, habiéndose
propuesto que se propaga a través de las estructuras cerebrales de una manera

similar al AP (Lepeta et al., 2016).

Como se ha comentado al comienzo de este apartado, el componente esencial
de las espinas dendriticas es la actina. La actina filamentosa (F-actina),
formada por la polimerizacion de la actina globular, desempefia un papel
fundamental en la integridad estructural y facilita la reestructuracién dinamica
en respuesta al aprendizaje (Chazeau et al., 2014; Hotulainen & Hoogenraad,
2010). De esta forma, se observo una disminucion de los niveles de F-actina y
una pérdida de espinas dendriticas en ratones APP/PS1 de un mes de edad
(Kommaddi et al., 2018), sugiriendo que este fendémeno ocurre en fases
tempranas de la EA. La cofilina es una de las proteinas de union a actina mas
importantes y regula el citoesqueleto de actina en las neuronas, principalmente
mediando la escision de la F-actina (Rust, 2015). La principal funciéon de la
cofilina esta relacionada con su capacidad de unirse a la actina, la cual esta
controlada por la fosforilacion, de manera que la cofilina fosforilada no puede
unirse a la actina y se considera inactiva (Rust, 2015). Interesantemente, la
aplicacion de oligdbmeros de AP redujo su fosforilacion, aumentando su
actividad (Deng et al., 2016; T. Kim et al., 2013). Ademas, la fosforilacion de
esta proteina se vio reducida en ratones con EA (Deng et al., 2016; Kommaddi
et al., 2018) y en la corteza frontal de enfermos de EA (T. Kim et al., 2013).
Sin embargo, revisiones recientes sobre el papel de la cofilina en la EA
especificaron que distintos laboratorios habian llegado a conclusiones opuestas
sobre la fosforilacion de esta proteina y su influencia en la patofisiologia de la
EA, indicando que su rol en esta enfermedad ain no es comprendido en su
totalidad (Ben Zablah et al., 2020; Kang & Woo, 2019). Por un lado, se propone
que el AP promueve la activacion de fosfatasas, lo que lleva a la

desfosforilacion y activacion de la cofilina. El incremento en su actividad daria
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lugar a una escision temprana de la F-actina, inhibiendo el desarrollo de las
espinas dendriticas (T. Kim et al., 2013; Lao et al., 2021). Por otro lado, se ha
propuesto un modelo en el que la acumulacion de AP causa la activacion de
cinasas, que fosforilan e inactivan a la cofilina. La inhibicion de la escision de
la F-actina podria dar lugar a un crecimiento aberrante de las espinas
dendriticas (Rush et al., 2018; Rust, 2015; Rust et al., 2010). A pesar de estas
observaciones contradictorias, estos estudios proporcionan pruebas solidas que
demuestran que la activacion de la cofilina también es prometedora como diana

para el tratamiento de la EA.

En relacion con las espinas dendriticas, el concepto de resiliencia cognitiva ha
ganado popularidad en los ultimos afios. Este concepto se define como la
habilidad de permanecer cognitivamente normal ante alteraciones del cerebro,
entre las que se pueden encontrar PS y ONF tipicos de la EA.
Aproximadamente, un tercio de las personas de mas de 80 afios son
cognitivamente normales a pesar de presentar PS y ONF a niveles comparables
con los observados en la fase moderada de EA (Bennett et al., 2014). Por lo
tanto, se hipotetiza que estas personas podrian ser resilientes a la EA, ya que
muestran unas mayores habilidades cognitivas de las que se esperarian
basandose en el nivel patoldgico del cerebro. Como se ha dicho anteriormente,
la EA se ha correlacionado con una disminucion de la densidad de espinas
dendriticas; sin embargo, en los casos resilientes, el nimero de espinas
dendriticas a penas se ha modificado (Boros et al., 2017; Neuner et al., 2022).
Ademéds, en estos casos se han observado un mayor numero de espinas
dendriticas tipo thin en comparacion con el grupo control o con los casos de
EA, lo que podria permitirles mantener las conexiones sinapticas o bien formar
nuevas en presencia de la patologia (Boros et al., 2019; Dumitriu et al., 2010;
Young et al., 2014). Entre los factores que podrian contribuir a la resiliencia

cognitiva en la EA, destacan el ejercicio fisico, la actividad mental y la
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transcripcion de genes de densidad postsindptica. Estos factores
probablemente favorecen el mantenimiento de la densidad espinal y
promueven la plasticidad estructural de la morfologia de la espina dendritica

(C. K. Walker & Herskowitz, 2021) (Figura 10).
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Figura 10: Espinas dendriticas y factores que influyen en la resistencia cognitiva a la patologia

de la enfermedad de Alzheimer. Fuente: C. K. Walker & Herskowitz, 2021 (Adaptado).

1.5. Factores de riesgo de la EA

En la actualidad, la reducciéon del riesgo de padecer EA depende
principalmente de modificaciones del estilo de vida y de la mejora de los
tratamientos o de la prevenciéon de enfermedades que confieren un riesgo
adicional. Sin embargo, una parte del riesgo de padecer EA es debido a la
genética, bien por mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2 —que darian
lugar a la EA familiar, como se ha descrito anteriormente—, bien por
mutaciones principalmente en el gen de la apolipoproteina E (APOE) (Giri et

al., 2016).

Factores genéticos

La APOE es una proteina implicada en el metabolismo lipidico y esta
codificada por el gen APOE, que se encuentra en el cromosoma 19 (Forero et

al., 2018). Existen tres alelos descritos (€2, €3, €4, dando lugar a las isoformas
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ApoE2, ApoE3, ApoE4), que se encuentran presentes en la poblacion a
diferentes frecuencias (Silva et al., 2019). APOE4 representa el principal factor
de riesgo genético de padecer la EA. La presencia de €4 en heterocigosis
multiplica por tres el riesgo de padecer EA, mientras que, en homocigosis, el
riesgo de multiplica por doce (Ryu et al., 2019; Sims-Robinson et al., 2010).
Por el contrario, la presencia del alelo €2 reduce el riesgo de desarrollar EA
(Karch & Goate, 2015; Mahley, 2016). Se ha observado que mientras la
isoforma ApoE4 se une al péptido AB promoviendo su polimerizacién en
fibrillas y su consecuente deposicion, las formas ApoE2 y ApoE3 son mas
eficientes a la hora de promover la eliminacion de este péptido, reduciendo su
deposicion en el tejido cerebral (J. Kim et al., 2009). La proteina ApoE tiene
efectos neuroprotectores y es capaz de participar en el desarrollo neuronal,
siendo las isoformas ApoE2 y ApoE3 mas eficientes en esta actividad (Munoz
et al., 2019; Rebeck et al., 2002). Ademas, se ha observado que los fragmentos
de ApoE generados por proteasas tienen efectos toxicos, que podrian derivar
en dafio neuronal y favorecer la deposicion de Ap (Hauser et al., 2011; J. Kim

et al., 2009).

Factores ambientales

A parte de los factores de riesgo genéticos, existen factores ambientales que
han sido relacionados con el desarrollo de la EA. Ademdas de los que se
desarrollaran a continuacioén, encontramos muchos otros, como son: el
tabaquismo, la falta de ejercicio fisico, el estrés, la depresion, un nivel
educativo bajo o el consumo de alcohol (Campdelacreu, 2014). Ya que ninguna
intervencion farmacoldgica ha sido capaz de poner fin a esta enfermedad, la
adopcion de medidas que supongan un cambio en el estilo de vida podria
suponer una estrategia para prevenir o retrasar la aparicion de la EA (Figura

11).
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Figura 11: Factores de riesgo y protectores de la EA.

Edad

Ha sido demostrado que entre los diferentes factores demogréaficos como son
la edad, el sexo, larazay la clase social, la edad es uno de los factores de riesgo
mas importante de padecer deterioro cognitivo (Doruk et al., 2010; Eshkoor et
al., 2015) y EA (Herrup, 2010; Xia et al., 2018). Con la edad, la prevalencia de
EA aumenta hasta un 19 % en individuos de 75 a 84 afos de edad (Knopman,
2001) y al 30-35 %, posiblemente hasta un 50 %, entre los mayores de 85 afos
(Ferry et al., 2005).

Sexo

Mujeres y hombres presentan diferencias en el desarrollo y la progresion de la
EA, teniendo las mujeres un riesgo dos veces mayor de desarrollar EA a lo
largo de su vida que los hombres (Laws et al., 2016). Aunque la mayoria de las
pruebas sugieren que la incidencia de la EA es similar en hombres y mujeres
(Mielke et al., 2014; Pike, 2017), las mujeres parecen tener una mayor

incidencia de EA en la vejez (C. Qiu, Kivipelto, & Von Strauss, 2022). Ademas,
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las mujeres muestran una progresion mas robusta del MCI (Lin et al., 2015) y
una mayor gravedad de la demencia clinica (Irvine et al., 2012; Mielke et al.,

2014; Pike, 2017).

Esta diferencia de incidencia entre sexos plantea interrogantes sobre la posible
contribucion de la deficiencia hormonal relacionada con la menopausia y
aborda cuestiones especificas de las mujeres. Asi, se ha demostrado que la
presencia del ApoE4 afecta a la probabilidad de desarrollar EA en mayor
medida en las mujeres que en los hombres (Pike, 2017). Ademas, en las
mujeres, este polimorfismo comiin aumenta en mayor medida el riesgo de
conversion de cognitivamente normal a MCI y de MCI a EA (Altmann et al.,
2014). Por otro lado, los estrogenos tienen una amplia gama de acciones
beneficiosas en el cerebro y otros tejidos y su pérdida puede razonablemente
esperarse que confiera un mayor riesgo de padecer EA. En consonancia con
esta posibilidad, algunos estudios sugieren que la reduccion de estrogenos en
la edad adulta estd asociada a un mayor riesgo de EA en las mujeres (Pines,
2016; Rosario et al., 2011), hecho que es apoyado por estudios donde se
observo que la menopausia inducida quirdrgicamente mediante ooferoctomia
y/o histerectomia aumentaba significativamente el riesgo de desarrollar esta

enfermedad (Bove et al., 2014; Pillay & Manyonda, 2022; Rocca et al., 2011).

Reforzando la importancia del papel de las hormonas en el desarrollo de la EA,
en el caso de los hombres se ha observado que la disminuciéon normal de
testosterona relacionada con la edad estd asociada con un mayor riesgo de EA
(Bianchi, 2022; Marriott et al., 2022). Estas observaciones sugieren que,
paralelamente a la asociacion entre un nivel bajo de estrogenos en las mujeres
y un mayor riesgo de EA, unos niveles reducidos de testosterona pueden
favorecer el desarrollo de EA en los hombres. Sin embargo, esta relacion

parece ser especifica del sexo, ya que los niveles cerebrales de testosterona no
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fueron significativamente diferentes en las mujeres con EA (Dong et al., 2021;
Rosario et al., 2011). En conclusion, tanto los estrogenos como los andrégenos
ejercen numerosas acciones protectoras en el cerebro adulto que aumentan el
funcionamiento neuronal y la resiliencia, ademas de atenuar especificamente
multiples aspectos de la neuropatologia relacionada con la EA. El
envejecimiento disminuye los efectos de accion de las hormonas sexuales de
forma especifica para cada sexo, lo que contribuye a la relacion entre el
envejecimiento y la EA. Estos hallazgos ofrecen valiosas oportunidades tanto
para comprender la enfermedad como para desarrollar intervenciones eficaces

y, tal vez, especificas para cada sexo.

Reserva cognitiva

Diferentes estudios han relacionado la EA con una disminucion de la capacidad
de reserva del cerebro, incluyendo una disminucion del tamafio cerebral, un
bajo nivel educativo y profesional, una baja capacidad mental en los primeros
afos de vida y una menor actividad mental y fisica en la edad adulta (Mayeux,
2003; Mortimer et al., 2003; Stern & Barulli, 2019). La reserva cognitiva del
cerebro esta determinada por el nimero de neuronas y su arborizacion sinaptica
y dendritica, junto con las estrategias cognitivas relacionadas con el estilo de
vida. Una baja reserva cognitiva se ha relacionado con la manifestacion
temprana de algunos de los cambios patoldgicos de la enfermedad (Arenaza-
Urquijo et al., 2015; Mayeux, 2003). Ademas, uno de los factores asociados a
esta pérdida de la reserva del cerebro son los traumatismos craneoencefalicos,
aunque no se sabe con claridad si estos traumatismos contribuyen a la EA
porque dan lugar a una disminucion de la reserva cognitiva o porque
desencadenan la cascada patogénica que acaba dando lugar a la formacion de

PS y ONF (Blennow et al., 2006).
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Enfermedades cerebrovasculares

Las enfermedades cerebrovasculares y la EA comparten numerosos factores de
riesgo, que a veces se solapan. Cambios cerebrovasculares como infartos
hemorragicos, pequefios y grandes infartos isquémicos corticales o
vasculopatias se han relacionado con un aumento del riesgo de demencia (Silva
et al., 2019). Analisis post mortem de cerebros de pacientes con EA indican la
presencia de accidentes cerebrovasculares, con brotes hemorragicos e infartos
en mas de un 50 % de los cerebros estudiados (Love & Miners, 2016; Mayeux
& Stern, 2012). Ademas, de acuerdo con Liu y colaboradores, se ha observado
que entre un 6 y un 47 % de individuos con demencia presentan al mismo
tiempo una enfermedad cerebrovascular, mostrando asi la posible relacion que

existe entre ambos acontecimientos (W. Liu et al., 2015).

Dieta y obesidad

La relacion entre los efectos de la dieta y el riesgo de padecer EA estan basados
en ciertos patrones que han sido relacionados con una mayor o menor
posibilidad de desarrollar dicha enfermedad (de Wilde et al., 2017). Se ha
demostrado que la dieta mediterrdnea, que es rica en acidos grasos insaturados
y antioxidantes, confiere un cierto grado de proteccion (de Wilde et al., 2017;
Scarmeas et al., 2009). Algunos componentes de la dieta son esenciales para la
proteccion cognitiva, como los dcidos grasos alimentarios, —por ejemplo, el
omega-3, presente principalmente en el pescado—; los antioxidantes —como
la vitamina E y la C—; las frutas y los vegetales; las vitaminas B6 y B12; y el
folato, ademés de una restriccion caldrica (P. J. Smith & Blumenthal, 2010). A
diferencia de estas dietas, las dietas ricas en acidos grasos saturados y trans y
con bajos niveles de sustancias antioxidantes han sido relacionadas con un

mayor riesgo de padecer la EA (Sinyor et al., 2020; R. Zhu et al., 2021). En
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relacion con la ingesta caldrica, se ha observado que un mayor indice de masa
corporal a mediana edad aumenta proporcionalmente el riesgo de padecer EA
(Tolppanen et al., 2014), lo que sugiere que los cambios metabdlicos asociados
a la obesidad danan el SNC, dando lugar a la muerte neuronal por apoptosis o

necrosis mediante la alteracion de la plasticidad de las neuronas (Mazon et al.,

2017).

Por todo ello, en los ultimos afios, cada vez mas los estudios sobre la EA han
estado centrados en la relacion existente entre las enfermedades metabolicas y
dicha enfermedad, ya que en el mundo occidental se estd produciendo un
aumento de la ingesta calorica y del consumo de dietas ricas en 4cidos grasos
saturados, lo que se esta traduciendo en un aumento de la incidencia de EA.
Ademas, el consumo de estas dietas se ha relacionado con un aumento de la
resistencia a la insulina y del desarrollo de DMT2 (Graham et al., 2016; Kopp,
2019), que a su vez genera un aumento de la inflamacion, del estrés oxidativo

y de otros mecanismos implicados en la disfuncion cognitiva.

2. La EAy la diabetes mellitus

2.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una alteracion metabdlica caracterizada por la

presencia de una hiperglucemia cronica acompafiada por una mayor o menor

alteracion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Conget, 2002).

Una consecuencia de la hiperglucemia cronica es la afectacion grave de muchos

organos y sistemas del cuerpo, sobre todo los nervios y los vasos sanguineos. El

origen y la etiologia de esta enfermedad puede ser muy variada, pero siempre

supone bien un fallo en la secrecion de la insulina, bien en la respuesta a la accién
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de la hormona, bien de ambas en algin momento de la enfermedad (Conget,
2002). La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoécidos,
producida y secretada por las células beta de los islotes de Langerhans del
pancreas. Esta molécula permite la entrada de glucosa en las células, interviniendo

en el metabolismo de los nutrientes, para la sintesis de los componentes celulares

(Tokarz et al., 2018).
Existen dos formas de esta patologia:

— La DM tipo 1 (DMT1): también conocida como diabetes autoinmune. Es una

enfermedad cronica caracterizada por una deficiencia de insulina debido a una
destruccion de las células beta de los islotes de Langerhans, que acaba dando lugar
a un estado de hiperglucemia cronico (Lucier & Weinstock, 2018). Aunque
normalmente suele aparecer durante la infancia o la adolescencia, los sintomas en
ocasiones se pueden desarrollar mucho después (Katsarou et al., 2017). El

tratamiento usado es la administracion de insulina.

—La DMT2: también conocida como insulinodependiente. Este tipo se
caracteriza porque representa mas del 90 % de todos los casos de DM (DeFronzo
et al., 2015). Hoy en dia sigue sin conocerse con exactitud si son los defectos en
la produccion de insulina o los problemas en la accion periférica de esta hormona
los causantes del desarrollo de la DMT2. Teniendo en cuenta lo intimamente
relacionadas que se encuentran la secrecion de la insulina y la sensibilidad a la
accion de la misma en la homeostasis de la glucosa, es dificil diferenciar la
contribucion por separado de cada una de ellas, participando y coexistiendo
ambos fendmenos en el desarrollo de la enfermedad (Conget, 2002). Ademas, la
prevalencia de la DMT2 estd alcanzando niveles preocupantes, ya que en un
estudio reciente se demostré que en apenas treinta afios la prevalencia de esta

enfermedad solo en personas jovenes de entre 15 y 39 afios ya se habia
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incrementado en un 56,4 %, pasando de una incidencia de 117 casos por cada
100 000 habitantes en 1990 a una de 183 en 2019 (Xie et al., 2022).

2.2. La glucosa en el cerebro

El cerebro de los mamiferos depende de la glucosa como su principal fuente de
energia. En el cerebro adulto, las neuronas presentan la mayor demanda de
energia, requiriendo constantemente glucosa de la sangre (Howarth et al., 2012).
En los humanos, el cerebro representa aproximadamente el 2 % del peso corporal;
sin embargo, consume un 20 % de la energia derivada de la glucosa,
convirtiéndolo en el principal consumidor de la misma (Mergenthaler et al.,
2013). El metabolismo de la glucosa aporta la energia necesaria para el
funcionamiento fisiologico del cerebro a través de la generacion de ATP,
representando la base para el mantenimiento celular neuronal y no neuronal, asi
como para la generacion de neurotransmisores. Por lo tanto, una regulacién
estricta del metabolismo de la glucosa es crucial para la fisiologia del cerebro y
un metabolismo alterado en el cerebro da lugar a diferentes enfermedades que
afectan tanto al cerebro en si como al resto del organismo (Mergenthaler et al.,

2013).

La dependencia de este 6rgano de la glucosa como combustible obligatorio deriva
principalmente de la BHE y su permeabilidad selectiva para esta molécula en el
cerebro adulto (Koepsell, 2020). A diferencia de otros érganos, como el higado o
el musculo, la entrada de sustancias neuroactivas hacia el cerebro esté restringida
por la BHE, por lo que tienen que ser sintetizadas en el propio cerebro a partir de
la glucosa. El gran gradiente de concentracion sangre-cerebro facilita el transporte
de glucosa a través de las membranas endoteliales mediante el transportador de
glucosa 1 (GLUTI, del inglés glucose transporter protein type 1) hacia el espacio

extracelular. Ademas, GLUTI interviene en la captacion de glucosa desde el
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liquido extracelular hacia los astrocitos, oligodendrocitos y microglia, mientras
que GLUT3 —el cual tiene una tasa de transporte mayor que GLUT1— facilita

la captacion neuronal de glucosa (Koepsell, 2020; Simpson et al., 2007).

Ademéds, se ha sugerido que el lactato producido por los astrocitos es otro
substrato energético clave usado preferentemente por las neuronas (Juaristi et al.,
2019; Magistretti & Pellerin, 1999; Newman et al., 2011). La liberacion de
glutamato durante la activacion neuronal estimula la captacion de glucosa y la
produccion de lactato en los astrocitos del parénquima cerebral. La mayoria del
lactato astrocitico es obtenido a partir del metabolismo anaerobico de la glucosa
y una pequefia parte a partir de la glucogenolisis (Bouzier-Sore & Pellerin, 2013;
Tekkok et al., 2005). Aun asi, para que los astrocitos puedan producir este lactato,
se sigue necesitando que la glucosa sea transportada a través de la BHE y la

membrana astrocitica mediante transportadores.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el transporte de glucosa a través de la
BHE y/o la membrana plasmatica neuronal puede convertirse en un paso limitante
en condiciones de disminucion del combustible cerebral o en situaciones
patologicas como la EA, la epilepsia, la demencia, la isquemia y las lesiones
cerebrales traumadticas (Koepsell, 2020; Xiuli et al., 2005). Se ha observado que
en la EA el uso de la glucosa difiere segtin la region (ANCEVIC IV et al., 2000;
Koepsell, 2020; Kuhl et al., 1982; Y. Liu et al., 2008). Segiin Hoyer (Hoyer, 2004),
esta variacion es causa de la neurodegeneracion y no solo una mera coincidencia.
Ademas, mediante estudios del transporte de glucosa en el cerebro humano con
EA (De Santi et al., 2001; Heiss et al., 1991; Jagust et al., 1991; Koepsell, 2020;
Piert et al., 1996) usando la tomografia de emision de positrones (PET, del inglés
positron emission tomography), se ha observado una reduccion en el transporte
de glucosa en las regiones cerebrales metabdlicamente mdas activas, como el

cortex, el hipocampo y los microvasos cerebrales (Marcus et al., 2014).
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Asimismo, como se ha explicado en el apartado anterior, una alteracion de la
neurotransmision colinérgica es considerada un sello distintivo de la EA. Se sabe
que la sintesis de la ACh es sensible al metabolismo de la glucosa cerebral
(Jankowska-Kulawy et al., 2022; Y. Li et al., 2014; Sorbi et al., 1983; Spillane et
al., 1979). Por lo tanto, la reduccion de los niveles de glucosa en el cerebro podria
tener un efecto negativo en la funcidon cognitiva (Cunnane et al., 2011;

Jankowska-Kulawy et al., 2022).

En conclusion, existe una gran evidencia clinica y experimental que muestra una
disminucion del metabolismo y del transporte de la glucosa en los cerebros con
EA, lo que deja patente su importancia en el desarrollo de esta enfermedad
(Croteau et al., 2018; Hooijmans et al., 2007; Koepsell, 2020; Y. Liu et al., 2008;
Neth & Craft, 2017; Weise et al., 2018).

2.3. La insulina en el cerebro
2.3.1. La insulina

La insulina fue aislada por primera vez por Banting y Best (Banting & Best,
2007), siendo conocida como la mayor e inmediata reguladora de los niveles de
glucosa en sangre, estimulando la captacion de glucosa por el higado, el musculo
y el tejido adiposo (Tokarz et al., 2018). Sin embargo, el transporte de la glucosa
hacia el cerebro y el uso de la glucosa por la mayoria de las c€lulas presentes en
este oOrgano es independiente de la insulina (Banks et al., 2012).
Consecuentemente, el interés cientifico sobre el papel de la insulina a nivel central
se vio disminuido. A pesar de ello, estudios posteriores encontraron una relacion
mas directa entre la insulina y el SNC (Chowers et al., 1961, 1966), llevando a los
cientificos a asumir que la insulina se encontraba presente en altas
concentraciones en el SNC (Havrankova et al., 1978), lo que sugeria que esta

hormona podia tener funciones que iban mas all4 de la captacion de glucosa.
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Otro de los puntos de debate era si la insulina era capaz de atravesar la BHE o si
podia ser sintetizada en el propio cerebro. La cuestion de si la insulina es fabricada
en el cerebro de los mamiferos se apoya en la expresion de esta hormona en el
cerebro de las llamadas especies inferiores (Caruso & Sheridan, 2011; McRORY
& SHERWOOD, 1997). Sin embargo, en mamiferos, la unica fuente
extrapancreatica de insulina que ha sido claramente descrita esta formada por un
pequeiio grupo de células localizadas en la mucosa olfatoria (Lacroix et al., 2008).
Con ninguna fuente de produccion de la insulina en el SNC, su presencia en el
liquido cefalorraquideo es una evidencia de que la insulina cruza la BHE (Arnold
et al., 2018; Bromander et al., 2010; Ghasemi et al., 2013). Posteriormente,
estudios que usaban insulina exdgena o marcada radioactivamente confirmaron
que esta hormona cruzaba la BHE mediante un mecanismo saturable (Banks et
al., 1996; Baura et al., 1993; Poduslo et al., 1994; Schwartz et al., 1991). En
contraste al flujo saturable de la sangre hacia el cerebro, no hay evidencia de que
exista el mismo fendmeno en el flujo de la insulina desde el cerebro a la sangre
(Cashion et al., 1996). Sin embargo, la evidencia sugiere que la insulina del SNC
pasa al flujo sanguineo mediante la reabsorcion del liquido cefalorraquideo

(Banks et al., 2012).

En condiciones fisioldgicas, los niveles de insulina encontrados en el cerebro se
correlacionan con los niveles de esta hormona a nivel periférico (Woods & Porte
Jr, 1977). Sin embargo, un mecanismo de transporte de la insulina a través de la
BHE saturable implica que, en algin momento, un aumento de los niveles séricos
de insulina no se traducird en un aumento de sus niveles cerebrales (Banks et al.,

2012).
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2.3.2. Funciones de la insulina en el SNC

Glucoregulacion

El metabolismo de la glucosa en todo el organismo es coordinado por el cerebro
(Kleinridders et al., 2014; Schwartz et al., 1992, 2000; Stockhorst et al., 2004) y
depende de la accion eficiente de la insulina en este 6érgano. La insulina modula
el metabolismo periférico de la glucosa a través de los receptores de insulina (RI)
localizados en el hipotalamo (Kleinridders et al., 2014; Pocai et al., 2005). La
administracion central de insulina aumenta la sensibilidad a la misma en tejidos
periféricos asociado a una caida de la produccion hepatica de la glucosa (Alquier
& Kahn, 2004; Heni et al., 2014; Pocai et al., 2005; Schwartz et al., 1992). Un
mecanismo intacto de sefializacion hipotalamica de la insulina es necesario para
que la insulina sistémica inhiba la produccion enddgena de glucosa. Al alterarse
la sefializacion hipotalamica de esta hormona, la consecuente disminucion de la
sensibilidad hepatica a la insulina circulante estimulard la produccion de glucosa

por parte del higado (Heni et al., 2014; Obici et al., 2002; Stockhorst et al., 1999).

Efectos sobre la ingesta y el balance energético

Uno de los roles importantes de la insulina en el cerebro esté relacionado con el
control de la ingesta de alimentos, el peso corporal y la regulacion del equilibrio
energético (Figlewicz, 2003; Loh et al., 2017; Plum et al., 2005). En este contexto,
el papel de la insulina central y periférica en la homeostasis energética estan
parcialmente disociados. Mientras que, tras una administracion periférica,
intravenosa o subcutanea, la insulina actia como una hormona anabolica —
disminuyendo la gluconeogénesis, aumentando la sintesis de glucagon y
promoviendo la lipogénesis en las células adiposas, lo que provoca un aumento

del peso corporal (Mitchell & Begg, 2021; Russell-Jones & Khan, 2007)—, la
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administracion intranasal e intracerebroventricular, por el otro lado, induce
efectos catabdlicos mediante la reduccion de la ingesta de alimentos (Benedict et
al.,2011; Figlewicz, 2003; Ruud et al., 2017; Schulingkamp et al., 2000; Schwartz
et al., 2000), aumentando el gasto de energia, y como consecuencia, reduciendo
el contenido de grasa total en humanos y animales (Begg & Woods, 2011;

Benedict et al., 2011; Benoit et al., 2002; Ruud et al., 2017).

Efectos sobre la plasticidad sinaptica y la memoria

La estreptozotocina es un agente diabetdgeno usado ampliamente para generar
un modelo de DMT?2 caracterizado por un estado de insulopenia debido a la
destruccion de las células B del pancreas (Furman, 2015; Schnedl et al., 1994).
Previos estudios han usado este modelo para demostrar que ratones con una
deficiencia en insulina desarrollan alteraciones cognitivas y problemas de
aprendizaje espacial y de memoria (Biessels et al., 1998; Knezovic et al., 2015;
Zhou et al., 2013). Interesantemente, una dosis baja de insulina via intranasal
mejoro las alteraciones de comportamiento, moleculares y morfoldgicas en el
cerebro diabético, sin modificar los niveles sistémicos de glucosa (Francis et
al., 2008), dejando entrever de esta manera el papel de la insulina en el

mantenimiento de la funcidn cognitiva.

El RI juega diferentes papeles en el cerebro como regulador de la plasticidad
sinaptica (De Felice & Benedict, 2015; Stockhorst et al., 2004), del crecimiento
de las dendritas (Chiu et al., 2008; Derakhshan & Toth, 2013), asi como su
implicacion en la supervivencia neuronal (Bondareva & Chistyakova, 2007).
Se ha visto que vias que son esenciales para la plasticidad sinaptica se
superponen con las de la via de la insulina (Chiu et al., 2008; C.-C. Huang et
al., 2010). Diferentes estudios han demostrado que la insulina contribuye al

cambio en la plasticidad sinaptica del hipocampo mediante el apoyo al LTP y
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LTD en diferentes sinapsis (Frame & Zheleva, 2006; C.-C. Huang et al., 2010;
Schulingkamp et al., 2000; Zou et al., 2020). Ademads, se ha descrito que el RI
es capaz de regular el nimero de sinapsis y contribuye a la plasticidad

estructural experiencia-dependiente, que es esencial para el desarrollo de

nuevas sinapsis (Chiu & Cline, 2010; De Felice & Benedict, 2015).
2.3.3. El receptor de la insulina

Las vias de sefializacion de la insulina son activadas tras la union de la insulina
al RI, el cual pertenece a una familia de receptores tirosin-cinasa que incluye
también al receptor del factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I
(IGF-R, del inglés insulin-like growth factor I receptor) (Hubbard, 1999; Z. Li
et al., 2005). Las principales propiedades de los RIs cerebrales son las mismas
que las de los receptores periféricos. En el SNC, los RlIs se encuentran
distribuidos amplia pero heterogéneamente, con una mayor densidad en el
hipotalamo, los bulbos olfatorios y el hipocampo (Pomytkin et al., 2018;
Schulingkamp et al., 2000; Unger et al., 1989).

El RI es una proteina tetramérica, formada por dos subunidades a, situadas en
la region extracelular, y dos B, insertadas en la membrana celular (Bondareva
& Chistyakova, 2007; De Meyts, 2016). La union de la insulina a la subunidad
a resulta en la activacion y autofosforilacion de los residuos de tirosina de las
subunidades § (Bondareva & Chistyakova, 2007; De Meyts, 2016; Plum et al.,
2005). Esta fosforilacion es acompanada por la fosforilacion de los residuos de
tirosina de la proteina adaptadora especializada, el sustrato del receptor de la
insulina (IRS, del inglés insulin receptor substrate), que induce la activacion
de diferentes vias celulares que regulan un gran abanico de respuestas
bioldgicas (De Meyts, 2016; Plum et al., 2005; Taniguchi et al., 2006) (Figura
12).
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Figura 12: El receptor de la insulina. Fuente: Brady, 2004 (Adaptado).

La familia de las proteinas IRS estd formada por seis proteinas de estructura
similar (IRS 1-6), con funciones y distribucion en los tejidos heterogéneas
(Baskin et al., 1993; Lavin et al., 2016). De todas las isoformas de IRS, las mas
abundantes en el SNC son la IRS1 y la IRS2 (Ghasemi et al., 2013). Por su
parte, IRS1 también es importante para el metabolismo muscular y se
encuentra en musculo, SNC, higado, grasa y pancreas. Por otro lado, IRS2,
ademas de en el SNC, se puede encontrar en el musculo esquelético y otros
organos (D. Cai et al., 2003; Kubota et al., 2004; Oliveira et al., 2014). Se ha
demostrado que la elevacion sostenida de los niveles de insulina reduce la
expresion de IRS1 en cultivos neuronales, asi como en los tejidos periféricos

de ratones, lo que sugiere que IRS1 puede desempenar un papel crucial en el
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desarrollo de la resistencia a la insulina neuronal (Mayer & Belsham, 2010).
Al mismo tiempo, se ha demostrado que un knockout completo del gen de IRS2
en ratones da lugar a un peso corporal normal, pero también a un encogimiento
del cerebro (Martin et al., 2012; Schubert et al., 2003). Estudios adicionales en
estos ratones revelaron dos papeles muy importantes para la rama de IRS2 de
la via de la senalizacion de la insulina en el cerebro. Primero, los ratones
knockout para IRS2 presentaron una disminucion de la proliferacion neuronal
durante el desarrollo de un 50 %; segundo, la alteracion del gen IRS2 provocéd
la acumulacion de ONF en el hipocampo de ratones IRS2”" de edad elevada,
sugiriendo un papel neuroprotector de la sefializacion de IRS2 en el cerebro

(Schubert et al., 2003; Tumminia et al., 2018).

La insulina se une al RI, dando lugar a la fosforilacion del mismo y llevando a

cabo la activacion de dos vias principalmente:

— La via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K, del inglés phosphotidyl
inositol 3-kinase), implicada en el metabolismo de los lipidos y la glucosa

(Gabbouj et al., 2019).

— La via de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK, del inglés mitogen-
activated protein kinase), implicada de la regulacion de la sintesis de proteinas,

regulando el crecimiento y la proliferacion celular (Saltiel & Kahn, 2001).

En la via de la sefalizacion de PI3K, cuando se produce la fosforilacion del
IRS, este fosforila a una de las subunidades del PI3K, denominada p85,
produciéndose un cambio conformacional y uniéndose a la subunidad catalitica
(p110). Una vez activa, la PI3K fosforila al fosfatidil inositol 3,4 disfosfato
(PIP2), convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (PIP3), que da lugar a la activacion de la proteina cinasa B (PKB, del
inglés protein kinase B) o también denominada AKT, proteina responsable de

regular numerosas funciones como la supervivencia celular, la proliferacion,
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la organizacion del citoesqueleto, el metabolismo celular, el trafico de
vesiculas y el transporte de glucosa, mediante su actuacién sobre multiples
dianas (Gabbouj et al., 2019). Entre estas dianas, destaca la proteina GSK3J3,
la cual ha sido ampliamente investigada por su relacion con la EA (Gabbouj et

al., 2019) (Figura 13).
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Figura 13: Via de sefializacion de la insulina. Fuente: Najem et al., 2014 (Adaptado).

2.4.DMT2y EA

Desde que las primeras evidencias epidemiologicas del estudio de Rotterdam
conectasen la EA con DMT?2 hace dos décadas (A. Ott et al., 1996, 1999), la
evidencia acumulada ha aportado mas apoyo al hecho de que existe una

asociacion entre ambas patologias. La DMT2 casi duplica el riesgo de
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demencia (C.-C. Huang et al., 2014; Ohara et al., 2011), observandose un
aumento de la incidencia de EA con la hiperglucemia y la hiperinsulinemia
(Baker et al., 2011; T. Matsuzaki et al., 2010). De la misma forma, se ha
demostrado que los pacientes con EA tienen un mayor riesgo de padecer
DMT?2 (Janson et al., 2004; T. Matsuzaki et al., 2010; Vagelatos & Eslick,
2013). Numerosos mecanismos para esta asociacion han sido propuestos,
incluyendo la resistencia y la deficiencia de insulina, alteraciones en el RlI,
dafios cerebrovasculares e inflamacion, entre otros (X. Li et al., 2015). A pesar
de ello, no se ha podido llegar a una conclusion sobre cudl es la alteracion
especifica responsable de la predisposicion a sufrir EA de los enfermos de

DMT2.
2.4.1. La EA como un nuevo tipo de diabetes: «Diabetes tipo 3»

El término «diabetes tipo 3» fue acufiado en 2005 por la Dra. Suzanne de la
Monte. Su equipo, examinando cerebros post mortem de pacientes con EA,
descubrieron que esta enfermedad podria tratarse de una enfermedad
neuroendocrina asociada con la sefializacion de la insulina. El grupo lo
denominé «diabetes tipo 3» porque alberga elementos de la DMT1 y la DMT2,
ya que se observa tanto una disminucion de la produccion de insulina como
una resistencia a la insulina de los RI (Rivera et al., 2005; Steen et al., 2005).
La prueba mas sélida que apoya el concepto de diabetes tipo 3 procede de un
estudio experimental con ratas que recibieron estreptozotocina mediante
inyeccion intracerebroventricular. Las ratas tratadas con estreptozotocina
desarrollaron disfunciones cognitivas caracterizadas por falta de aprendizaje
espacial y memoria, resistencia y deficiencia de insulina en el cerebro y
neurodegeneracion similar a la EA (Lester-Coll et al., 2006; Weinstock &

Shoham, 2004).
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A pesar de que diferentes autores han proclamado que la EA es la diabetes tipo
3 con una combinacion de deficiencia y resistencia a la insulina, los resultados
de diferentes estudios siguen sin ser concluyentes, dando lugar a la necesidad
de llevar a cabo mas investigaciones para obtener resultados mas consistentes

(H.-G. Kim, 2019).

Papel de la insulina en la patologia de la EA

Estudios llevados a cabo in vivo e in vitro han mostrado una relacion clara entre
la insulina y el metabolismo de AP, demostrando que la insulina afecta a
ambos: tanto a la produccién como a la degradacion del péptido (Gasparini et
al., 2001, 2002; Phiel et al., 2003; W. Q. Qiu et al., 1998; W. Q. Qiu & Folstein,
2006). La insulina puede elevar los niveles de AP a nivel extracelular mediante
la modulacién de la actividad de la y-secretasa (Z. Cai et al., 2015; Phiel et al.,
2003) o incrementando su liberacion desde las neuronas (Z. Cai et al., 2015;
Gasparini et al., 2001, 2002). Ademads, también se ha observado que la enzima
IDE podria ser inhibida competitivamente por la insulina, resultando en una
disminucioén de la degradacion del AP (Ma et al., 2015; Pivovarova et al., 2016;
W. Q. Qiu et al., 1998; W. Q. Qiu & Folstein, 2006), habiéndose descrito
también una disminucion de los niveles y de la actividad de esta enzima en
animales hiperinsulinémicos (Ho et al., 2004; Pivovarova et al., 2016) (Figura

14).

Enla EA, la alteracion de la via PI3K-AKT se manifiesta principalmente como
una disminucién de la fosforilacidon o de los niveles totales de los componentes
de la cascada de senalizacion (Y. Liu et al., 2011; Steen et al., 2005). Previos
estudios han demostrado que los oligdmeros de A inhiben esta via, mediante
la reduccion de la union de la insulina a su receptor y mediante la inhibicion

de la autofosforilacion de este, demostrando que el péptido AP es un inhibidor
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competitivo directo de la unioén y accioén de la insulina (T. Chen et al., 2009;
Cheng et al., 2018; Yu & Koh, 2017). Ademas, el andlisis post mortem de
cerebros con EA revel6 una disminucion de la fosforilacion de las subunidades
de PI3K, asi como de la fosforilacion de AKT y GSK3[ (Moloney et al., 2010;
Steen et al., 2005). GSK3p es una las cinasas mas importantes de Tau (Martin

etal., 2013).

Interesantemente, estos cambios estuvieron asociados con varias
caracteristicas patologicas importantes de la EA, como los ONF y la activacion
de la microglia y la astroglia (Rivera et al., 2005). La sefializacion de la via
PI3K-AKT regula la fosforilacion de GSK3f en la serina 9, lo que provoca la
inhibicion de su actividad. Tanto in vivo como in vitro, la insulina ha
demostrado ser capaz de reducir la fosforilacion de Tau a través de la inhibicion
de GSK3p mediada por AKT (El Khoury et al., 2014; M. Hong & Lee, 1997,
Hooper et al., 2008) (Figura 14).

Por otro lado, como se ha explicado en el apartado anterior, se han observado
niveles elevados de marcadores neuroinflamatorios, entre ellos TNFa, en
muestras de cerebro y sangre de pacientes con EA, pero también en tejidos
periféricos de pacientes con DMT2 (Asslih et al., 2021; Sjoholm & Nystrom,
2006). TNFa juega un papel importante en la resistencia a la insulina
periférica. Activa a la c-Jun cinasa (JNK, del inglés Jun N-terminal kinase), lo
que da lugar a la fosforilacion inhibitoria de la serina de IRS, bloqueando la
sefializacion de la insulina (Gregor & Hotamisligil, 2011). También se ha
observado que los oligomeros de AP son capaces de activar JNK, llevando a
cabo una fosforilacion inhibitoria de IRS en las neuronas hipocampales en un
modelo de raton transgénico, hecho que ha sido confirmado tras el estudio post
mortem de cerebros con EA (Bomfim et al., 2012). En otros estudios, donde se

generaron niveles altos de insulina mediante la administracion de insulina de
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forma aguda a pacientes sanos, se observo un aumento de los niveles de
sustancias proinflamatorias, como son TNFa, IL1-f, IL-6, en el cerebro (Craft,

2005; Fishel et al., 2005) (Figura 14).
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Figura 14: Representacion simplificada de la relacion entre la resistencia a la insulina, la

neuroinflamacion y la patologia AP en la EA. Fuente: Najem et al., 2014 (Adaptado).

En cuanto al papel del sistema colinérgico, este también podria tener una
relacion con anormalidades en los niveles sanguineos de glucosa y la
resistencia a la insulina. Los investigadores mantienen que la insulina participa
significativamente en la funcion neuroldgica mediante la estimulacion de la
expresion de ChAT, la enzima responsable de la sintesis de ACh. Por lo tanto,
unos niveles subdptimos de insulina, asi como una disminuciéon de la

sensibilidad de sus receptores, pueden acabar contribuyendo a una disminucion
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en los niveles de ACh, lo que representa otro posible punto de unién entre

diabetes y EA (Jankowska-Kulawy et al., 2022; Rivera et al., 2005).

Otro mecanismo que conecta la diabetes y la EA es que ambas enfermedades
estan asociadas con un incremento del estrés oxidativo y con la produccion de
productos finales de glicacion (AGEs, del inglés advanced glycation
endproducts), los cuales pueden generar un dafo oxidativo. Estos AGEs son
un grupo heterogéneo de moléculas originadas por la glicacion y oxidacion de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos, a través de varios pasos quimicos a corto
y largo plazo (Carvajal Carvajal, 2015). Los AGEs han sido encontrados en
vasos sanguineos de la retina, en nervios periféricos, rifiones y en el SNC de
diabéticos (C. Ott et al., 2014). Se pueden unir a radicales libres y crear un
dafio oxidativo, que acaba dando lugar a dafio celular (C. Ott et al., 2014;
Pasquier et al., 2006; Sato et al., 2006). De esta forma, pacientes diabéticos
pueden acabar desarrollando EA debido a la producciéon de AGEs, la cual
puede estar potenciada por el estrés oxidativo propio de esta enfermedad,
generando asi un circulo vicioso (Pugazhenthi et al., 2017; Sato et al., 2006).
Ademas, también se ha visto que son capaces de modificar las PS y los ONF,
favoreciendo su formacion (X. Wang et al., 2014; X. Zhu et al., 2007). De esta
forma, la deteccion de los AGEs en plasma o en el liquido cefalorraquideo
podria usarse como un potencial biomarcador temprano de la EA (Erusalimsky,

2021; Takeuchi et al., 2007).

En conclusion, comprender que la EA tiene su fundamento en la
neuroendocrinologia es una prueba convincente de que deberia hacerse mayor
hincapié en el diagnostico precoz de la resistencia a la insulina y la DMT2.
Denominar a la EA «diabetes tipo 3» tiene su fundamento en el hecho de que
el SNC en la EA est4 caracterizado por una escasez de insulina y por una

resistencia a esta hormona de sus receptores. Esto da lugar a una disfuncion
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cognitiva, ya que la insulina es crucial para que el proceso de sefializacion

neuroldgica tenga lugar.

2.5. El receptor PPARB/d6 como nexo entre las alteraciones

cognitivas y metabolicas

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs, del inglés
peroxisome proliferator-activated receptor) son factores de transcripcion
activados por ligandos que pertenecen a la familia de los receptores nucleares
(Auwerx et al., 1999). Estos receptores son activados por ligandos naturales
derivados de lipidos de la dieta, como son 4cidos grados poliinsaturados y sus
derivados, y tienen un papel importante en la regulacioén del metabolismo de la
glucosa, de los lipidos y de las lipoproteinas, ademas de en la diferenciacion
celular, en la inflamacion y en el estrés oxidativo (Montaigne et al., 2021). Se
han identificado tres isoformas, codificadas por genes diferentes, hasta ahora:
PPARoa, PPARY y PPARP/S. Estos factores de transcripcion dependientes de
ligando regulan la expresion de genes diana, uniéndose a elementos especificos
de respuesta al proliferador de peroxisomas (PPRE, del inglés peroxisome
proliferator-activated receptor element) en sitios activadores de genes
regulados. Cada receptor se une a su PPRE en forma de heterodimero con un
receptor retinoide X (RXR, del inglés retinoid X receptor). Al unirse a un
agonista, la conformacion del PPAR cambia y se estabiliza, de modo que se
crea una hendidura de unién y se produce el reclutamiento de coactivadores
transcripcionales. El resultado es un aumento de la transcripcién génica (J.

Berger & Moller, 2002; Christofides et al., 2021).

Recientemente, se ha demostrado que los PPARs son las dianas principales de
numerosas clases de compuestos sintéticos usados en el tratamiento exitoso de

la diabetes y la dislipidemia, como fibratos, glitazonas o antiinflamatorios no
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esteroideos (AINES) (Carvajal et al., 2007; C. K. Tan et al., 2017). El receptor
PPARa se expresa es numerosos tejidos metabolicamente activos como el
higado, el rifion, el corazén y el musculo esquelético (Auboeuf et al., 1997;
Braissant et al., 1996); el receptor PPARY se distribuye en el tejido adiposo, el
corazon, el musculo esquelético, el colon, el intestino, el rifion, el pancreas y
el bazo (J. Berger & Moller, 2002; Elbrecht et al., 1996); y, por ultimo, el
PPARJ/6 se expresa en un amplio rango de tejidos y células, con relativamente
mayores niveles de expresion en el cerebro, el tejido adiposo y la piel (Amri et

al., 1995; Braissant et al., 1996).

Diferentes estudios han descrito el posible papel de las isoformas o y y en la
EA y otros desérdenes neurodegenerativos, demostrando su implicacion en
diferentes eventos patologicos de estas condiciones como son el metabolismo
de la proteina APP o la neuroinflamacion (Corbett et al., 2015; Lamichane et
al., 2018; Vallée & Lecarpentier, 2016; Wojtowicz et al., 2020; H. Zhang et al.,
2015).

Sin embargo, el papel del PPARB/6 en las enfermedades neurodegenerativas
sigue sin estar claro, a pesar de ser la isoforma predominante en el SNC adulto.
Se ha observado que la falta del receptor PPARP/6 podria estar relacionado con
la neuroinflamacion, la resistencia a la insulina en el cerebro, la
hiperfosforilacion de Tau y un aumento de la actividad de BACE1, factores
determinantes en el desarrollo de la EA (Barroso et al., 2013; de la Monte &
Wands, 2006; Sdez-Orellana et al., 2020). Ademas, en el SNC agonistas de este
receptor han mostrado mejorar los sintomas clinicos, reduciendo la severidad
de una variedad de patologias del SNC mediante la regulacion del estrés
oxidativo y las respuestas inflamatorias asociadas a estas enfermedades (Tong,

Deochand, et al., 2016; Tong, Dominguez, et al., 2016).
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Teniendo en cuenta el papel del receptor PPARP/S en la sensibilidad a la
insulina y el metabolismo de los carbohidratos, la reduccion en el metabolismo
de la glucosa y la resistencia a la insulina descritos en la EA —asi como las
evidencias de que esta isoforma podria regular algunas de las caracteristicas
patologicas de la EA—, el receptor PPARP/S podria representar una nueva
diana terapéutica digna de estudio, donde convergiesen las alteraciones
metabolicas y las neurodegenerativas, preservando el metabolismo de los
carbohidratos, las vias de sensibilizacion a la insulina y el rendimiento

cognitivo.

3. Tratamiento de la EA

Debido al incremento creciente de los casos de EA en los ultimos afios y la
prevision de que este nimero siga aumentando exponencialmente en las
proximas décadas, la busqueda de nuevos tratamientos que puedan prevenir
y/o curar la enfermedad se ha convertido en una de las prioridades de la

investigacion mundial actual.

3.1. Terapias actuales de la EA

Actualmente, existen dos tipos de fArmacos aprobados por la Agencia Europea
del Medicamento (EMA, del inglés European Medicine Agency), y tres tipos
aprobados por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos (FDA),
aunque ninguno resulta suficientemente eficaz para el control de Ila
enfermedad. Entre estos tipos destacamos tres inhibidores de la AchE, un
antagonista del receptor NMDA, la combinacién de un inhibidor de la AChE
y del antagonista del receptor NMDA vy, finalmente, los controvertidos

anticuerpos monoclonales, Aducanumab y Lecanemab (Balazs et al., 2021;
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Carvalho et al., 2015; M. Shi et al., 2022; Vecchio et al., 2021). Por otro lado,
en China se aprobo en 2019 el nuevo oligomanato sodico. Este compuesto
recibi6 la aprobacidn por parte de la FDA para comenzar con los ensayos de
fase III en 2020, los cuales finalizaran al término de 2024 (X. Wang et al.,
2019).

3.1.1. Inhibidores de 1a AChE

El déficit colinérgico en la EA ha llevado al uso terapéutico de inhibidores
reversibles de la AChE. Estos inhibidores, mediante el bloqueo de la enzima,
mantienen la viabilidad cerebral de la Ach, pudiendo compensar, aunque no
detener, la muerte celular causada por la enfermedad. Pueden dar lugar a una
mejora de algunos sintomas cognitivos (memoria, atencion) y de
comportamiento (apatia, agitacion, alucinaciones) durante la fase leve de la
enfermedad (Dou et al., 2018). Desafortunadamente, esta capacidad se reduce
con la progresion de la misma. Por otro lado, estos inhibidores no estan libres
de efectos adversos, siendo los mas comunes néauseas y, en algunos casos,
arritmias cardiacas (Kho et al., 2021; Nordberg & Svensson, 1998). Sin
embargo, hoy en dia siguen siendo la primera eleccion en el tratamiento de la
EA. Los inhibidores de la AChE que se encuentran actualmente en el mercado

son: el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina (Figura 15).

El donepezilo fue aprobado en 1996 y es generalmente administrado durante
el primer mes de tratamiento en casos de EA de leve a moderada. En 2010,
también fue aprobado para la EA de moderada a severa (English, 2012). Entre
los efectos adversos mas frecuentes destacan la diarrea, calambres musculares
y fatiga. Treinta estudios, de 8 257 participantes con EA leve, moderada o
severa, han demostrado recientemente que el tratamiento prolongado con

donepezilo (de 12 a 24 semanas) da lugar a una mejora de las funciones
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cognitivas y a una recuperacion de las actividades diarias (Birks & Harvey,

2018).

La rivastigmina fue aprobada para el tratamiento de la EA en el 2000, siendo
un inhibidor no competitivo y pseudoirreversible de la AChE y de la
butirilcolinesterasa (BuChE), enzima también implicada en la degradacion de
la ACh. Se usa para el tratamiento de la EA de leve a moderada. El tratamiento
con rivastigmina suele conducir a una mayor rehabilitacion funcional y global
de las habilidades cognitivas y conductuales que con donepezilo (Bullock,
2005; Cumbo & Ligori, 2014). Se ha observado una buena tolerabilidad (K.
Nguyen et al., 2021) y el efecto adverso mas frecuente se suele dar a nivel
gastrointestinal, razén por la cual la via de administracion suele ser

transdérmica (Winblad & Machado, 2008).

La galantamina fue aprobada en 2001 como inhibidor competitivo,
rapidamente reversible y potente de la AChE, siendo, ademas, un modulador
alostérico de los receptores nicotinicos, facilitando asi también la transmision
colinérgica. Los efectos adversos mas frecuentes son nauseas, vomitos, diarrea,

dolor géstrico, astenia e insomnio (Vecchio et al., 2021).
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Figura 15: Estructura quimica de los inhibidores de la AChE que se encuentran en el mercado

para el tratamiento de la EA. Fuente: Vecchio et al., 2021 (Adaptado).

3.1.2. Antagonistas de los receptores NMDA: Memantina

Los receptores NMDA son proteinas complejas que actian como receptores
del glutamato. Estos receptores pueden tener una localizacion sinaptica,
encontrandose tanto a nivel presinaptico como postsinaptico y extrasinaptica,
localizdndose en las dendritas y necesitando grandes cantidades de glutamato
para ser activados. Se han relacionado con el aprendizaje y la memoria,
vinculdndose asi con la plasticidad neuronal o sindptica (Lai et al., 2014;

Paoletti et al., 2013; Shohami & Biegon, 2014).

En condiciones fisiologicas, el glutamato se une al receptor NMDA, que se
encuentra bloqueado por el ion Mg?", para evitar el continuo flujo de iones
hacia el interior de la célula. Ademas de los receptores NMDA, el glutamato

también activa a los receptores AMPA, permitiendo el flujo de Na" hacia el
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espacio intracelular, lo que provoca un cambio en el potencial de membrana.
Este cambio en el potencial de membrana provoca el desprendimiento del ion
Mg?*, permitiendo la entrada de Ca®". Ademds, para su activacion, este
receptor también necesita la union de la glicina, que se considera un agonista.
En la EA, debido al glutamato y al péptido AP, se produce una estimulacion
constante de bajo nivel de los receptores NMDA, generando un cambio en el
potencial de membrana, lo que provoca la retirada del ion Mg?*, generando un
flujo continuo de iones Ca®" y dando lugar a un «ruido de fondo» de
estimulacion en reposo. Todo ello provoca la produccion de factores

neurotdxicos y a la muerte neuronal (Parsons et al., 2013).

La memantina (1-amino-3,5-dimetiladamantano) es un derivado
aminoalquilciclohexano. El primer aminoadamantano que se introdujo en el
mercado fue la amantadina. Aunque inicialmente se comercializd para la
profilaxis de infecciones respiratorias, afios después se vio que tenia efectos
beneficiosos sobre una gran cantidad de condiciones neurologicas (Tilley &
Kramer, 1981). La memantina es estructuralmente muy parecida a la
amantidina y fue inicialmente sintetizada al comienzo de la década de los
sesenta por la compafia ELI Lilly como agente hipoglucemiante para el
tratamiento de la DMT1 (Gerzon et al., 1963; Rogawski & Wenk, 2003). Sin
embargo, tiempo después se comprob6 que carecia de dicha actividad y que
presentaba propiedades que la convertian en candidata para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas al bloquear los receptores NMDA (Alam et

al., 2017; Parsons et al., 1999).

La memantina se une al receptor de manera no competitiva, con una afinidad
moderada y de manera voltaje-dependiente, lo que significa que a niveles
moderados de estimulacion prolongada (en condiciones patologicas) la

memantina continia bloqueando al receptor, a diferencia del ion Mg**, cuya
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uniodn es mas débil (Parsons et al., 1993, 2007, 2009). Sin embargo, cuando se
produce la llegada de una senal fisiologica generando un aumento pasajero de
los niveles de glutamato, la memantina se disocia del receptor, dando lugar a
una neurotransmision normal (Frankiewicz & Parsons, 1999; Parsons et al.,
2009). De esta manera, en la EA, la memantina seria capaz de reducir el «ruido
de fondo» patologico debido a la sefializacién disfuncional del glutamato,
permitiendo una mayor capacidad para distinguirlo de las sefiales fisiologicas

(Danysz & Parsons, 2003).

La memantina ha demostrado tanto in vivo como in vitro que este efecto se
traduce en una reversion de las alteraciones del aprendizaje inducidas por la
sobreactivacion de los receptores NMDA (Alam et al., 2017; Zajaczkowski et
al., 1997), siendo indicada para el tratamiento de pacientes con EA de
moderada a grave y habiendo demostrado un efecto significativo en la mejora
de los sintomas en varios estudios clinicos controlados a gran escala (Alam et

al., 2017; Reisberg et al., 2003; Tariot et al., 2004; Winblad et al., 2007).
3.1.3. Nuevas terapias: Aducanumab, Lecanemab y oligomanato so6dico

El 7 de junio de 2021 la FDA aprob¢ en Estados Unidos el uso del anticuerpo
monoclonal Aducanumab para el tratamiento de casos leves de EA o casos de
demencia leve (Dhillon, 2021). La indicaciéon inicial del Aducanumab se
actualizd respecto a la anterior, en la que estaba indicado para todos los
pacientes con EA (J. Cummings et al., 2021). Este anticuerpo lleva a cabo su
mecanismo de accion tras atravesar la BHE, donde se dirige y une
selectivamente a los oligdmeros solubles y fibrillas insolubles de AP en el
cerebro (Kastanenka et al., 2016; Sevigny et al., 2016). Sin embargo, esta
aprobacion ha venido acompafiada de una gran controversia, ya que en los
ensayos clinicos desarrollados no se obtuvieron resultados claros de eficacia,

de manera que su aprobacion acabd con la dimision de tres miembros del

70



3. Tratamiento de la EA

consejo asesor de la FDA (Mahase, 2021). Esta decision reglamentaria requiere
de mas ensayos de confirmacion (fase IV) para verificar que el efecto del
farmaco en los criterios de valoracion predice un beneficio clinicamente
significativo (Khachaturian, 2022). Esta controversia, que acompand a la
aprobacion del Aducanumab por la FDA, se hizo mayor cuando la EMA
comunicd6 en el mes de diciembre de 2021 que no autorizaria la
comercializacion en Europa de este nuevo tratamiento, basandose en los pobres
resultados de eficacia de la fase Il de los ensayos clinicos y afirmando que la
evidencia cientifica que aportaban no era suficiente para apoyar que esta

terapia fuese efectiva para el tratamiento de la EA leve (EMA,2021).

El 6 de enero de 2023, la FDA aprobd en Estados Unidos otro anticuerpo
monoclonal, Lecanemab, indicado para pacientes con EA y demencia leve y
con patologia de AP confirmada (Hoy, 2023). Su mecanismo de accidon es
distinto al de otros agentes antiamiloideos, ya que presenta una gran
selectividad hacia los agregados solubles de AP en comparacion con las
especies monomeéricas, asi como una selectividad moderada frente al amiloide
fibrilar. Se cree que este perfil supone una ventaja para atacar selectivamente
las especies de AP mas toxicas (Swanson et al., 2021). Al igual que ocurrid con
su hermano, el Aducanumab, este farmaco se ha aprobado por la via de
«aprobacion aceleraday, reservada para los tratamientos de enfermedades para
las que apenas existen tratamientos y en la que no se exigen datos de ensayos

clinicos de fase I1I.

Los investigadores se muestran esperanzados con los resultados que se
obtuvieron en la fase III, publicados en noviembre de 2022 (van Dyck et al.,
2023). Este estudio, en el que participaron unas 1 800 personas con EA
incipiente, mostr6 que Lecanemab era capaz de ralentizar el deterioro

cognitivo en un 27 % durante los 18 meses de tratamiento. Sin embargo, como

71



Introduccion

se ha dicho anteriormente, la decision de la FDA fue tomada sin los datos de
la fase III. En el estudio de fase II, se observo que el farmaco era capaz de
reducir las placas amiloideas en 856 pacientes, pero no evalud si esa
disminucién venia acompafiada de una mejora cognitiva (Swanson et al.,
2021). No estd claro como afectard a los pacientes esa mejora cognitiva
observada del 27 % ni si ese efecto se mantendra pasados los 18 meses: para
ello habra que seguir investigando. De momento, la FDA ha declarado que
debe usarse Unicamente en personas con deterioro cognitivo leve, es decir, el
mismo perfil usado en los ensayos clinicos. No obstante, en los ultimos meses
se ha informado de la muerte de tres personas inscritas en la fase III del ensayo.
Segun estos informes, los pacientes podrian haber muerto debido a que el
anticuerpo debilito los vasos sanguineos del cerebro al atacar las placas de AP
que los recubren. Todos los pacientes se encontraban en tratamiento con
anticoagulantes, lo que pudo haber agravado la hemorragia, de manera que
algunos cientificos creen que se podria estar poniendo en peligro
innecesariamente a personas con un deterioro cognitivo leve, mientras que la
empresa farmacéutica sostiene que no es apropiado sacar conclusiones
basandose en casos individuales. En Europa, Japon y China, actualmente
Lecanemab se encuentra en el proceso de revision por las diferentes entidades

reguladoras (Hoy, 2023).

En noviembre de 2019 se aprobd en China un nuevo tratamiento para la EA de
leve a moderada para mejorar la funcién cognitiva (Syed, 2020): el
oligomanato sddico (GV-971). Se trata de una mezcla administrada oralmente
de oligosacaridos lineales acidicos derivados de algas marrones marinas,
desarrollado por la farmacéutica Green Valley (X. Wang et al., 2019). Aunque
el mecanismo completo sigue sin conocerse, ha demostrado reducir la
neuroinflamacion mediante la alteracion notable de la composicion de la

microbiota intestinal y la regulacion del metabolismo de aminoacidos, lo que
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puede limitar la contribucion de la alteracion de la inmunidad periférica a la
patogénesis de la EA. En concreto, junto con la deposicion de AP y la
fosforilacion de Tau, la alteracion de la microbiota intestinal durante la
progresion de la EA provoca trastornos metabdlicos. La produccion anormal
de metabolitos provoca inflamacion periférica y aumenta la infiltracion
cerebral de células inmunitarias que interactian con las células microgliales en
el cerebro, lo que da como resultado neuroinflamacion patolégica y deterioro
cognitivo. La administraciéon oral del oligomanato sddico reacondiciona la
microbiota intestinal, normaliza los metabolitos, reduce la infiltracion de
células inmunitarias periféricas en el cerebro, resuelve la neuroinflamacion y
reduce la deposicion de AP y la fosforilacion de Tau, con la consiguiente
mejora de las funciones cognitivas (X. Wang et al., 2019). Ademas, también es
capaz de atravesar la BHE a través de transportadores, incluyendo al GLUTI.
De esta forma, participa directamente en la disminucion de la fosforilacion de
Tau y es capaz de unirse a multiples subregiones de AP para inhibir la
formacion de fibrillas de este péptido y desestabilizar las fibrillas preformadas
en mondmeros no toxicos, resultando en una mejora del aprendizaje (X. Wang

etal., 2019).

El 8 de abril de 2020, Shangai Green Valley recibi6 luz verde por parte de la
FDA para llevar a cabo el estudio clinico internacional, multicéntrico, de fase
IIT GV-971. Este ensayo se completara en 2024, y la presentacion de solicitud

de registro de nuevo farmaco se espera para 2025.

3.2. Las moléculas multidiana como nueva estrategia para el

tratamiento de la EA: Rheina-Huprina

Como se ha podido ver hasta ahora, existen una gran cantidad de complejos

mecanismos implicados en el entramado patoldgico de la EA. Debido a la
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incapacidad de las terapias actuales para frenar el avance de la enfermedad, se
ha hecho patente el fracaso del pensamiento clasico del desarrollo de nuevas
terapias de una molécula por diana. Consecuentemente, se necesita un enfoque
farmacologico mas completo y complejo con el fin de obtener tratamientos

eficaces.

En este contexto, diferentes aproximaciones farmacoldgicas ofrecen
alternativas para poder solucionar el problema de usar farmacos con una sola
diana terapéutica para tratar enfermedades tan complejas como la EA. La
estrategia mas usada es la conocida como «terapia multimedicacion», que
consiste en usar una combinacion de mas de un fdrmaco con diferente
mecanismo de accion. Esta terapia tiene distintos inconvenientes, como la
biodisponibilidad, las interacciones entre farmacos o incluso la falta de
cumplimiento por parte del paciente, sobre todo en el caso de pacientes con
EA. Oftra estrategia seria la «medicacion de multiples compuestos», que
consiste en la adicion de diferentes compuestos a la misma formulacion, dando
lugar a una simplificacion de los regimenes de dosificacion y, por lo tanto, a
una mejor adhesién al tratamiento por parte del paciente, pero sigue
ocasionando el resto de los problemas mencionados anteriormente (Carocci et

al., 2018; Schmitt et al., 2004).

Finalmente, ha surgido una tercera estrategia: desarrollar farmacos que sean
capaces de atacar varias dianas al mismo tiempo. Esta estrategia, conocida
como «terapia con ligandos dirigida a multiples dianasy, tiene numerosas
ventajas, como una farmacocinética mas simple, una mayor eficacia gracias al
efecto sinérgico de la modulacion de diferentes dianas y una mayor seguridad,
ya que se reduce el nimero de efectos secundarios y también de interacciones
entre farmacos (Morphy & Rankovic, 2005; Neddenriep et al., 2011). Sin

embargo, a la hora de disefar estos compuestos hay que tener diferentes puntos
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en cuenta: primero, que el compuesto multidiana sea capaz de interaccionar de
manera comparable o equilibrada con las diferentes dianas; segundo, siempre
hay que tener en cuenta la promiscuidad potencial de estos farmacos como
resultado de efectos no deseados, provocando, todo ello, que el disefio de los
mismos sea un proceso muy complejo (Anighoro et al., 2014; Viayna et al.,
2013). Aun asi, esta nueva estrategia representa una nueva oportunidad
esperanzadora para el desarrollo de farmacos que sirvan para el tratamiento de

enfermedades multifactoriales como la EA.

Una de las moléculas lideres que se usan hoy en dia para el disefio de moléculas
multidiana es la tacrina. La tacrina fue identificada como el primer inhibidor
de la AChE que recibio la aprobacion para el tratamiento sintomatico de la EA
(Crismon, 1994). Sin embargo, a finales de los afios noventa, fue retirada del
mercado debido a su hepatotoxicidad (Watkins et al., 1994; Zeiger et al., 1997).
A pesar de ello, actualmente se sigue usando para el disefio y desarrollo de
nuevos derivados con perfiles toxicoldgicos mejorados y/o propiedades

farmacologicas adicionales (Spilovska et al., 2017; W.-Y. Wu et al., 2017).

Otra molécula para destacar es la huperzina A, un alcaloide nootropico aislado
de la planta medicinal china Huperzia serrata. Es un potente inhibidor
reversible de la AChE (Williams et al., 2011) que puede modificar otros
sistemas neurotransmisores para mejorar la memoria, confiriendo proteccion
frente la proteina AP y radicales libres (Howes et al., 2017; Xiao et al., 2002).
Esta molécula es clinicamente usada en China para el tratamiento de la EA 'y
se ha comercializado en otros lugares como suplemento alimenticio gracias a

su habilidad para mejorar la memoria y la funcién mental (Howes et al., 2017).

Como resultado de la unioén de estas dos moléculas, se ha dado lugar a una
familia de compuestos, las huprinas, como potentes inhibidores de la AChE,

de hecho, en muchos casos, siendo mas potentes que las moléculas originales.
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Se distinguen dos compuestos lideres designados como primera generacion,
huprina Y y la huprina X (Mezeiova et al., 2020) (Figura 16). Se ha visto que
estas moléculas tienen un perfil inico que abarca efectos modificadores de la
EA tanto colinérgicos como no colinérgicos, y, por tanto, constituyen
prometedores candidatos a farmacos para esta enfermedad (Mufoz-Torrero &

Camps, 2008).
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Figura 16: Disefio de huprinas a partir de la huperzina A y la tacrina. Fuente: Mezeiova et al.,

2020 (Adaptado).

Viayna y colaboradores han desarrollado recientemente un hibrido multidiana
conocido como rheina-huprina (RHE-HUP) (Pérez-Areales et al., 2017). Este
combina los farmacoforos de rheina y huprina Y. La rheina es un producto
natural encontrado en el ruibarbo medicinal de la medicina tradicional china,
el cual es bien tolerado en humanos (X. Yang et al., 2011) y se encuentra

estructuralmente relacionada con algunas hidroxiantraquinonas con actividad
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antiagregante de Tau. Por otro lado, la huprina Y, como se ha descrito
previamente, es un potente inhibidor de la AChE. En conjunto, la molécula
RHE-HUP ha demostrado tener una fuerte actividad in vitro como inhibidora
de sus principales dianas, que son la agregacion de Tau y la AChE, pero
también demostro tener una fuerte actividad inhibidora de BACE1. Ademas, in
vivo, este compuesto ha demostrado tener capacidad para disminuir los niveles
de AP, la fosforilacion de Tau y el deterioro cognitivo. De esta forma, RHE-
HUP emerge como un candidato multidiana muy prometedor para el

tratamiento de la EA (Serrano et al., 2016) (Figura 17).

OH O OH OH O
) O
& w
NH NH
/ A\
X _-N N~
(+)-RHE-HUP (-)-RHE-HUP

Figura 17: Estructura quimica de los derivados (+) y (-) de RHE-HUP. Fuente: Serrano et al.,
2016 (Adaptado).
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4. Modelos experimentales de raton para el
estudio del déficit cognitivo y la EA en
presencia de alteraciones metabolicas

Los modelos animales son una de las herramientas mas importantes en la
investigacion de nuevos tratamientos de la EA. Sin embargo, muchos de los
tratamientos potenciales que han fallado en las fases clinicas en los ultimos
anos habian mostrado resultados prometedores en modelos animales (van Dam
et al., 2003). Los primeros modelos de animales transgénicos para el estudio
de la EA que se generaron expresaban la proteina APP humana y, aunque
presentaban produccion del péptido AP, no mostraban la neuropatologia
caracteristica (Puzzo et al., 2015). A pesar de que hoy en dia todavia no existan
modelos de ratébn que presenten todas las caracteristicas tipicas de la
enfermedad, se han conseguido generar modelos resultado de la combinacion
de mutaciones que generan algunas de las caracteristicas patoldgicas mas
importantes de la EA con el fin de aproximarse a ella, basandose, entre otras,
en la proteina APP humana o en Tau (Games et al., 2006). Por otro lado,
también se han desarrollado otros modelos animales, con el objetivo de
describir nuevas posibles dianas farmacologicas para el tratamiento del

deterioro cognitivo y la EA.

Modelo knock out PPARB/O**

El gen PPARPB/ fue modificado en células madre embrionarias mediante la
recombinacion homoéloga con un vector de sustitucion, utilizando un enfoque
basado en la seleccion positiva-negativa. En este vector, las secuencias
genomicas que codifican el dominio de union al ADN del receptor (exén 4 y

parte del exon 5) se sustituyeron por un casete PGK-neo (Nadra et al., 2000).
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Esté descrito que estos ratones presentan deterioro cognitivo en una prueba de
reconocimiento de objetos junto con un aumento de la expresion de IL-6, de la
fosforilacion de Tau y de los niveles de BACE1 y RAGE, implicados en la
sintesis del péptido AP y su deposicion. Los niveles proteicos de GFAP se ven
también incrementados en la corteza de este modelo de raton, sugiriendo la
presencia de astrogliosis (Barroso et al., 2013; Kalinin et al., 2009). Aunque
numerosos estudios han demostrado que los agonistas de este receptor podrian
tener efectos interesantes para el tratamiento de la EA, el mecanismo de accion
sigue sin esclarecerse. Por ello, este modelo brinda el marco ideal para conocer
el papel de este receptor en el desarrollo de alteraciones
cognitivas/metabolicas, con el objetivo de disenar moléculas mas selectivas
para intentar frenar el avance de los acontecimientos que pueden acabar,

eventualmente, en el desarrollo de EA.

Modelo APPswe/PS1dE9 (APP/PS1)

Este modelo de raton, descrito por Jankowsky y colaboradores en 2004,
sobreexpresa la mutacion sueca de APP, junto con la delecion del exon 9 de la
PS1, siendo generado mediante la coinyeccion de ambos transgenes, de manera
que la descendencia la hereda como un Unico transgén (Jankowsky et al.,
2004). La sobreexpresion del transgén conduce a la sobreproduccion de A,
tanto de APB4o como de A4z, siendo este ultimo el mas frecuente y el principal
componente de las PS, que aparecen alrededor de los tres meses de edad,
comenzando la deposicion en la corteza y avanzando hacia otras zonas del
cerebro. Ademas, estas placas aparecen rodeadas de microglia activada y
astrocitos. A los doce meses de edad, aunque se puede ver incluso a los seis
meses, los ratones presentan déficits en una gran cantidad de pruebas de
comportamiento, como el test del laberinto de agua de Morris (MWM, del

inglés Morris Water Maze) (Xiong et al., 2011).
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Pero, ademas, estos ratones presentan otros sintomas clinicamente relevantes
similares a los de la EA, entre los que se incluyen: anomalias neuriticas leves
(Garcia-Alloza et al., 2010), pérdida de actividad neuronal relacionadas con la
presencia de PS (Meyer-Luehmann et al., 2009) y déficits de la transmision
colinérgica a nivel pre y postsinaptico (Machova et al., 2010). Debido a que
este modelo presenta la patologia de AP y evidencias de déficits de memoria a
los seis meses de edad (Xiong et al., 2011), representa una valiosa herramienta
en aquellos estudios que tienen el objetivo de desarrollar nuevas terapias
centradas especificamente contra las placas y la neuroinflamaciéon asociada

(Figura 18).
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i i i } ] } =
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]
Patologia AP
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Figura 18: Diagrama que muestra la aparicion y progreso del deterioro sinaptico, la pérdida
de memoria y la patologia AB en el modelo de raton APP/PS1. Fuente: Puzzo et al., 2015
(Adaptado).

Otro aspecto a considerar son las diferencias de sexo en el riesgo de padecer
EA —como se ha descrito anteriormente— las mujeres tienen una mayor
incidencia (Bachman et al., 1992; Hebert et al., 2001; Laws et al., 2016) y
prevalencia (Jorm & Jolley, 1998; Laws et al., 2016; Ruitenberg et al., 2001)
de esta enfermedad. Cuando se han estudiado las diferencias en cuanto a sexo
en este modelo de raton se ha visto que las hembras presentan una mayor carga

de AP, patologia de Tau, neuroinflamacion y pérdida de neuronas y sinapsis
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(S.-S. Jiao et al., 2016), convirtiendo a las hembras de este modelo en una

mejor aproximacion de la enfermedad.

Combinacién de los modelos APP/PS1 y PPARB/S” con una dieta rica en

grasa

Como se ha ido mencionando a lo largo de la presente tesis doctoral, la DMT2
es uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de la EA.
Se ha visto como una situacion de hiperglucemia, hiperinsulinemia y de
resistencia a la insulina (caracteristicas de la DMT2) puede provocar
alteraciones en la via de la sefializacion de la insulina a nivel del SNC. Ademas,
la resistencia a la insulina a nivel central también ha sido relacionada con una
disminucion del metabolismo de la glucosa (Baker et al., 2011; Roberts et al.,
2014), observandose un hipometabolismo de esta molécula en el cerebro
incluso afios antes de la aparicion de la demencia en enfermos de DMT?2
(Langbaum et al., 2009; Minoshima et al., 1997). Asimismo, como se ha
especificado en el apartado «Papel de la insulina en la patologia de la EA», una
afectacion de la via de la insulina a nivel central se ha relacionado con un
aumento de la deposicion de AP, de la hiperfosforilacion de Tau, de la
neuroinflamaciéon e incluso de la transmision colinérgica, todos ellos

importantes eventos patologicos de la EA.

En este sentido, la DMT?2 inducida por una dieta rica en grasa se ha visto que
es capaz de favorecer la amiloidogénesis tanto de los péptidos APB4o como APz,
asi como de aumentar la fosforilacion de Tau y de dar lugar a una alteracion de
la funcién cognitiva en modelos de ratén de EA (Ho et al., 2004; Mehla et al.,
2014). Sin embargo, a pesar de esta aparente clara relacion no siempre que se

da esta enfermedad neurodegenerativa existe una resistencia periférica a la
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insulina, por lo que el mecanismo que une estas dos patologias todavia debe

ser esclarecido.

Es por todo ello que la combinaciéon del modelo de ratén PPARPB/S™ con una
dieta rica en grasa generaria un modelo de resistencia a la insulina a nivel
periférico que permitiria conocer el papel de este receptor en la relacion entre
las alteraciones cognitivas/metabolicas, pudiendo valorar su papel como
posible diana terapéutica, incluso en estadios previos a la aparicion de EA. Por
otro lado, la combinacidn de esta dieta con el modelo APP/PS1, el cual presenta
las caracteristicas patologicas de la EA, daria lugar a un modelo animal con la
doble patologia, ideal para estudiar la relacién entre ambas enfermedades

(Amelianchik et al., 2022; J. M. Walker et al., 2017).
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Hipdtesis y objetivos

Basada en la informacién descrita en la introduccion y en previos estudios
realizados por nuestro grupo, la hipotesis de esta tesis es, por un lado, que la
falta del receptor PPAR[B/6 tiene un papel clave en el desarrollo del déficit
cognitivo y que la asociacion con una dieta rica en grasa exacerba esta
condicidn, y, por otro lado, que el hibrido RHE-HUP representa un prometedor
candidato para el tratamiento de la EA en presencia de alteraciones
metabolicas, debido a su perfil multidiana dirigido contra algunos de los

principales eventos patogénicos de la EA.

Se han definido los siguientes objetivos generales:

1. Evaluar las consecuencias de la falta del receptor PPARB/S sobre las vias
neuropatoldgicas implicadas en el déficit cognitivo en ratones knock out
para el gen PPARd de seis meses de edad y determinar si la ingesta de una

dieta rica en grasa deteriora este estado patologico. En concreto:

e Determinar el efecto sobre el peso, la tolerancia a la glucosa y la
resistencia a la insulina, asi como la implicacion en la alteracion de la

via de sefializacion de la insulina a nivel hipocampal.

e Evaluar los cambios inducidos sobre el ndmero de espinas
dendriticas, marcadores sinapticos y sobre la memoria de

reconocimiento.

¢ Investigar los efectos sobre la neuroinflamacion a nivel hipocampal a

través del estudio de distintos marcadores neuroinflamatorios.
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2. Evaluar los efectos sobre las principales vias relacionadas con la EA, tanto
a nivel central como periférico, del compuesto hibrido RHE-HUP en
ratones hembra APP/PS1 de seis meses de edad expuestos a una dieta rica

en grasa. En concreto:

Evaluar las consecuencias sobre parametros periféricos relacionados

con el metabolismo.

e Determinar el efecto en la via de sefalizacion de la insulina cerebral

y la hiperfosforilacion de Tau.

e Estudiar la actividad sobre la deposicion de placas de AP a nivel

hipocampal y cortical.

e FEvaluar los efectos sobre la neuroinflamacion.

e Determinar las consecuencias sobre biomarcadores sinapticos, asi

como su papel en la mejora del proceso cognitivo.
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Resumen

El PPARP/S se trata del mas abundante en el SNC y estd implicado en la
homeostasis microglial y el metabolismo. Ademas, las alteraciones en este
receptor parecen tener un papel clave en el deterioro de la memoria. Aunque la
funcion del PPARP/6 en el metabolismo esta bien descrita, su contribucion en

los procesos neuronales y de memoria se encuentran poco explorados.

De esta forma, el objetivo del presente estudio es determinar el papel del
receptor PPARP/d en las vias neuropatologicas implicadas en la pérdida
cognitiva, y elucidar si un factor de riesgo implicado en la pérdida de la
memoria, como es la obesidad, modula estos marcadores neuropatolégicos.
Para ello, se usaron ratones macho de 6 meses de edad knock-out totales para
el gen Ppard de origen genético C57BL/6X129/SV (PPARP/3”) y ratones
wild-type (WT) con el mismo origen genético. Tras el destete, a los 21 dias, y
durante toda su vida, los animales fueron alimentados bien con dieta control o

con una dieta rica en grasa.

Nuestros resultados mostraron una disminucion en la densidad de espinas
dendriticas y en marcadores sinapticos en los ratones PPARP/5™, resultados
que fueron corroborados con el test de reconocimiento del objeto nuevo
(NORT, del inglés novel object recognition test). Ademas, este estudio
demostrd que la falta de este receptor producia un aumento de la gliosis en el
hipocampo, contribuyendo a la activacion astrocitica y microglial junto con el
aumento de marcadores de neuroinflamacion. Igualmente, se encontraron
alteraciones en la via del receptor de la insulina a nivel hipocampal.
Interesantemente, mientras que algunas alteraciones causadas por la falta del
receptor PPAR[/S no se vieron afectadas por la alimentacion con la dieta rica
en grasa, otras sufrieron una exacerbacion o necesitaron la combinacioén de

ambos factores.
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De esta forma, los resultados derivados de este estudio sugieren que la falta del
receptor PPAR[/S afecta a la estructura neuronal y sindptica, contribuyendo a
la disfuncién de la memoria, presentando a este receptor como una posible

nueva diana para el tratamiento del deterioro de la memoria.
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Antoni Camins > and Miren Ettcheto "*3*

' Department of Pharmacology, Toxicology and Therapeutic Chemistry, Faculty of Pharmacy and Food Sciences, University of
Barcelona, Barcelona, Spain, “Biomedical Research Networking Centre in Neurodegenerative Diseases (CIBERNED), Madrid,
Spain, ®Institute of Neuroscience, University of Barcelona, Barcelona, Spain, *Dominick P. Purpura Department of
Neurosciences, Albert Einstein College of Medicine, New York City, NY, United States, “Institute of Nanoscience and
Nanotechnology (IN2UB), University of Barcelona, Barcelona, Spain, ®Department of Pharmacy, Pharmaceutical Technology and
Physical Chemistry, Faculty of Pharmacy and Food Science, University of Barcelona, Barcelona, Spain, “Research Center and
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Peroxisome proliferator-activated receptor /6 (PPARB/S), the most PPAR abundant
isotype in the central nervous system, is involved in microglial homeostasis and
metabolism, whose disturbances have been demonstrated to play a key role in
memory impairment. Although PPARB/S function is well-established in metabolism, its
contribution to neuronal and specifically memory process is underexplored. Therefore, the
aim of the study is to determine the role of PPARB/S in the neuropathological pathways
involved in memory impairment and as to whether a risk factor implicated in memory loss
such as obesity modulates neuropathological markers. To carry out this study, 6-month-
old total knock-out for the Ppard gene male mice with C57BL/6X129/SV background
(PPARB/5”) and wild-type (WT) littermates with the same genetic background were used.
Animals were fed, after the weaning (at 21 days old), and throughout their growth, either
conventional chow (CT) or a palmitic acid-enriched diet (HFD). Thus, four groups were
defined: WT CT, WT HFD, PPARp/5”" CT, and PPARp/5” HFD. Before sacrifice, novel

Abbreviations: AD, Alzheimer's disease; AKT/p-AKT, protein kinase B/phospho-protein kinase B; BDNF, brain-derived
ncumlrophxc factor, CNS, (cnlral nervous system; CT, conventional chow; DBN1, drebrin 1; DG, dentate gyrus; GAPDH,

de-3-phosphate dehyd GFAP, glial fibrillary acidic protein; GSK3p/p-GSK3p, glycogen synthase kinase 3
beta GTT, giucnse tolerance test; HFD, high-fat diet; IBA1, ionized calcium-binding adapter molecule 1; IR, insulin receptor;
ITT, insulin tolerance test; KO, knock-out; MWM Morris Water Maze; NI-KB nuclear factor kappa B; NORT, novel object
recognition test; NSAIDs, idal anti-infl; y drugs; PB, phate buffer; PFA, paraformaldehyde; PPARs,
peroxisome proliferator-activated receptors; PSD95, density protein 95; PTPIB. protein tyrosine phosphatase; T2DM, type 2
Diabetes Mellitus; TLR4, Toll-like receptor 4; WT, wild type.
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object recognition test (NORT) and glucose and insulin tolerance tests were performed.
After that, animals were sacrificed by intracardiac perfusion or cervical dislocation. Different
techniques, such as GolgiStain kit or immunofluorescence, were used to evaluate the role
of PPARB/S in memory dysfunction. Our results showed a decrease in dendritic spine
density and synaptic markers in PPARB/&" " mice, which were corroborated in the NORT.
Likewise, our study demonstrated that the lack of PPARp/S receptor enhances gliosis in
the hippocampus, contributing to astrocyte and microglial activation and to the increase in
neuroinflammatory biomarkers. Additionally, alterations in the hippocampal insulin
receptor pathway were found. Interestingly, while some of the disturbances caused by
the lack of PPARB/S were not affected by feeding the HFD, others were exacerbated or
required the combination of both factors. Taken together, the loss of PPARB/S” affects
neuronal and synaptic structure, contributing to memory dysfunction, and they also
present this receptor as a possible new target for the treatment of memory impairment.

POy y

Il-'.in signaling

INTRODUCTION

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are ligand-
activated transcription factors that belong to the nuclear receptor
superfamily (Auwerx et al., 1999). PPARs are activated by natural
ligands derived from dietary lipids, such as polyunsaturated fatty
acids and their derivatives and exert an important physiological
role in regulating glucose, lipid, and lipoprotein metabolism.
Likewise, these receptors can be also activated by synthetic
ligands like fibrates, glitazones, or nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) (Carvajal et al, 2007; Chek
Kun et al, 2017), which make them promising targets for
several pathologies. Thus, the interest in the medical field for
these drug targets has increased exponentially in the last years.

The PPAR subfamily comprises three isotypes: PPARa, PPARY,
and PPARP/S. Several studies have shown that PPARa and PPARy
activation mediates by promoting the regulation of pathologic
processes including neuroinflammation, mitochondrial alterations,
and memory impairment (Heneka et al., 2005; Nicolakakis et al,
2008). Interestingly, although PPARP/S has been shown to be the
most abundant isotype in the central nervous system (CNS)
(Moreno et al, 2004), being expressed in the main cellular
components of this system including astrocytes, neurons and

microglia (Schnegg and Robbins, 2011), its role in
neurodegenerative disorders has not been well characterized.
Inflammation not only actively contributes to the
A

development of several neurc rdegenerative d including
Alzheimer’s disease (AD) (Calsolaro and Edison, 2016; Regen
et al, 2017), but also plays an essential role in the progression of
metabolic pathologies, being a key point where both pathologies
converge. In fact, there is multiple evidence that insulin resistance
is one of the best predictors of memory impairment supporting
the hypothesis that AD represents a form of diabetes mellitus that
selectively affects the brain, receiving the name of “type 3
diabetes” (Monte and Wands, 2008). Moreover, several studies
demonstrated that people suffering from type 2 diabetes mellitus
(T2DM) also develop cognitive decline, which is defined as
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reduction in one or more cognitive abilities, such as memory
(Biessels et al,, 2008; Zilliox et al., 2016). In this line, it is well
known that obesity actively contributes to the development of
T2DM, but also has been related to inflammatory processes and it
is considered a clear risk factor in AD (Pugazhenthi et al,, 2017;
Tumminia et al., 2018; Ebrahimpour et al., 2020). Notably, it has
been shown that PPARB/S downregulation could be linked to
both neuroinflammation and insulin resistance in the brain (De
La Monte and Wands, 2006). In fact, several clinical trials have
suggested that PPARP/S activation reduces inflammation and
ameliorates insulin sensitivity (Neels and Grimaldi, 2014;
Giordano Attianese and Desvergne, 2015; Vizquez-Carrera,
2016), among others. Therefore, they have been considered as
good candidates for the treatment of these pathologies
characterized by these hallmarks, such as T2DM (Salvado
et al, 2012). In the CNS, synthetic PPARB/8-specific agonists
have been reported to ameliorate clinical symptoms, reducing the
severity of a variety of CNS pathologies by modulating oxidative
stress and inflammatory responses associated with these diseases
(Tong and Dominguez, 2016; Tong et al., 2016).

Collectively, although PPARB/S seems to play a key role in
several pathologic processes, including memory impairment, the
mechanisms responsible for these effects remain unknown.
Therefore, the aim of the study is to determine the role of
PPARP/S in the neuropathological pathways involved in the
development of memory impairment and as to whether a risk
factor involved in cognitive loss and in the development of T2DM
such as obesity (high-fat diet, HFD) consumption) modulates
hippocampal neuropathological markers in mice lacking this
nuclear receptor.

MATERIALS AND METHODS
Animals

To perform this study, 6-month-old total knock-out for the
PPARP/S gene male mice with C57BL/6X129/SV background
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(PPARB/8™) (Karim et al., 2006) and wild-type (WT) littermates
with the same genetic background were used. In all cases, animals
were obtained from established breeding couples in the animal
facility (Animal facility from the Pharmacy and Food Sciences
Faculty from the University of Barcelona; approval number C-
0032). After the weaning (at 21 days-old), and throughout their
growth, animals were fed either conventional chow (control diet,
CT) (ENVIGO, Madison, Wt 53744-4220) or a palmitic acid-
enriched diet containing 45% of fat mainly from hydrogenated
coconut oil (HFD) (Research Diets Inc., NB, United States). Thus,
four groups were defined: WT CT, WT HED, PPARB/§” CT, and
PPARP/S”" HED.

All animals were kept under stable conditions of humidity and
temperature, standard light-dark cycle (12-h light/dark cycle) and
food and water ad libitum, following the ethics guidelines defined
by the European Committee (European Communities Council
Directive 2010/63/EU). Manipulation protocols were previously
approved by the ethics committee from the University of
Barcelona and, at all times, it was made sure that animal
numbers, their stress, and pain were kept under a necessary
minimum following the appropriate animal manipulation ethical
methodologies.

Glucose and Insulin Tolerance Tests

For both tests, mice were fasted for 6h and the tests were
performed in a quiet room, preheated to +28°C. In the glucose
tolerance test (GTT), glucose was administered at a dose of 1 g/kg
intraperitoneally (i.p). On the other hand, in the insulin tolerance
test (ITT), the dosage of insulin used was 0.75 IU/Kg and it was
also administered i.p. Next, samples from the tail vein were
extracted in consecutive periods of time and glucose levels
were measured using an Accu-check®Aviva glucometer. In
GTT, measurements were made at 5, 15, 30, 60, and 120 min
after the administration of glucose. In the ITT case, samples were
extracted at 15, 30, 45, 60, and 90 min after the insulin
administration.

The animals were monitored in every moment, and in those
cases where glucose levels dropped under a concentration of
20 mg/dl, a dosage of 1 g/Kg of glucose was administered i.p. and
they were kept in observation until blood glucose concentrations
were stable and the animal behavior was normal. Twelve animals
per group were analyzed.

Novel Object Recognition Test

This behavioral test is used for testing the hippocampal-
dependent recognition memory of mice based on the
spontaneous tendency of rodents to spend more time
exploring a novel object than a familiar one. It consists of
three phases: habituation, familiarization, and test phase. In
the first one, mice were placed in a circular open-field arena
of 40 cm in diameter surrounded by black curtains where the light
intensity in the middle of the field was 30 lux. Their tracking was
monitored (Smart 3.0; Panlab) for three consecutive days for
10 min each mouse. In the fourth day, two identical objects
(A-A’) were placed in the arena at an equal distance and 24 h
later, one object was replaced by a new one (A-B) and the
exploration time (10 min) of each mouse was measured.
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Exploration was defined as the orientation of snout of the
animals toward the object, sniffing or touching (Antunes and
Biala, 2012; Ettcheto et al,, 2016). In those cases, when the total
time exploring both objects was less than 5 min, the mouse was
excluded. Data were measured by discrimination index (DI),
which indicates the difference in exploration time in seconds
between familiar and novel object, using the followingt equation:

_ Bexplorationtime — A exploration time

DI
Total exploration time

All spaces were properly cleaned with 96% ethanol between
animals, in order to eliminate odor or other cues.

Hippocampal Spine Density Analysis

To carry out the spine density analysis, five animals per group
were used which were sacrificed by cervical dislocation. After, the
brain was isolated, it was processed following the instructions of
the GolgiStainTM Kit purchased from FD Neurotechnologies,
Inc. (FD Rapid GolgiStainTM Kit; Cat “PK401). Images were
obtained with a BX61 Laboratory Microscope (Melville NY-
Olympus America Inc.). The quantification was carried out by
selecting five neurons per animal in the dentate gyrus (DG) of the
hippocampus. Measurement was done at least 50 um from the
soma along consecutive 10 pm on secondary branches starting
10 pum after branching from the primary dendrite. Spine density
was calculated by dividing the number of spines per segment by
the length of the segment and was expressed as the number of
spines per 10 um of dendrite.

Immunoblot Blot Analysis

Fresh brains of at least four mice per group were extracted right
after euthanasia (cervical dislocation) and the hippocampus were
dissected and kept frozen at —80°C until use. Next, samples were
homogenized in lysis buffer (Tris HCl 1 M pH 7.4, NaCl 5 M,
EDTA 0.5 M pH 8, Triton, distilled H20) containing protease and
phosphatase inhibitor cocktails (Complete Mini, EDTA-free;
Protease Inhibitor cocktail tablets, 11836170001, Roche
Diagnostics GmbH, Germany; Phosphatase Inhibitor Cocktail
3, P0044, Sigma-Aldrich, United States). The samples were
centrifuged at 14,000 rpm for 10 min at 4°C after a 30-min
incubation at the same temperature. The supernatant was
recovered and frozen at —80°C until use.

Sample protein concentration was determined using the
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo ScientificTM). For
immunoblot assays, 10 ug per sample was used and denatured at
95°C for 5-min in a sample buffer [0.5 M Tris HCI, pH 6.8, 10%
glycerol, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 0.05%
bromophenol blue]. Electrophoresis was performed on
acrylamide gels of 7%, 10%, and 12% concentration at
constant 120V and transferred to polyvinylidene difluoride
sheets (Immobilon®-P Transfer Membrane; IPVH00010; Merk
Millipore Ltd., United States) at constant 200 mA for 120 min.
Then, membranes were blocked for 1-h with 5% non-fat milk
dissolved in TBS-T buffer [0.5mM Tris; NaCl, Tween® 20
(P1379, Sigma-Aldrich, United States), pH 7.5], washed with
TBS-T 3 times for 5-min, and incubated with the appropriate
primary antibody, detailed in Supplementary Table S1,
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overnight (O/N) at 4°C. Subsequently, blots were washed in TBS-
T buffer and incubated at room temperature for 1 h with the
appropriate secondary antibody (Supplementary Table S1).
Finally, results were obtained through chemiluminescence
detection using the Pierce® ECL Western Blotting Substrate
("32106, Thermo Scientific, United States), a Bio-Rad
Universal Hood II Molecular Imager, and the Image Lab
v5.2.1 software (Bio-Rad laboratories). Measurements were
expressed in arbitrary units and all results were normalized
with the corresponding loading control (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; GAPDH).

Immunofluorescence

At least four animals per group were previously anesthetized by
the i.p. injection of ketamine (100 mg/Kg) and xylazine (10 mg/
Kg). When they were in the no-pain sleep phase, they were
intracardially perfused with 4% paraformaldehyde (PFA) diluted
in 0.1 M phosphate buffer (PB). After perfusion, brains were
removed and stored in 4% PFA O/N at 4°C. The next day, the
solution was changed into 4% PFA+30% sucrose. Coronal
sections of 20um were obtained by a cryostat (Leica
Microsystems) and kept in a cryoprotectant solution at —20°C
until their use.

On the first day of the assay, free-floating sections were washed
three times with 0.1 M PBS pH 7.35 and after, five times with
PBS-T (0.1 M PBS; 0.2% Triton X-100). Then, they were blocked
in a solution containing 10% fetal bovine serum (FBS) and 1%
Triton X-100 diluted with PBS-T five times for 5 min each and
incubated with the primary antibody (Supplementary Table S2)
O/N. On the second day, slices were washed with PBS-T 5 times
for 5 min and incubated with the pertinent secondary antibody
(Supplementary Table S2) for 2 h at room temperature. Finally,
sections were treated with 0.1 ug/ml Hoechst (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, United States), used for cell nuclei staining, for 8 min
in the dark at room temperature and washed with 0.1 M PBS. All
reagents, containers and materials exposed to Hoechst were
properly managed and processed to avoid any cytotoxic
contamination. Finally, brain slices were mounted in gelatin-
coated slides using Fluoromount G (EMS) and were left to dry
O/N. Image acquisition of dentate gyrus of hippocampus was
obtained in a blinded manner using an epifluorescence
microscope (BX61 Laboratory Microscope, Melville, NY-
Olympus America Inc.) and quantified by Image].

Statistical Analysis

All results are presented as MEAN + SD. Groups were compared
against each other using two-way ANOVA. When variables
independently were significant, we denoted “p < 0.05, *p <
0.01, **p < 0.001, and “***p < 0.0001 for the diet factor and
$p < 0.05, **p < 001, ***p < 0.001, and ***p < 0.0001 for the
genotype factor. When the interaction between two analyzed
factors in ANOVA was significant, Tukey’s post hoc test was
performed for comparison among groups (¥p < 0.05. *#p < 0.01,
wikp < 0.001, and #*#xxp < 0.0001). All analyses and GAPDH
representations were obtained using Graph Pad Prism software
for Mac version 6.01; Graph Pad Software, Inc.

Induces Cognitive Alterations

PPARR/S Deficiency

RESULTS

HFD Feeding Induces Body Weight Increase
and Glucose Alterations at Peripheral Level
Body weight profile was analyzed at 6 months of age in WT and
PPARB/S " mice after being fed conventional chow or HED from
their weaning. Two-way ANOVA revealed that feeding HFD
significantly increased (p < 0.0001) their body weight in both
genotypes compared to mice fed the control diet (Figure 1A),
reaching an increase of 135% in body weight in HFD vs. CT.
Moreover, GTT and ITT were performed in order to evaluate
peripheral alterations of glucose metabolism in these
experimental groups. In line with our previous studies, two-
way ANOVA showed a significant effect of diet variable in
both GTT (p < 0.0001) and ITT (p < 0.0001), with an increase
of 145% due to HFD feeding in both tests, thereby indicating that
feeding the HFD affects both genotypes (Figures 1B-E).

Evaluation of Memory Impairment

To determine the impact of PPARP/S deficiency on memory function
together with HFD intake, we evaluated the hippocampal-dependent
recognition memory by Novel Object Recognition Test (NORT)
(Figure 2). Two-way ANOV A revealed a significant effect of diet and
genotype (p < 0.05 and p < 0.05, respectively) with interaction of both
variables (p < 0.05). Therefore, Tukey’s post hoc was performed
which showed that HFD feeding promoted a significant reduction of
39% in the memory capacity in WT animals. However, PPAR prs”
mice demonstrated to have a significant decrease in recognition
memory compared to WT CT independently of the diet (WT CT vs.
WT HFD p < 0.05; WT CT vs. PPAR /5" CT p < 0.05; WT CT vs.
PPAR B/8” HED p < 0.05).

PPARB/5”" Mice and Obesity Are
Associated With Decreased Dendritic Spine
Density

The memory process was also evaluated by the analysis of
dendritic spine density in the hippocampus, since it has been
demonstrated that the number of dendritic spines positively
correlates with synaptic plasticity and cognition (Yuste and
Bonhoeffer, 2001; Sala and Menahem, 2014). In our study, the
dendritic spine detection and subsequent quantification were
performed where the obtained results correlated with those of
the behavioral test. Specifically, our data demonstrated a
significant effect of diet and genotype (p < 0.01 and p <
0.0001, respectively) with the interaction between both
variables (p < 0.01). Following, Tukey's post hoc was
performed and our results showed a significant decrease of
30% in hippocampal spine number in WT mice after being
fed with HFD (p < 0.0001). By contrast, animals with PPARP/
§ deficiency also exhibited a significant reduction compared to
WT, but HFD feeding did not induce a synergic effect (WT CT vs.
PPAR /87" CT 22%, p < 0.001; WT CT vs. PPAR B/8” HED
30%; p < 0.0001) (Figures 3A,B). Moreover, as can be observed in
Figure 3A, the reduction in spine number was accompanied by
shorter and smaller dendritic spines (qualitative evaluation).
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FIGURE 2 | NORT, DI expressed in seconds (Number of animals >10).
Statistical analysis was performed by two-way ANOVA and Tukey post-test
(WT CT vs. WT HFD: * denotes p < 0.05; WT CT vs. PPAR p/5”" CT: * denotes
p < 0.05; WT CT vs. PPAR p/6”" HFD * denotes p < 0.05).

Therefore, our results indicated that HFD feeding induces
memory alterations in WT. However, when animals exhibit
PPARP/S deficiency memory profile was similar, but it was
not enhanced by the diet.
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FIGURE 1 | (A) Analysis and representation of changes in body weight (1 = 12 animals per group). (B) GTT and (D) ITT experiment profiles (7 = 12 animals per
group). Area under curve (AUC) data were calculated from the time point O until the end of the experiment for both (C) GTT and (E) ITT. Statistical analysis was performed
through two-way ANOVA. Significant differences were found between control and high-fat diet groups: "**" denote p < 0.0001.
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In order to support these findings, proteins directly involved in
memory process and plasticity in the hippocampus such as the
drebrin 1 (DBN1), neurexin, density protein 95 (PSD95),
synaptophysin, and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
were evaluated. DBN1 has been demonstrated to play a key role in
dendritic spine regulation (Ivanov et al, 2009a; Ivanov et al,,
2009b). In this line, two-way ANOVA revealed a significant
reduction (p < 0.01) in DBN1 protein levels in PPARP/S”
mice compared with WT mice. Likewise, neurexin (a
presynaptic protein) showed the same pattern, a significant
implication of the genotype (p < 0.01) in its protein level.
Moreover, a significant effect of the genotype (p < 0.05) also
was observed in PSD95, (a postsynaptic protein) but in this case,
with interaction between two variables (p < 0.05). Therefore,
Tukey’s post hoc was carried out to analyze the differences among
the experimental groups. Our results exhibited a significant
reduction in PSD95 in PPARP/S”" CT compared to WT CT.
Regarding synaptophysin, this protein is expressed in synaptic
vesicles and its reduction has been associated with impairments to
neuronal health together with BDNF (]. T. Yang et al., 2019). In
this line, our results showed a significant reduction of
synaptophysin in those animals fed HFD, demonstrating a
significant effect of this variable (p < 0.05), but this reduction
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p < 0.001; WT CT vs. PPAR /67" HFD: **** denote p < 0.0001).

FIGURE 3 | (A) Optical microscope images of the DG of hippocampus GolgiStain. Scale bar: 10 pm. (B) Quantification of dendritic spines for each 10 ym. Groups
were compared against each other using two-way ANOVA and Tukey post-test (n = 5) (WT CT vs. WT HFD: **** denote p < 0.0001; WT CTvs. PPAR f/6 " CT: *** denote
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FIGURE 4 | Immunoblot detection of synaptic proteins where two representative samples out of four per group are shown. Al results are presented as MEAN + SD.

Data were analyzed by two-way ANOVA (n > 4) (DBN1 and neurexin:WT vs. PPAR /6™ ¥ denotes p < 0.01) (synaptophysin: CT vs. HFD: * denotep < 0.05). In the case
of PSD95 and BDNF, Tukey post-test was performed (PSD95: WT CT vs. PPAR [5/6"‘ CT: *denotes p < 0.05) (BDNF: WT CT vs. PPAR [{/6”' HFD: *** denote p < 0.001;
WT HFD vs. PPAR B/8” HFD: *** denote p < 0.001; PPAR p/8”" CT vs. PPAR p/5” HFD: **** denotes p < 0.0001.
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was not exacerbated by the absence of PPAR (/8. Finally,
concerning BDNF, results showed a significant effect of the
diet (p < 0.001) and genotype (p < 0.01) with the interactions
between both variables (p < 0.001). Next, Tukey ‘s post hoc test
revealed a significant decrease in hippocampal BDNF protein
levels in PPARB/8” mice fed HED compared to the other groups
(WT CT vs. PPAR /8" HED p < 0.001; WT HFD vs. PPAR /87
HED p < 0.001; PPAR /67" CT vs. PPAR p/8” HED p < 0.0001)
(Figure 4). Collectively, as previously described (Saiyasit et al,
2020), our results confirm that HFD feeding contributes to
disturbances in the synaptic transmission. However, when
there is a PPAR B/8 deficiency, biomarkers related to neuronal

function are directly altered independently of diet, suggesting the
essential role that PPAR /8 plays in the synaptic transmission.

PPAR /8 Deficiency Increases Glial

Markers Activation

Evaluation of the reactive profile of astrocytes and microglia in
the hippocampal dentate gyrus was performed through the
detection of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) proteins by
immunohistofluorescence. Representative images of all four
experimental groups can be found in Figure 5. Moreover,
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FIGURE 5| Evaluation of inflammatory responses. Representative images for the detection of astrocytes (A-D) and microglia (E-H) (red color in both cases) in the
DG of the hippocampus. All samples are co-stained with Hoechst for the detection of cellular nucleus (blue). Scale bar: 200 pm. Graphic representation of fluorescence
intensity for GFAP (I) and IBA1 (J). In the case of GFAP, statistical analysis was performed through two-way ANOVA (Number of animals >4) (Control diet vs. HFD: *

denote p < 0.05) (WT vs. PPAR B/&
p < 0.0001, WT CT vs. PPAR p/8

**denotep < 0.01). For IBA1, two-way ANOVA and Tukey's were used for statistical analysis (WT CT vs. WT HFD: **** denote
CT: **** denote p < 0.0001, WT CT vs. PPAR /6" HFD

*** denote p < 0.0001).

graphic quantification of fluorescence intensity measured by
Image]J is shown in Figure 51 for GFAP and j for IBAL. In the
case of GFAP, two-way ANOVA showed a significant effect of
diet (p < 0.05) and genotype variables (p < 0.01) without
interaction between them, demonstrating that, on the one
hand, HFD induced a significant activation of astrocytes
compared to control diet, and on the other, PPARB/&"I' mice
presented a significantly higher basal profile of reactive astrocytes
than WT mice (Figure 5I). In the study of microgliosis, our
results revealed a significant effect of both diet (p < 0.01) and
genotype (p < 0.0001) with an interaction between both factors
(p <0.0001). Subsequently, Tukey’s post hoc showed a significant
microgliosis in WT mice fed HFD compared to those fed
conventional chow (p < 0.0001). In the case of PPAR W(S/
mice, both groups exhibit a significant microglial activation
compared to WT regardless of the consumed diet (PPARB/S”
CT vs. WT CT p < 0.0001; PPARB/6" HFD vs. WT CT)
(Figure 5]).

At the molecular level, the levels of different proteins related to
the neuroinflammation process were analyzed in the
hippocampus including toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear
factor kappa B(NFKP), and protein tyrosine phosphatase
(PTPIB). Regarding TLR4 protein levels, two-way ANOVA
showed a significant effect of genotype (p < 0.05) with the

interaction between both variables, genotype and diet (p <
0.05). Next, Tukey’s post hoc revealed a significant TLR4
increase in PPARB/S”" mice compared to WT fed the
standard chow diet (WT CT vs. PPARP/S - er p < 0.001;
WT CT vs. PPARB/S”" HFD p < 0.01; WT HFD vs. PPARB/
8" CT p < 0.05) (Figure 6).

In the case of NFKp and PTP1B, two-way ANOVA revealed a
significant effect of diet and genotype for both proteins (p < 0.05
and p < 0.05; p < 0.01 and p < 0.05, respectively), although none of
them demonstrated interaction between both factors (Figure 6).
Collectively, our results confirm that feeding the HFD and the
lack of PPARP/S differently affect the levels of proteins involved
in neuroinflammation.

PPAR /3 Deficiency Disrupts the Insulin
Signaling Pathway in the Hippocampus

Since previous studies have demonstrated that hippocampal
insulin signaling plays a key role in the memory processes
(McNay and Recknagel, 2011; Talbot et al., 2012; Barber et al
2021), we next evaluated different proteins involved in this
molecular pathway, including glycogen synthase kinase 3 beta
(GSK3p) and protein kinase B (AKT). The phosphorylation levels
of these proteins showed a similar profile. When two-way
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FIGURE 6 | Semi-quantification of protein levels for TLR4, NFKB, and PTP1B where two representative samples out of four per group are shown. All results are
presented as MEAN + SD. Groups were compared against each other using two-way ANOVA (n > 4) (CT vs. HFD: *" denote p < 0.01; WT vs. PPARB/8 " £ denotes p <
0.05). In the case of TLR4, Tukey post-test was performed (WT CT vs. PPAR p/8” HFD: ** denote p < 0.01; WT CTvs. PPAR p/6”" CT: *** denote p < 0.001; WT HFD vs.
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FIGURE 7 | Immunoblot detection of IR and related signaling proteins where two representative samples out of four per group are shown. All results are presented
as MEAN = SD. Groups were compared against each other using two-way ANOVA (n > 4) (WT vs. PPAR p/6”: % denote p < 0.01; ® denote p < 0.05).

ANOVA was applied, a significant effect of the genotype was
observed (p < 0.01 and p < 0.01) without interaction between
genotype and diet, thereby suggesting that PPARB/S deficiency
reduces their activation. However, GSK3p and AKT did not show
a significant effect on variables after statistical analysis.
Surprisingly, when insulin receptor (IR) was evaluated, results
showed that the genotype significantly affected IR levels (p <
0.05), probably to compensate for the inefficacy of the pathway
(Figure 7).

DISCUSSION

The present work provides novel findings on the neurological role
of PPARP/S in mice under standard conventional chow diet and
after HFD intake, which indicate that PPARp/S plays a prominent
role in dendritic spine preservation and memory process;
therefore, it may protect against the memory impairment.
Interestingly, HFD consumption does not exacerbate brain
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cognitive pathology observed in the PPARB/S-deficient mice at
this level. These results are in agreement with those observed in
central insulin signaling and neuroinflammation markers,
reinforcing the importance of this receptor at central level. On
the other hand, our data demonstrated that alterations in body
weight, GTT, and ITT were induced due to continuous HFD
intake and not due to the lack of this nuclear receptor, probably
due to continued dietary intervention. Thus, using the well-
established line of PPARB/S” mice and its WT controls, we
assessed the impact of PPARB/S deficiency on cognitive function,
synaptic plasticity, dendritic spine density, and synaptic markers,
and evaluated whether HFD intake deteriorates this pathological
status.

It has been widely demonstrated that the PPAR superfamily
plays a key role in metabolic processes. In fact, their agonists are
used for the treatment of pathologies including T2DM.
Specifically, it has been demonstrated that PPARP/S is
expressed throughout the brain, with prominent localization in
the mouse hippocampus, entorhinal cortex, and hypothalamus
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(Braissant et al., 1996; Heneka and Landreth, 2007; Hall et al.,
2008). Interestingly, several studies have demonstrated the link
between metabolic dysfunctions and memory impairment. In
fact, AD is considered as type 3 diabetes (Small et al., 2000; Leszek
et al,, 2017). Therefore, taking all these into account, the interest
in this receptor and its agonists has increased for potential
therapeutic interventions in the treatment of AD and cognitive
disorders related to obesity.

Regarding metabolic alterations, PPAR (/8 agonists
substantially ~decrease adiposity and improve glucose
intolerance and insulin resistance in animal models (Barak
et al.,, 2002; Nicolakakis et al., 2008; Salvado et al., 2012; Tan
et al., 2016; Palomer et al., 2018). However, it has been observed
that PPAR B/8-null mice showed a significant body weight
reduction compared to control mice in the first week after
birth, differences that disappear when they are adults (Peters
et al,, 2000). These data agree with the results presented in this
study in which we did not observe changes in weight depending
on the genotype.

On the other hand, it is well known that feeding the HFD
causes a significant increase in body weight, glucose intolerance,
and insulin resistance, (Musso et al., 2003; Alvarez-Amor et al.,
2021). However, we did not find alterations in these parameters
due to the genotype. One possible explanation for these
discrepancies could be the differences in time exposition to the
HED. In this context, previous studies have exposed animals to a
hypercaloric diet following a different pattern compared to ours
in which animals were fed from their weaning at 21 days old until
their sacrifice at 6 months. Therefore, in line with previous
studies, young animals exposed to a HFD might show more
plasticity to adapt to the diet (Burke et al, 2021) and for this
reason, our mice did not show differences due to lack of the
receptor.

It is well known that dendritic spines play a pivotal role in the
learning process, whereas synaptic plasticity alterations have been
directly correlated to memory impairments (Terry et al, 1991;
Scheff et al., 2006; Bourne and Harris, 2007; Knott and Holtmaat,
2008; Chidambaram et al., 2019; Ettcheto et al., 2020). This
prompted us to focus our study on the evaluation of these
structures in order to assess the effect of PPARB/S deficiency
in dendritic spines density at the hippocampal level, since
PPARP/S has been associated with the neuroinflammatory
process and insulin resistance in the brain, which are
considered important contributors for neurodegeneration. In
this line, our results highlighted that PPARB/S”" mice showed
a significant reduction of these structures in mice fed a standard
diet and this was not exacerbated by the HFD, suggesting that this
receptor is necessary for the maintenance of dendritic spines and,
in consequence, for eluding memory impairment. By contrast, in
WT mice, we observed a reduction of dendritic spines due to
HFD intake for a long period of time. These results agreed with
previous studies that demonstrated that HFD-induced obesity is
considered a clear risk factor for the development of AD. These
data were correlated with those obtained in the NORT, also in
previous studies performed by our group (Barroso et al, 2013).
Moreover, it has been widely demonstrated that PPARP/S plays a
key role in running endurance (Wang et al., 2004; Schuler et al.,
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FIGURE 8 | Schematic representation of the effects of PPARB/S
deficiency. The figure shows how this receptor is a key molecule in the
development of some of the most important features of memory impairment
such as neuroinflammation, reduction in the number of dendritic spines,

as well as an alteration of synaptic biomarkers, and insulin signaling disruption.
In this way, this transcription factor represents a promising target for the
treatment and improvement of memory impairment, an important hallmark of
neurodegenerative diseases.

2006; Rockl et al., 2007; Thomson et al., 2007). PPAR /8 is the
most expressed isoform in the skeletal muscle, especially in the
oxidative fibers. These fibers mainly expressed enzymes involved
in the fatty acids oxidation. In this line, it has been demonstrated
that the overexpression of PPARP/S in this tissue induces the
reorganization of these fibers increasing the percentage of
oxidative fibers and decreasing muscle fatigue (Himiliinen
and Pette, 1995), being crucial also for endurance (Wang
et al, 2004). Therefore, the lack of this isotype has been
associated with alterations in physical performance that imply
an intense exercise including swimming or running. Therefore,
the lack of PPARP/S may affect the swimming performance,
making MWM unreliable to assess the mice cognition.

On the other hand, it is known that obesity-associated with
HFD intake heightens alterations in dendritic spine density,
neuronal loss, and memory impairment through several
mechanisms, including neuroinflammation (Stranahan et al,
2011; Duffy et al, 2019). Our results confirm this dendritic
spine reduction in WT fed HFD compared to WT mice fed
the standard chow.

Going in depth at the molecular level, DBN1 is an actin-
binding protein abundant within dendritic spines, which is
typically located in postsynaptic receptive regions of excitatory
synapses (Sckino et al., 2007) and it is thought that it controls
spine morphology and function (Hayashi et al., 1996). In fact, its
reduction in the hippocampus has been correlated with cognitive
deficits and, by contrast, its preservation has been associated with
neuroprotection (Harigaya et al., 1996; Hatanpid et al,, 1999;
Kojima and Shirao, 2007; Counts et al., 2012). In line with these
previous studies, our study showed a significant decrease in
DBNI1 protein level in the hippocampus induced by PPARB/S
deficiency. This is in agreement with the findings obtained in
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dendritic spine analysis. Likewise, it has been reported that dbn1
loss in the brain is not sufficient to induce synaptic dysfunction
(Willmes et al., 2017). Therefore, our study suggests that PPARp/
8 actively contributes to the preservation of these structures
together with DBNI1. Consistent with this, neurexin and
PSD95 protein levels also showed a similar pattern, which
confirms that PPARP/S plays a pivotal role in synaptic plasticity.

Regarding synaptophysin, the reduction of this glycoprotein,
which predominates in the synaptic vesicles, has been related to
memory impairment (Zhang et al,, 2019; Du et al., 2020) In this
context, as it has been previously commented, obesity also plays a
key role in the correct function of memory interconnecting these
three concepts (Daniels et al., 2005; Kalarchian and Marcus,
2012). Our results showed a significant decrease in
synaptophysin protein levels in the hippocampus induced by
the HFD feeding. However, we did not observe any significant
reduction related to the genotype. The neuronal activity has also
been described to regulate BDNF transport into dendrites, which
have been involved in the modulation of synaptic transmission
and synaptogenesis (Lu and Figurov, 1997; Tongiorgi et al., 1997;
Tongiorgi, 2008). In this study, we observed a significant
reduction in its levels in PPARB/S”" fed HFD compared to the
other groups, suggesting that PPARP/S deficiency alone is not
enough to alter BDNF protein levels at this time.

Neuroinflammation is a common feature of every central
nervous system diseases and is being highly recognized as a
potential mediator of memory impairment (Fourrier et al,
2019; McGrattan et al, 2019). The impact of this complex
process, which includes the alteration of the TLR4 pathway
and glial activation among other processes, induces the release
of pro-inflammatory cytokines and aberrant neuronal circuits,
contributing altogether to the acceleration of cognitive decline
(Zhang et al, 2018a; Jin et al, 2019; Malpetti et al, 2020).
However, the involvement of inflammation is not fenced only
in the brain. In fact, it has been demonstrated that HFD intake
and obesity also impair cognitive function in animal models
(Kanoski and Davidson, 2011), as well as in humans (Power et al.,
2015), by disrupting hippocampal morphology and synaptic
plasticity caused by inflammation (Porter et al., 2010; Wang
et al, 2015). In this context, PPARP/S has been involved in
the modulation of inflammation at both peripheral and central
levels. Our study demonstrated that the lack of PPARB/S receptor
enhances the gliosis in the hippocampus, contributing to
astrocyte and microglial activation. Likewise, TLR4 and NFK}
protein levels also showed a significant increase in PPAR B/§”"
mice. In agreement with these data, studies performed by
Rodriguez-Calvo and colleagues demonstrated that the
PPARP/S agonist GW501516 inhibited LPS-induced cytokine
production by preventing NFKB activation (Rodriguez-Calvo
et al, 2008). Interestingly, HFD promoted similar alterations
to those observed when there is a deficiency of PPARP/S.
Exceptionally, in the case of microglial activation, whereas
feeding HFD induced neuroinflammation in WT mice, feeding
KO mice HFD did not exacerbate these changes, similar to TLR4,
probably due to the inflammation observed in PPARB/8”" mice
that reached so high levels that it can be increased by chronic low-
intensity intervention such as diet.
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Interestingly, our results showed a significant increase in
PTP1B protein levels in the hippocampus caused by the
genotype. This increase was similar to that observed after
HFD intake. An analogous trend was observed for NFKp and
astrogliosis. The PTP1B expression is highly increased in
activated microglia, which in turn is enhanced due to pro-
inflammatory processes, suggesting that it is an important

positive regulator of inflammation (Song et al, 2016).
However, PTPIB has not only been related to
neuroinflammatory mechanisms. In fact, it has been

demonstrated that it is a key regulator of insulin sensitivity
since mice with Ptplb gene deletion present a reduction of
insulin resistance, turning it into a promising target not only
for the design of anti-diabetic drugs (Elchebly et al., 1999; Zhang
and Lee, 2003) but also to elude synaptic alteration and cognitive
loss (Fuentes et al., 2012; Ricke et al., 2020), since PTP1B activity
in the hippocampus has been correlated with impaired neuronal
insulin signaling (Wang et al., 2017). Taking all these data into
account, our results confirm the studies performed by de la Monte
and colleagues that demonstrated that downregulation of
PPARP/S could be linked to both inflammation and insulin
resistance in the brain (De La Monte and Wands, 2006).

It is well known that IR and insulin signaling play an
important role in neuronal physiological functions,
contributing to synapse formation, neuronal plasticity
(Kleinridders et al., 2014; Agostinone et al, 2018), and
reduction in neuroinflammatory process, which all together
promote the cognitive function (Chiu et al., 2008; Craft et al,
2012; Carlson et al, 2014). Once IR is activated, AKT is
phosphorylated/activated, which in turn phosphorylates
various biological substrates, including GSK3p. In this context,
the dysfunction of this pathway occurs, which has been associated
with insulin resistance leading to memory impairment (Qi et al,,
2015; Zhang et al., 2018b; Yang et al., 2020). In our study, p-AKT
and p-GSK3p protein levels showed a significant decrease in the
hippocampus of PPARB/8” mice in agreement with spine
dendritic reduction and increased neuroinflammation observed
in this genotype. Moreover, we did not observe changes in the diet
variable, probably due to the fact that the lack of this receptor
interferes in the attachment of fat to its receptor. Of note, an
increase in IR protein level was observed in these mice, suggesting
that it could be a compensatory mechanism to deal with this
insulin signaling disruption. These results concur with previous
studies performed by Buck and colleagues who demonstrated that
when insulin-like growth factor 1 receptor (a co-receptor of
insulin signaling pathway) was inhibited, a compensatory IR
activation was observed (Buck et al., 2010), demonstrating the
key role of PPARB/S in this process.

CONCLUSION

In conclusion, the present study demonstrates for the first time
that PPARB/S deficiency in the brain constitutes not only a new
risk factor associated with cognitive loss in neurological diseases
but also a key molecule targeting the pivotal pathways leading to
memory impairment which include neuroinflammation, insulin
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resistance, dendritic spine regulation, and synaptic plasticity,
among others (Figure 8). On the other hand, we observed
that HFD intake affects mechanisms involved in the memory
process in the presence of the receptor, but did not exacerbate this
process in the presence of PPARP/S. Therefore, PPARB/S
provides a new and promising therapeutic target in order to
design novel strategies focused on curbing or improving memory
impairment present in most neurological diseases.
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Resumen

La EA se caracteriza por tener un origen polietiologico. A pesar de la gran
cantidad de casos a nivel mundial y de los grandes avances realizados en la
busqueda de nuevos farmacos, la cura para esta enfermedad sigue sin ser
encontrada. Sorprendentemente, un creciente nimero de estudios han indicado
una relacion existente entre la DMT2 y la EA, ya que ambas enfermedades
comparten algunos eventos patoldgicos. De hecho, BACE1 y la AChE son
consideradas dianas prometedoras para ambas patologias. En este sentido,
debido al origen multifactorial de estas enfermedades, las investigaciones
actuales en la bisqueda de nuevas terapias se estan centrando cada vez mas en
el desarrollo de moléculas multidiana como una opcidon prometedora para dar

lugar a tratamientos efectivos para estas condiciones.

De esta forma, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del hibrido
RHE-HUP, inhibidor de la agregacion de Tau y de la AChE, en ratones
APP/PS1 hembra de 6 meses de edad, junto con el consumo de una dieta rica

en grasa para simular concomitantemente una condicion similar a la DMT?2.

La inyeccion intraperitoneal con RHE-HUP a una dosis de 2.0 mg/Kg tres
veces a la semana durante cuatro semanas redujo los principales eventos
caracteristicos de la EA, incluyendo la hiperfosforilacion de Tau, los niveles
de AP42 y la formacion de placas. Ademas, se encontré una disminucién en la
respuesta inflamatoria junto con un aumento de diferentes proteinas sinapticas,
como drebrina 1 (DBNI1) o sinaptofisina, y de factores neurotroficos,
especialmente en los niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF, del inglés brain derived neurotrofic factor), que se correlacionaron
con una recuperacion del nimero de espinas dendriticas, lo que resulté en una
mejora de la memoria. Es de destacar, que la mejora observada en este modelo

puede ser atribuida directamente a una regulacion a nivel central, ya que no se
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observaron modificaciones de las alteraciones periféricas originadas por la

dieta rica en grasa.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que el farmaco RHE-HUP podria
ser un nuevo candidato para el tratamiento de la EA, incluso para aquellos
individuos con un alto riesgo debido a alteraciones metabdlicas periféricas,
gracias al perfil multidiana de esta molécula que permite la mejora de algunas

de las caracteristicas mas importantes de la enfermedad.
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Abstract

Background Alzheimer's disease (AD) is characterized by a polyetiological origin. Despite the global burden of AD
and the advances made in AD drug research and development, the cure of the disease remains elusive, since any
developed drug has demonstrated effectiveness to cure AD. Strikingly, an increasing number of studies indicate a
linkage between AD and type 2 diabetes mellitus (T2DM), as both diseases share some common pathophysiologi-

cal features. In fact, B-secretase (BACE1) and acetylcholinesterase (AChE), two enzymes involved in both conditions,
have been considered promising targets for both pathologies. In this regard, due to the multifactorial origin of these
diseases, current research efforts are focusing on the development of multi-target drugs as a very promising option to
derive effective treatments for both conditions.

In the present study, we evaluated the effect of rhein-huprine hybrid (RHE-HUP), a synthesized BACE1 and AChE
inhibitor, both considered key factors not only in AD but also in metabolic pathologies. Thus, the aim of this study is
to evaluate the effects of this compound in APP/PS1 female mice, a well-established familial AD mouse model, chal-
lenged by high-fat diet (HFD) consumption to concomitantly simulate a T2DM-like condition.

Results Intraperitoneal treatment with RHE-HUP in APP/PS1 mice for 4 weeks reduced the main hallmarks of AD,
including Tau hyperphosphorylation, AB,, peptide levels and plaque formation. Moreover, we found a decreased
inflammatory response together with an increase in different synaptic proteins, such as drebrin 1 (DBN1) or synapto-
physin, and in neurotrophic factors, especially in BDNF levels, correlated with a recovery in the number of dendritic
spines, which resulted in memory improvement. Notably, the improvement observed in this model can be attributed
directly to a protein regulation at central level, since no peripheral modification of those alterations induced by HFD
consumption was observed.

Conclusions Our results suggest that RHE-HUP could be a new candidate for the treatment of AD, even for individu-
als with high risk due to peripheral metabolic disturbances, given its multi-target profile which allows for the improve-
ment of some of the most important hallmarks of the disease.
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Background

Alzheimer’s disease (AD) is defined as a chronic neu-
rodegenerative disease that involves a progressive and
irreversible memory loss, followed by a state of total
dementia, as well as behavioral disturbances [1, 2]. This
neurodegenerative disorder considered the most com-
mon form of dementia worldwide [3], displays a high
prevalence and increasing incidence, especially among
elderly people. In fact, about 33.9 million people world-
wide are suffering from AD, and it is expected to triple
over the next 40 years [4, 5].

AD is mainly characterized by the presence of abun-
dant extracellular amyloid-beta peptide deposits (AB)
and intracellular hyperphosphorylated Tau protein
(p-Tau), that accumulate to form senile plaques and neu-
rofibrillary tangles (NFTs) respectively, both contributing
to neuronal loss [6, 7]. AP plaques are produced by the
proteolytic cleavages of the amyloid precursor protein
(APP) by the beta-secretase 1 (BACE1) enzyme activity
and subsequently by y-secretase, resulting in Ap peptides
of different length, including 38, 40 and 42 amino acids
(aa). Specifically, those AP composed by 42 aa readily
tend to aggregate, resulting in AR plaque formation [8,
9]. Phosphorylation is the major modification of Tau pro-
tein and it has been described as a critical step in the for-
mation of NFTs [10]. Evidence suggests that AB plaques
could be involved in the induction of aberrant Tau phos-
phorylation, thus supporting a causal crosslink between
these two pathogenic processes [11-13]. In addition,
the aggregation of AP into oligomers and fibrils in the
brain is also modified by factors such as acetylcholinest-
erase (AChE), which precipitates the formation of toxic
aggregates by accelerating AP deposition and increasing
its neurotoxicity, contributing to neuroinflammation,
oxidative stress and synaptic dysfunction [14, 15]. Addi-
tionally, the role of AChE in AD goes much further, since
numerous studies have shown the existence of a cholin-
ergic deficit in AD patients due to the modification in the
activity of AChE and the decrease in acetylcholine levels
[16, 17]. In fact, some of the compounds used as anti-AD
drugs like donepezil, galantamine and rivastigmine are
AChE inhibitors [18]. However, none of them have been
able to totally stop the progression of pathology. For this
reason, new approaches to its etiology are being studied
nowadays [19]. In addition, it has been described that
elevated AChE concentrations could also trigger the sys-
temic inflammation, key in T2DM and AD, representing
an interesting therapeutic target for both diseases, which

support previous studies that described the possible rela-
tionship between AD and metabolic alterations [20-22],
stressing AD as a multifactorial disease. In fact, obesity,
type 2 diabetes mellitus (T2DM) and metabolic syn-
drome, all associated with insulin resistance, are recog-
nized risk factors for cognitive disturbances [23-25] and
type 3 diabetes has been proposed as a term to describe
the complex interlink between insulin resistance and AD
[26-28].

Hence, the regulation of metabolic alterations could
be an effective strategy to reduce cognitive decline and
dementia [29]. In this way, some studies have shown the
role of BACEL1 in AD progression, not only as a key regu-
lator of the formation of the Af peptide but also its func-
tion in metabolic regulation [30, 31]. In fact, it has been
demonstrated that subtle neuronal expression of human
BACEL resulted in AD phenotypes alongside systemic
T2DM-like symptoms, suggesting that BACE1 inhibi-
tors could be used for the treatment of T2DM-associated
pathologies [32].

Taken together, evidence suggests that AD is a complex
disorder that arises from multiple molecular alterations,
therefore, the design of drugs with multiple biological
targets could be key for an effective treatment [33]. A
recent developed multi-target RHE-HUP hybrid com-
pounds [34] combine the pharmacophores of rhein, a
natural product structurally related to some hydroxy-
anthraquinones with tau anti-aggregating activity, and
huprine Y, a strong AChE inhibitor. RHE-HUP displays
a strong in vitro activity against its primary targets (tau
aggregation and AChE) and a not less strong BACE1
inhibitory activity. Studies conducted in vivo [35] have
demonstrated that RHE-HUP reduced AP levels, Tau
phosphorylation and memory impairment in an APPswe/
PS-1dE9 double transgenic mouse model. However, the
effect of RHE-HUP on metabolic dysregulation associ-
ated to AD has not been evaluated yet. For this reason,
the aim of our study was to evaluate the efficacy of this
new compound in the progression of AD when it is
comorbid with metabolic alterations generated by the
chronic consumption of a high-fat diet (HFD).

Methods

Animals and treatment

6 month old female APPswe/PS1dE9 (APP/PS1) double
transgenic mice and wild-type (WT) littermates with
the same genetic background (C57BL/6) were used.
This animal model was chosen according to previous
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studies reporting that female mice develop higher pro-
gressive memory impairment and AD-like neuropathol-
ogy compared to male mice [36, 37]. These transgenic
mice express a Swedish (K594M/N595L) mutation of
a chimeric mouse/human APP (mo/huAPP695swe),
together with the human exon-9-deleted variant of
PS1 (PS1-dE9). In all cases, animals were obtained
from established breeding couples in the animal facil-
ity (Animal facility from the Faculty of Pharmacy and
Food Sciences of the University of Barcelona; approval
number C-0032). After the weaning, at 21 days old, and
throughout their growth, animals were fed with conven-
tional chow (control diet, CT; ENVIGO, Madison, Wt
53744-4220) or with a palmitic acid-enriched diet con-
taining 60% of fat mainly from hydrogenated coconut oil
(HFD) (Research Diets Inc., NB, US). RHE-HUP hybrid
(+)-(7R,11R)-N-{9-[(3-chloro-6,7,10,11-tetrahydro-9-
methyl-7,11-methanocycloocta[b]quinolin-12-yl)amino]
nonyl}-9,10-dihydro-4,5-dihydroxy-9,10-dioxoanthra-
cene-2-carboxamide was prepared as previously reported
[38]. When animals were 5 months old, they were treated
intraperitoneally (i.p.), either with saline solution or with
RHE-HUP at a dose of 2.0 mg/Kg and diluted in bidis-
tilled water with 3% DMSO, three times per week during
4 weeks (Fig. 1). Thus, the study included three experi-
mental groups: WT CT SALINE, APP/PS1 HFD SALINE
and APP/PS1 HFD RHE-HUP.

®

Morris Water Maze
(MwM)

Weaning S months old 6 months old
4 weeks treatment

Saline / RHE-HUP

>

Control diet
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All animals were kept under stable conditions of
humidity and temperature, standard light-dark cycle
(12 h light/dark cycle) and food and water ad libitum fol-
lowing the ethical guidelines defined by the European
Committee (European Communities Council Directive
2010/63/EU). Manipulation protocols were previously
approved by the ethics committee from the University of
Barcelona, and, at all times, it was made sure that animal
numbers, their stress, and pain were kept under a neces-
sary minimum following the appropriate animal manipu-
lation ethical methodologies. All the experiments were
performed in accordance with the European Community
Council Directive 86/609/EEC and the procedures were
established by the Department d’Agricultura, Ramaderia
i Pesca of the Generalitat de Catalunya.

Glucose and insulin tolerance tests

Mice were fasted for 6 h and the tests were performed in
a room preheated to+28 C. For the glucose tolerance
test (GTT), glucose was administered at a dose of 1 g/Kg
i.p. For the insulin tolerance test (ITT), a dose of 0.75 IU/
Kg was used. Samples from the tail vein were extracted
in consecutive periods. Glucose was measured using
an Accu-check® Aviva glucometer at 5, 15, 30, 60 and
120 min after glucose administration and at 15, 30, 45,
60 and 90 min after the insulin administration. To those
animals in which blood glucose levels dropped under a

) “¥ Tissue dissection

" Golgi stain

i,

High-fat diet

Fig. 1 Graphical representation of experimental design. 6 month-old female APP/PS1 and WT littermates were used. After the weaning, animals
were fed either control or HFD. When animals were 5 months old, they were treated intraperitoneally (ip.), either with saline solution or with
RHE-HUP at a dose of 2.0 mg/Kg. Then, animals were subjected to two different behavioral tests: MWM and NORT. After that, GTT and ITT were
performed and animals were sacrificed by cervical dislocation in order to obtain tissue samples and to perform Golgi Staining Kit, or by intracardially

perfusion for immunochemistry/ThS

119



Resultados

Espinosa-Jiménez et al. Cell & Bioscience (2023) 13:52

concentration of 20 mg/dl in the ITT, a dosage of 1 g/Kg
of glucose was administered i.p. 13 animals per group
were used.

Behavioral tests assessments
« Morris water maze (MWWM)

Hippocampal spatial memory and learning memory
were assessed by the Morris Water Maze (MWM)
test, which was performed as previously reported
[39]. Acquired data was analyzed using SMART V3.0
(Panlab Harvard Apparatus, Germany) video track-
ing system. 13 animals per group were utilized.

« Novel object recognition test (NORT)

NORT was used to assess the hippocampal-dependent
recognition memory. 13 animals per group were evalu-
ated in a room with a circular open-field arena of 40 cm
in diameter surrounded by black curtains and constant
illumination (30 Ix) as it has been previously detailed
[40]. Data were analyzed by discrimination index (DI)
which was calculated using the following equation:

DI = Bexploration time — A exploration time
- Total exploration time

All spaces were properly cleaned with 96% ethanol
between animals, in order to eliminate odor or other
cues. Data was measured and represented in seconds.

Immunoblot analysis

At 6 months, 4-5 animals of each group were sacrificed
by cervical dislocation and the liver and hippocampus
were dissected and kept at — 80 °C until use. To perform
hippocampi and liver extractions, tissues were homog-
enized in lysis buffer (Tris HCl 1 M pH 7.4, NaCl 5 M,
EDTA 0.5 M pH 8, Triton, distilled H20) containing
protease and phosphatase inhibitor cocktails (Complete
Mini, EDTA-free; Protease Inhibitor cocktail tablets).
Total protein concentration was determined using the
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo ScientificTM).
Samples containing 10 pg of protein were analyzed by
Western Blot as previously described [41]. Measure-
ments were expressed in arbitrary units and all results
were normalized with the corresponding loading control
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH).
The used antibodies are detailed in Table 1.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
BDNF (Cusabio, China; CSB-E04505m) and amyloid ;.
4 (ThermoFisher Scientific; kit KHB3441) levels in the
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Table 1 Primary and secondary antibodies for Western Blotting

Protein Antibody

ADAM10 ab124695 (abcam)

App SIG-39152 (Convance)

App C terminal fragment SIG-39152 (Convance)

DBN1 ABN 207 (Merck Millipore)
GAPDH MAB374 (Merck Millipore)

GSK3p #9315 (Cell Signaling Technology)
P-GSK3p (TYR216) ab75745 (abcam)

IDE ab32216 (abcam)

IRS2 45025 (Cell Signaling)

Neurexin ab34245 (abcam)

PTP1B GTX55767 (Genetex)

SAPPB SIG-39138-0 (Covance)
Synaptophisin MO0776 (Dako)

Tau GTX112981 (Genetex)
P-Tau(ser396) 44752G (Invitrogen)

P-Tau(ser404) 44-758G(Invitrogen)

TLR4 Sc-293072 (Santa Cruz Biotechnology)
B-actin A5441 (Sigma)

2nd-ary Goat anti-Rabbit

2nd-ary Goat anti-Mouse

31460 (Invitrogen)
31430 (Invitrogen)

cerebral cortex homogenate were detected by ELISA
according to manufacturer’s instruction. In both cases,
7 animals per group were analyzed and absorbances
were read in a Varioskan LUX Multimode Micro-
plate Reader (Thermo Fisher Scientific). Amyloid B, 4
data is expressed in pg/ug protein and BDNF levels are
expressed in pg/mg protein.

B-secretase activity assay kit

Hippocampal tissue from 7 animals were homogenized
according to the manufacturer protocol (Abcam; Kit
ab282921), and 35 pL of each sample were placed into a
96 well black plate. BACE1 Positive Control and EDANS
Standard Curve were also added to the plate. Following
the addition of the Reaction Mix, the plate was measured
at Ex/Em=345/500 nm in a kinetic mode for 60 min at
37 °C. Data was treated as specified in the manufacturer’s
instructions.

Immunofluorescence and thioflavin-S staining

15 animals were previously anesthetized by i.p. injec-
tion of ketamine (100 mg/Kg) and xylazine (10 mg/Kg).
When they were in the no-pain sleep phase, they were
intracardially perfused with 4% paraformaldehyde (PFA)
diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB). After perfusion,
brains were removed and stored in 4% PFA at 4 °C over-
night (O/N). The next day, the solution was replaced
by 4% PFA+30% sucrose. Coronal sections of 20 pm
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were obtained by a cryostat (Leica Microsystems, Wet-
zlar, Germany) and they were kept in a cryoprotectant
solution and stored at — 20 °C until use. To perform
the experiments, the free-floating technique was used.
Briefly, free-floating sections were rinsed in 0.1 M phos-
phate-buffered saline (PBS) pH 7.35, and after that in
PBS-T (PBS 0.1 M, 0.2% Triton X-100). Then they were
incubated in a blocking solution (10% fetal bovine serum
(FBS), 1% Triton X-100, PBS 0.1 M+0.2% gelatin) for
1-2 h at room temperature. Later, sections were washed
with PBS-T and incubated O/N at 4 °C with the corre-
sponding primary antibody (Table 2). Brain slices were
washed with PBS-T and incubated with the correspond-
ing secondary antibody (Table 2) for 2 h at room tem-
perature. Thioflavin-S (ThS) protocol was carried out as
previously described [42]. Finally, sections were treated
with 0.1 pg/mL Hoechst (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
United States), used for cell nuclei staining, for 8 min in
the dark at room temperature and washed with 0.1 M
PBS. All reagents, containers and materials exposed to
Hoechst were properly handled and processed to avoid
any cytotoxic contamination. Ultimately, all the samples
were mounted in Superfrost® microscope slides using
Fluoromount medium (EMS) and were left to dry O/N.
Image acquisition was obtained using an epifluorescence
microscope (BX61 Laboratory Microscope, Melville, NY
OlympusAmerica Inc.) and quantified by Image]. 5 ani-
mals per group were analyzed.

Hippocampal dendritic spine density analysis

To carry out the spine density analysis, 5 mice in each
group were sacrificed by cervical dislocation. Brains were
isolated and processed following the instructions of the
GolgiStainTM Kit purchased from FD Neurotechnolo-
gies, Inc. (FD Rapid GolgiStainTM Kit; Cat #PK401).
Images were obtained with a Leica Thunder Microscope
(Leica Thunder Imager; Leica Microsystems). The quanti-
fication was carried out in 2 different zones, dentate gyrus
(DG) and CA1, and 5 neurons per zone and animal were
selected. DG was quantified in the secondary branches
of the final fragment of the dendrites. In the DG, when
analyzing the terminal fragment, 20 um of dendrite were
always left uncounted, and the counting was performed

Table 2 Primary and secondary antibodies for
Immunofluorescence

Protein Antibody

GFAP 70334 (Dako)

IBA1 019-19741 (Wako)

2nd-ary Alexa Fluor 488 (Goat-AntiMouse)
2nd-ary Alexa Fluor 594 (Goat-Anti Rabbit)

A11001 (Life Technologies)
A11080 (Life Technologies)
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in the following 30 pm. In secondary branches, 20 pm
from the ramification were left uncounted and the fol-
lowing 30 um were analyzed. In CAl, two zones of the
neuron were distinguished: CA1 basal and CA1 apical.
In CA1 basal, the final part of the dendrite was selected,
and again 20 pm of dendrite were always left uncounted,
and the counting were performed in the following 30 pm.
In CALl apical, the secondary branches were selected,
leaving 20 pm uncounted and analyzing the next 30 pm.
Spine density was expressed as the number of spines per
30 um of dendrite. 5 animals per group were analyzed.

Statistical analysis

All results are presented as meanzstandard deviation
(SD). Normality test was performed, when data followed
a parametric distribution and more than two groups
were compared, significant differences were determined
by one-way analysis of variances (ANOVA), followed
by Tukey’s post hoc test for comparison among groups.
When only two groups were compared, Student’s t test
was performed. However, when data followed a non-par-
ametric distribution, Mann—Whitney and Kruskal-Wal-
lis tests were performed to compare two or more than
three groups, respectively. All analyses were obtained
using Graph Pad Prism software for Mac version 6.01;
Graph Pad Software, Inc.

Results

RHE-HUP does not reverse the body weight increase

and glucose pathway alterations induced by HFD

at peripheral level

As it has been widely described, the consumption of HFD
is related to the increase in body weight, as well as to
hyperglycemia and insulin resistance in mice [43, 44]. As
expected, animals following a HFD showed a significant
6 month increased body weight compared with WT CT
SALINE group (p<0.0001) (Fig. 2a). The RHE-HUP treat-
ment did not attenuate the weight gain induced by the
HFD. Regarding glucose and insulin metabolism, HFD
feeding showed a significant effect in both GTT (WT
CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE p<0.001; WT CT
SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.001) and ITT
(WT CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE p<0.001;
WT CT SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.001),
regardless of the treatment (Fig. 2b—e). Because the insu-
lin receptor substrate protein 2 (IRS2) is a key target
in the hormonal control of metabolism, we measured
the hepatic IRS2 protein level. A significant decrease in
APP/PS1 HFD SALINE compared with WT CT SALINE
(p<0.01) was detected. However, no significant reduction
was observed after the RHE-HUP treatment (Fig. 2f) sug-
gesting that RHE-HUP does not regulate metabolic alter-
ations observed after HFD consumption.
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Fig. 2 a. Analysis and representation of changes in body weight (n= 13 animals per group). b. GTT and d. ITT experiment profiles (n= 13 animals
per group). Area under curve (AUC) data were calculated from the time point 0 until the end of the experiment for both ¢. GTT and e. ITT. f.
Semi-quantification of IRS2 levels in the liver where two representative samples out of four or five per group are shown (n =4-5). All results were
represented as mean = SD. Statistical analysis was conducted through one-way ANOVA and Tukey post-test, except in the case of the analysis of
weights, where the Kruskal-Wallis test was performed. In all cases, ** p <0.01, *** p <0.001 and **** p<0.0001

RHE-HUP treatment improves brain insulin signaling

and attenuates Tau hyperphosphorylation

Alterations in the insulin signaling pathway have been
observed in brains of AD patients [45, 46, in which IRS2
represents an important component. Our results dem-
onstrated that the hippocampal levels of IRS2 were sig-
nificantly decreased in the group APP/PS1 HFD SALINE
compared with the control group (p<0.05). Surpris-
ingly, a recovery in IRS2 was observed after RHE-HUP
treatment (p<0.05) (Fig. 3). Since the increase in IRS2
levels has been related with an attenuation in Tau hyper-
phosphorylation [47], we evaluated the glycogen syn-
thase kinase-3p (GSK3p), a main Tau kinase converging
between AD and insulin resistance. Our results displayed
a non-significant upward trend in the group APP/PS1
HFD SALINE when compared with WT CT SALINE.
By contrast, those animals treated with RHE-HUP
showed a significant decrease of GSK3p phosphoryla-
tion levels in tyrosine 216 when compared to the APP/
PS1 HFD SALINE mice (p<0.05) (Fig. 3). Regarding Tau

phosphorylation in the hippocampus, our results showed
a significant increase in P-Tau levels at serine 404 and
serine 396 in APP/PS1 HFD SALINE mice when compar-
ing with WT CT SALINE (P-Tau,494 p <0.05; P-Taug, 396
p<0.001) and this effect was significantly reduced after
RHE-HUP treatment (P-Taug,.s p<0.01; P-Taug,se
p<0.05). Our data did not show any significant changes
in total Tau protein levels (Fig. 3).

RHE-HUP reduces A plaques by regulating APP
processing and AP degradation in APP/PS1 mice fed

with HFD

To assess the state of AB burden in the hippocampus
and cortex, ThS was used for detection of senile plaques.
Our results demonstrated a significant decrease in the
number of plaques after treatment in both regions, as
shown in the images (Fig. 4a—c) and in the graphic rep-
resentation (p<0.05) (Fig. 4d—e). This result was cor-
roborated with the significant reduction of Ap (1-42)
levels (p<0.05) observed in the cortex after RHE-HUP
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Fig. 3 Semi-quantification of hippocampal insulin signaling pathway related proteins and Tau. Two representative samples out of four or five
group are shown (n=4-5). All results were represented as mean = SD. Groups were compared against each other using one-way ANOVA and Tukey
post-test, except in the case of Tau protein, where Kruskal-Wallis was performed. In all cases, * p<0.05, ** p<0.01 and *** p p<0.01
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Fig. 4 a-c lllustrative images of AB plagues in the hippocampus and cortex. Scale bar: 200 um. Graphic representation of AR plaques
quantification in d. hippocampus and e. cortex (n=5 independent samples per group, with at least 5 slices analyzed per sample). In hippocampus
analysis, Mann-Whitney test was performed, * p <0.05. In cortex analysis, t-test was performed, where * p< 0.05. f. Measurement of the levels

of AB,, peptide in the cortex (n=7). Statistical analysis was performed by T-test, where * p<0.05. g. Determination of B-secretase activity in the
hippocampus (n = 7). Data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's post-test, where * p <0.05 and ** p <0.01 h. APP processing related
protein levels. Two representative samples out of four or five per group are shown (n=4-5). All results were represented as mean = SD. Groups

were compared against each other using one-way ANOVA and Tukey post-test, * p <0.05, ** p<0.01 and **** p <0.0001
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administration (Fig. 4f). To elucidate the mechanisms
by which RHE-HUP induced AP reduction, the analysis
of APP processing and AP degradation was performed.
Regarding the first one, full-length APP was analyzed. As
expected, non-treated transgenic mice showed a signifi-
cant increase in this protein level (p <0.05) whereas these
levels were reduced in those animals treated with RHE-
HUP (p<0.05) (Fig. 4h). In this line, BACEI activity also
showed a significant increase in APP/PS1 HFD SALINE
when compared with WT CT SALINE (p<0.01) and
decreased after treatment (p < 0.05) (Fig. 4g).

APP-C-terminal fragment (APP-CTF) was significantly
increased in non-treated transgenic mice compared to
control group whereas soluble amyloid precursor pro-
tein B fragment (sAPPp) did not show differences in W'T
vs APP/PS1 HFD. However, both proteins were reduced
after treatment (APP-CTF: WT CT SALINE vs APP/PS1
HFD RHE-HUP p<0.05; APP/PS1 HFD SALINE vs APP/
PS1 HFD RHE-HUP p<0.0001; sAPPB: WT CT SALINE
vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.05; APP/PS1 HFD
SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p <0.05).

The insulin-degrading enzyme (IDE) is one of the main
proteases involved not only in the degradation of insulin
but also in that of AR peptide [48]. Our results showed

WT CT SALINE

APP/PS1 HFD SALINE

WT CT SALINE P/PS1 HFD SALINE
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a significant reduction in the hippocampus of APP/PS1
HFD SALINE mice compared to WT CT SALINE, lev-
els which were recovered after RHE-HUP treatment (W'T
CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE p<0.01; APP/
PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.05).
Similarly, ADAM10, a neuroprotective protein involved
in the non-amyloidogenic pathway, experimented a sig-
nificant reduction in APP/PS1 HFD SALINE (p<0.05)
when compared with WT CT SALINE mice, levels that
were recovered after RHE-HUP treatment, reaching val-
ues similar to those of controls (p <0.05) (Fig. 4h).

RHE-HUP treatment decreases glial reactivity in APP/PS1
HFD mice

Increasing evidence correlates neuroinflammation with
the development of AD [49, 50]. In our study, the evalua-
tion of astrocytes and microglial reactive profile was stud-
ied in the dentate gyrus of the hippocampus by detecting
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and ionized calcium-
binding adapter molecule 1 (IBA1), astrocyte and micro-
glial markers, respectively (Fig. 5a—f). Our results showed
a glial activation in those transgenic animals fed with
HFD compared to WT and a clear reduction of this reac-
tivity after the RHE-HUP treatment. These results were

APP/PS1 HFD RHE-HUP

APP/PS1 HFD RHE-HUP h.

area(pixer’ysection
BA1

= WT CT SALINE
5 APP/PS1 HFD SALINE
s = APP/PS1HFD RHE-HUP
T
i
2
H
3
[
TLRe PIP1B
Fig. 5 Evaluation of inflammatory responses. Representative images for the detection of astrocytes a-¢, and microglia d-f, co-stained with Hoechst

for the detection of lar nu raf fication for GFAP g and IBA1 h.
In both cases, statistical analy as performed through one-way ANOVA (n=5) and Tukey's post hoc test, * p <0.05. ** p<0.01 and *** p<0.001.i.
protein levels for TLR4 and PTP1B where two representative samples out of four or five per group are shown (n=4-5). All results were represented

as mean = SD. Groups were compared against each other using one-way ANOVA and Tukey post-test, * p <0.05 and ** p <0.01

blue). Scale bar: 200 um.

c representation of fluo

scence intensity quar

124



Publicacion Il

Espinosa-Jiménez et al. Cell & Bioscience (2023) 13:52

corroborated by the fluorescence intensity quantification
data. A significant increase in astrogliosis and microglial
activation in transgenic mice fed with HFD in compari-
son to the WT CT SALINE groups was found (p <0.001).
By contrast, this increase was significantly attenuated
when these animals were treated with RHE-HUP (GFAP:
APP/PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP
p<0.05; IBA1: APP/PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD
RHE-HUP p<0.01) (Fig. 5 g-h).

Toll-like receptor 4 (TLR4) and protein tyrosine phos-
phatase (PTP1B), both related with neuroinflamma-
tion, were analyzed in the hippocampus. In agreement
with glial profile, our results showed a similar pattern
where concentrations of both proteins were significantly
increased in the APP/PS1 HFD SALINE group compared
to WT CT SALINE (TLR4: p<0.01; PTP1B: p<0.05),
returning to baseline levels after treatment with RHE-
HUP (p<0.01, in both cases) (Fig. 5i).

RHE-HUP increases dendritic spines density and synaptic
biomarkers in APP/PS1 HFD mice

The reduction in the number of dendritic spines
together with alterations in cognition has been widely

Page 9 of 18

demonstrated in AD patients, suggesting that they could
play a key pathogenic role [51, 52]. Optical microscope
images of the hippocampus are shown in Fig. 6a—c,
accompanied by a representative magnification image of
dendritic spines of each experimental group (Fig. 6d—f).
A significant decrease in the number of dendritic spines
was observed in APP/PS1 HFD SALINE when compar-
ing with the control group (Fig. 6g—j), while in those ani-
mals treated with RHE-HUP, this reduction was reverted
reaching levels similar to the control regardless of the
studied area in the hippocampus (DG TERMINAL: W'T
CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE p<0.001; APP/
PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.05.
DG RAMIFICATION: WT CT SALINE vs APP/PS1
HFD SALINE p<0.0001; APP/PS1 HFD SALINE vs
APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.01. CA1 BASAL: WT
CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE p<0.0001; APP/
PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP p<0.001.
CA1 APICAL: WT CT SALINE vs APP/PS1 HFD
SALINE p<0.001; APP/PS1 HFD SALINE vs APP/PS1
HFD RHE-HUP p<0.01.).

Different synaptic proteins involved in memory process
and plasticity, such as drebrin 1 (DBN1), synaptophysin
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Fig. 6 Optical microscope images of the hippocampus a-c and representative magnification images of dendritic spines of each experimental
group d-e. g-j. Quantification of dendritic spines of each 30 um of dendrite in different areas of the hippocampus (n=5). Groups were compared
against each other using one-way ANOVA and Tukey post-test, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and **** p< 0.0001 k. Representative images

of synaptic proteins levels were determined, where two representative samples out of four or five per group are shown (n=4-5). Graphs barts
represent mean = SD. Data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey’s post-test, * p< 0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001. |. Quantification of BDNF
protein levels in the cortex (n=7). Data were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's post-test, ** p<0.01
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and neurexin, were measured by Western Blot. Our
results showed a significant decrease in DBN1 protein
levels in the APP HFD SALINE group when they were
compared with the control group (p <0.001), while DBN1
levels were rescued after RHE-HUP administration
(p<0.01). A similar pattern was observed for the other
synaptic proteins studied, but in the case of synaptophy-
sin the values did not reach statistical significance, and
only a positive trend was observed (Synaptophysin: APP/
PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-HUP P <0.05;
Neurexin: WT CT SALINE vs APP/PS1 HFD SALINE
p<0.01; APP/PS1 HFD SALINE vs APP/PS1 HFD RHE-
HUP p<0.05) (Fig. 6k).

Moreover, one protein that deserves special men-
tion is BDNF plays a critical role not only in the growth
and development of the nervous system, but also as a
modulator of synaptic plasticity, suggesting that its reg-
ulation could play a key role in the preservation of cog-
nitive function [53]. In this line and, in accordance with
the results shown above, the analysis of BDNF levels in
the cortex demonstrated a significant decrease in APP/
PS1 HFD SALINE in comparison with WT CT SALINE
(p<0.01). Nevertheless, the treatment with RHE-HUP
resulted in an increase of BDNF (p <0.01) (Fig. 6l).

The treatment with RHE-HUP improves the cognitive
process in APP/PS1 HFD mice

It has been described that one of the most important
features of APP/PS1 mice is cognitive decline in terms
of memory and spatial memory [54, 55]. To demon-
strate the efficacy of RHE-HUP treatment in the recov-
ery of cognitive decline, MWM and NORT tests were
performed. Regarding MWM, APP/PS1 HFD SALINE
mice showed an obviously more erratic trajectory, being
unable to find the platform compared with WT CT
SALINE mice. However, after RHE-HUP treatment, the
trajectory of APP/PS1 HFD RHE-HUP tended to return
to normality (Fig. 7a—c). In Fig. 7d, the escape latency
of all groups throughout the training period is shown.
The training performed by the different groups demon-
strated an improvement of the learning ability in those
animals treated with RHE-HUP in comparison to those
treated with saline. In the same line, the results obtained
on the test day showed a significant increase in escape
latency in the APP/PS1 HFD SALINE when they were
compared with control group (p<0.05), effect which was
reverted in those animals treated with the drug (p <0.05)
(Fig. 7e). Moreover, other parameters studied in the same
test, such as the number of entries on the platform or
the mean distance traveled to reach it, showed the same
tendency toward improvement of cognitive function
after RHE-HUP administration. Regarding the num-
ber of entries, the time of crossing through the target
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platform was significantly reduced in non-treated ani-
mals (p<0.01), whereas after treatment that number was
recovered, reaching similar values to WT CT (p<0.01)
(Fig. 7f). In the case of the mean distance traveled to
find the platform, non-treated animals swam a longer
distance compared to the control group (p<0.05), while
after treatment, they reached the platform more easily
(p<0.05) (Fig. 7g). In agreement, in the NORT APP/PS1
HFD SALINE mice presented a decreased DI compared
to the control group (p<0.001), whereas the DI was
recovered after treatment (p<0.001), clearly indicating
that RHE-HUP rescued mice from the memory deficit
observed in this pathological model (Fig. 7h).

Discussion

AD is nowadays recognized as a multifactorial and het-
erogeneous disease in which metabolic alterations play
an important role [56-58]. Previous work has shown that
RHE-HUP improves the main hallmarks of AD in APP/
PS1 mice [35]. However, the effect of RHE-HUP in an AD
familial model of mice with a metabolic syndrome-like
was not evaluated, yet. Our results demonstrated that
RHE-HUP significantly reduces neuroinflammation, Ap
deposition and Tau phosphorylation, considered some of
the main underlying disease mechanisms. Additionally,
RHE-HUP treatment succeeded in increasing the levels
of BDNF and other synapse-related proteins in the brain,
which resulted in an increase in the number of dendritic
spines, improving memory and learning. However, these
changes were not associated with modifications in the
metabolic peripheral parameters.

HFD consumption leads to metabolic alterations,
including insulin resistance and T2DM [59, 60], both
conditions frequently associated with the develop-
ment of dementia [41, 61]. T2DM is a complex disorder
that begins with a state of insulin resistance, leading to
hyperinsulinemia and hyperglycemia, which is known to
cause different alterations in the brain. Our study con-
firmed that HFD induces an increase in body weight,
hyperglycemia and insulin resistance in APP/PS1 mice
accompanied by the downregulation of IRS2 protein
levels in the liver, a protein involved in insulin signaling
regulation. However, the treatment with RHE-HUP did
not reverse these effects, leading us to the conclusion
that the observed benefits provided by RHE-HUP may
not be due to a peripheral metabolic regulation, rather
to a central effect. One of the possible answers could be
that this molecule was designed to hit multiple targets
involved in the pathogenesis of AD, i.e., to reach biologi-
cal targets located at the central nervous system. Indeed,
studies performed in parallel artificial membrane per-
meability assays for blood-brain barrier (PAMPA-BBB)
clearly demonstrated that this compound was able to
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Fig. 7 a—c. Representative swim paths on the memory test. Learning curves of MWM during the spatial acquisition phase d and escape latency e,
entries in platform f and mean distance traveled g on test day (n = 13). One-way ANOVA and Tukey's post- test were performed, except in the case
of the analysis of entries in the platform where Krushal-Wallis was conducted. In all cases, * p<0.05 and ** p<0.01. h. NORT, Discrimination Index
(D1) expressed in seconds (n=13). Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post-test, *** p<0.001

enter the brain [34]. This fact was supported by the
results obtained in previous studies where a reduction of
AB levels and Tau phosphorylation leading to a memory
amelioration, was observed after chronic administration
of RHE-HUP to APPswe/PS-1dE9 mice [35]. Moreover,
ex vivo [62-64] and in vivo biodistribution [65] stud-
ies with other hybrid compounds, closely related to
RHE-HUP in terms of chemical structure and physico-
chemical properties, have demonstrated that this type of
compounds readily enters the brain, some of them with
more favorable brain/plasma ratio than the most pre-
scribed anti-Alzheimer drug donepezil [65]. Very likely,
this could be also the case for RHE-HUP, which might

account for its preferential central vs peripheral effects
observed in this work using the familial AD mouse
model, challenged by high-fat diet.

Brain insulin, apart from controlling energy metab-
olism, is also involved in other multiple functions
including synaptogenesis, synaptic remodeling, and neu-
rotransmitter level modulation. Thus, unbalanced insulin
signaling, and metabolism may lead to cognitive decline
and AD [66]. IRS2, a major component of the insulin/
insulin-like growth factor-1 signaling pathway and a key
factor in T2DM, also has a role in synaptic plasticity,
learning and memory. A study carried out by Tanoka-
shira and colleagues found that young adult C57BL/6 ]
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mice lacking IRS2 displayed hippocampus-associated
behavioral alterations due to IRS2 deficiency-induced
impairments of brain energy metabolism [67]. Our
results agree with these data, since a IRS2 reduction was
observed in the APP/PS1 HFD SALINE group recovering
its levels after the RHE-HUP treatment. It has been also
described that IRS2 signaling promotes the dephospho-
rylation of Tau, suggesting that failure on this pathway
could lead to an hyperphosphorylation of Tau protein,
considered one of the main early mechanisms of AD.
Therefore, Tau phosphorylation might be a direct con-
sequence of reduced insulin—IGF signaling during aging
[47, 68]. Likewise, one of the main kinases responsible for
Tau phosphorylation is GSK3f [69]. The phosphorylation
of this kinase in Tyr216 leads to its own activation which
results not only in the increase in Tau phosphorylation
levels [70], but also contributes to neuronal death inde-
pendently of Tau [71]. In agreement with this, the pre-
sent study demonstrated that RHE-HUP administration
significantly reduced Tau phosphorylation, by IRS2 and
p-GSK3p regulation, which could explain the restoration
of dendritic spine number and the resulting behavioral
improvement observed in A PP/PS1 HFD mice after the
treatment.

In addition to hyperphosphorylated Tau, another well-
known hallmark of AD is the accumulation of B-amyloid
deposits. Several studies have interconnected both pro-
cesses defining AP plaques as the main triggers of Tau
hyperphosphorylation and Tau tangle formation, as a
result of an imbalance between A production and Af
clearance [14, 72]. In agreement with these previous data,
we observed a significant reduction in the number of hip-
pocampal and cortical AP plaques induced by RHE-HUP
due to BACEI inhibition. In turn, this correlated with
the reduction of the levels of AB,,, the most hydropho-
bic and aggregation-prone form of this peptide and, the
predominant one in senile plaques [73, 74]. This event
also explained the reduction in hyperphosphorylated Tau
observed in this group.

As described by Pérez-Areales and coworkers, RHE-
HUP seems to inhibit AChE [38], a prime target in AD,
since the cholinergic deficit has been widely observed
in AD patients and is directly responsible for the cog-
nitive decline (75, 76]. However, the importance of this
enzyme in the disease goes much further, since it has
been described that it might bind to Af and promote its
deposition [77], turning the combination of AChE+ A
into more toxic to cells than A alone [78].

Taking all this into account and according to our find-
ings, the effect of RHE-HUP on decreasing the AP
production and subsequent accumulation might be
attributed to four main factors: (i) the inhibition of AChE,
avoiding the interaction with AP and the consequent
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formation of the toxic aggregates; (ii) the inhibition of
the amyloidogenic pathway by decreasing hippocampal
BACELI activity; (iii) the direct reduction of APP pro-
tein levels and (iv) the activation of the non-amyloido-
genic pathway by increasing ADAMIO levels [79-83].
In addition, our results show that RHE-HUP treatment
increased IDE levels in the hippocampus, an enzyme that
not only participates in Af elimination, but also plays a
key role in insulin degradation, all together contributing
to a reduction in AP deposition and cognitive improve-
ment [84].

The glial activation in the brain is also an important
pathological feature of neurodegenerative diseases,
including AD [85-87]. Although early in the disease neu-
roinflammation may represent a protective response, an
excessive reaction can cause or contribute to the pathol-
ogy [88]. Several reports have described that the presence
of AP and Tau hyperphosphorylation activate microglia
and astrocytes [89-91], demonstrating that microglia can
play dual roles in AP pathogenesis. Microglia may help to
eliminate AP aggregation, and it may facilitate Ap accu-
mulation through the release of neurotoxic proteases and
pro-inflammatory factors, which contribute to the neuro-
inflammation [92-96]. Thus, it generates a vicious circle
in which A plaques potentiate the release of inflamma-
tory molecules and, at the same time, these molecules
stimulate the formation and accumulation of A [97, 98].
Moreover, it is well-known that the chronic consumption
of HFD increases stress in different pathways including
neuroinflammation [99], contributing to the development
of cognitive impairment. In this line, Wieckowska-Gacek
et al. demonstrated that 4-months-old APPswe trans-
genic mice fed with western diet exhibited such brain
neuroinflammation and accelerated amyloid pathol-
ogy comparable to that induced by the administration
of pro-inflammatory lipopolysaccharide (LPS). Hence,
it highlighted the role that diet can play in neuroinflam-
mation and, consequently, in AD [100]. In this sense,
the observed decrease in the activation of microglia and
astrocytes after RHE-HUP treatment might be due to
the reduction in Tau phosphorylation and in AP deposi-
tion, but also to the improvement in the insulin signal-
ing pathway at the central level observed upon treatment.
Toll-like receptors play a pivotal role in brain injury
and neurodegeneration, and, in CNS, they are mainly
expressed in glial cells [101]. Specifically, the activa-
tion of TLR4 triggers the downstream stimulation of the
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells (NFK-B) and the induction of genes that encode
inflammation-associated molecules and cytokines, such
as IL-6 and TNF-a [102, 103]. Furthermore, it has been
demonstrated that TLR4 deficiency protects against eth-
anol-induced glial activation, induction of inflammatory
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mediators, and apoptosis [101]. For this reason, the
attenuation of the neuroinflammation observed after the
RHE-HUP treatment could be related with the decrease
of TLR4 levels, in agreement with previous studies which
demonstrated that the treatment with resveratrol attenu-
ated the increase in protein levels and the downstream
activation of the pathway [104, 105].

In the same way, PTP1B also demonstrated a signifi-
cant decrease in the RHE-HUP treated mice. Several
studies have reported that the inhibition of PTP1B favors
the inactivation of unfolded protein response (UPR) and
neuroinflammation, thereby protecting against cogni-
tive decline [106]. For this reason, PTP inhibitors have
been suggested as a promising therapeutic modulation
of microglial activation in neuroinflammatory diseases,
including AD [107]. In addition, PTP1B not only has
been related to this group of pathologies, but also repre-
sents a convergent point between AD and T2DM. In fact,
preclinical studies have demonstrated that mice lacking
PTP1B were resistant to weight gain and remained sensi-
tive to insulin after HFD consumption [108, 109] suggest-
ing that PTP1B downregulation could be key in order to
improve the features observed in AD pathogenesis by the
regulation of insulin signaling pathway and neuroinflam-
matory processes [110].

Moreover, in a pathological environment the released
cytokines and chemokines contribute to an excessive
pruning of synaptic terminals causing synaptic dysfunc-
tion and neuronal loss [111]. In fact, another important
pathway in which PTP1B is involved is the BDNF/TrkB
pathway [112]: PTP1B down-regulates neuronal BDNF-
TrkB pathway, whereas the PTP1B inhibition stimulates
BDNF signaling [113, 114]. Considering that preclini-
cal studies suggest that the increase in BDNF levels is a
suitable strategy to enhance the cognitive process [115],
the decrease in PTP1B levels induced by RHE-HUP
treatment observed in our results and the consequent
increase in BDNF levels could explain the recovery in
dendritic spines number caused by the treatment. In
addition, dendritic spines loss is also related with Ap and
Tau pathology, since a study performed by Bittner et al.,
demonstrated that mice coexpressing mutant APP, PS1
and Tau, presented a strong loss of dendritic spines with
accumulation of hyperphosphorylated Tau protein as
well as soluble AB [116]. Therefore, the reduction already
discussed in AP accumulation and Tau hyperphospho-
rylation caused by the treatment might also be contrib-
uting to the recovery of dendritic spines. These results
were also accompanied by an increase in DBNI1 levels.
DBNI1 is typically located in postsynaptic regions of
excitatory synapses, and it is responsible for controlling

Page 13 of 18

spine function and morphology [117, 118]. Its preserva-
tion has been related to neuroprotection, and, by con-
trast, its reduction in the hippocampus has been linked
to cognitive deficits [119, 120]. Thus, our data confirm
that the increase in DBN1 could be associated with the
improvement observed in cognitive functioning. In the
same way, synaptophysin and neurexin showed a similar
profile. Synaptophysin is a glycoprotein present in synap-
tic vesicles which is related to synaptic plasticity. Thus, a
decrease in its levels has been related to cognitive impair-
ment [121]. At the same time, neurexin downregulation
has also been associated with cognitive impairments
since it has been found to be active in synapse matura-
tion and adaptation of synaptic strength [122]. In addi-
tion, it has been demonstrated that AB,, oligomers bind
to neurexin, and this interaction leads to a decrease in its
expression, inducing synapse pathology [123]. This would
explain the increase in neurexin protein levels produced
by the decrease in AB,, levels observed after treatment
with RHE-HUP.

Recent postmortem studies in people with AD have
shown that the number of dendritic spines is lower in
patients with clinically evident AD compared to con-
trols, and similar between control subjects and subjects
that are cognitively normal but present the underlying
biological features of AD. Thus, these observations pro-
vide cellular evidence supporting the hypothesis that
dendritic spine plasticity provides a mechanism of cog-
nitive resilience that protects people with an early stage
of dementia from developing AD [124, 125]. In fact,
numerous preclinical studies have related the loss of den-
dritic spines with hippocampus-dependent learning and
memory ability impairments [126-128]. In the present
study, RHE-HUP treatment induced the recovery in the
number of dendritic spines, which was accompanied by
an improvement in hippocampal-dependent recognition
memory assessed by NORT, as well as spatial and learn-
ing memory evaluated by MWM.

In conclusion, the present study demonstrates that the
multi-target compound RHE-HUP restores the number
of dendritic spines and enhances cognition in APP/PS1
mice, whose pathology is exacerbated with HFD con-
sumption, by regulation of brain insulin signaling and
neuroinflammation, which contributes to the reduction
of hyperphosphorylated Tau and Ap levels (Fig. 8). How-
ever, we did not observe peripheral metabolic regulation
induced by the drug administration, suggesting that the
improvement observed in our model is exclusively due
to a regulation at central level. These results support
RHE-HUP as a new promising molecule for the treat-
ment of AD, also in those individuals with metabolic
disturbances.
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Fig. 8 Schematic representation of the effects of RHE-HUP treatment in APP/PS1 mice fed with HFD. The figure shows the pathological
mechanisms targeted by RHE-HUP that could explain the improvement in cognition observed in this double pathological model
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Discusion

Mas de 45 millones de personas en todo el mundo padecen EA, un déficit u
otras alteraciones cognitivas que pueden conducir a la muerte entre tres y
nueve afios después del diagnoéstico. El principal factor de riesgo de esta
enfermedad es la edad, por lo que a medida que la poblacién envejezca, la
prevalencia se acercara a los cerca de 131 millones de casos a nivel mundial
para 2050. Por lo tanto, la EA es una enfermedad que representa un problema
de caracter global, convirtiéndose en una epidemia de rapido crecimiento y
simbolizando una gran amenaza para la salud publica en nuestras sociedades

(K. V. Nguyen, 2018).

Evidencia creciente sugiere que la obesidad y la diabetes, combinadas con la
edad, contribuyen a la susceptibilidad de padecer EA, mostrando asi una
posible relacion entre las alteraciones metabdlicas y las cognitivas. Al mismo
tiempo, una dieta rica en grasa se ha relacionado con un aumento de la obesidad
y, consecuentemente, un aumento del riesgo de padecer DMT2 (Pugazhenthi
et al., 2017). Pero, a pesar de esta relacion, las vias que conectan todas estas
condiciones no se han esclarecido completamente. Esto deja patente la
necesidad de llevar mas alla la investigacion de posibles mecanismos que
relacionen las alteraciones metabdlicas y las cognitivas, pudiendo representar
potenciales dianas terapéuticas para su tratamiento y prevencion. En este
sentido, actualmente no se conocen tratamientos que hayan sido capaces de
frenar y/o curar la EA. Una de las posibles causas que se han propuesto para
explicar esta falta de eficacia es que, cuando se comienza a tratar, ya es
demasiado tarde y la enfermedad ha avanzado y deteriorado significativamente
las estructuras cerebrales. Por ello, esta tesis ha estado parcialmente centrada
en el estudio de una nueva diana, que relaciona un factor de riesgo como son
las alteraciones metabolicas con el déficit cognitivo, pudiendo ayudar a frenar

el desarrollo de la EA en las fases previas a su aparicion.
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Como se ha podido ver en la introduccion de esta tesis, la EA es una
enfermedad de caracter multifactorial. Hasta ahora, la hipdtesis de la cascada
amiloide, como uno de los primeros eventos que desencadenan la enfermedad,
ha dominado el campo (Bayer & Wirths, 2014; Selkoe & Hardy, 2016). Sin
embargo, debido a la falta de eficacia de los tratamientos que tienen como
diana componentes de esta hipotesis, asi como estudios que demuestran que
los niveles de AP no se correlacionan con el grado de déficit cognitivo de los
pacientes, se esta entrando en una nueva era. En ella, la vision de la EA como
una unica via patologica secuencial, con la hipotesis amiloidogénica como
unico evento causal inicial, estd siendo sustituida por un cuadro mucho mas
complejo. En este cuadro, la EA es considerada una patologia multifactorial en
la que subyacen varios procesos patoldgicos parcialmente independientes
(Samanta et al., 2022). Por este motivo, otra explicacion de por qué los
tratamientos actuales no han conseguido detener el avance de esta enfermedad
podria ser el hecho de que van dirigidos contra una sola de las multiples dianas
que participan en su desarrollo. Es por ello que esta tesis doctoral también se
ha centrado en el estudio del farmaco RHE-HUP, una molécula multidiana,
apostando por esta nueva, prometedora y mas realista via para hacer frente a la

EA.

Los resultados de la presente tesis doctoral se discuten a continuacion.
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Estudio del papel del receptor PPARP/6 en el desarrollo de

alteraciones cognitivas

En este apartado de la discusion se muestran interesantes hallazgos sobre el
papel neuroldgico del receptor PPARP/d en ratones alimentados con una dieta
convencional o con una dieta rica en grasa. Usando ratones PPARP/5™" y sus
controles WT, se evalu6 el impacto de la falta de este receptor nuclear en la
densidad de espinas dendriticas, marcadores sinapticos y en la funcion
cognitiva, y si un factor de riesgo como es la alimentacion con una dieta rica
en grasa seria capaz de deteriorar este ya estado patologico. Segun este estudio,
este receptor juega un papel importante en el mantenimiento de las espinas
dendriticas, por lo que podria proteger frente al deterioro de la memoria y
representar una diana interesante para el tratamiento de la EA antes de su
aparicion. Interesantemente, la alimentaciéon con la dieta rica en grasa no
exacerbo la patologia cognitiva producida por la falta del PPARB/S. Estos
resultados coinciden con lo observado al estudiar marcadores de la
sefializacion de la insulina y la neuroinflamacion, apoyando y reforzando el
papel de este receptor a nivel central. Por otro lado, los resultados obtenidos
en cuanto al peso corporal y las pruebas de tolerancia a la glucosa y a la insulina
muestran que los cambios observados son debidos a la ingesta continuada de
la dieta rica en grasa y no a la falta de este receptor nuclear, probablemente

debido a la intervencidn dietética continuada.

Como se ha descrito en la introduccion de esta tesis, los PPAR son
considerados reguladores metabolicos magistrales de la homeostasis
energética (Y.-X. Wang, 2010). Actlian principalmente como sensores de
lipidos y regulan el metabolismo de todo el organismo en respuesta a la ingesta
de estos en la dieta, induciendo o reprimiendo la expresion de genes implicados

en el metabolismo de los lipidos y la glucosa (Grygiel-Gorniak, 2014; Saez-
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Orellana et al., 2020). Es por ello que agonistas de estos receptores nucleares
son utilizados para el tratamiento de diferentes patologias, incluyendo la
DMT?2. Hasta hace poco, la mayoria de los estudios centrados en el papel de
los PPARs en la neurodegeneracion han estado basados en las isoformas a y vy,
aunque hay estudios que demuestran que los agonistas del PPARP/6 son
capaces de disminuir la neuroinflamacion, la neurodegeneracion, la carga de
AP y mejorar la funcidén cognitiva en modelos de raton y de rata de EA (de la
Monte et al., 2017; Reich et al., 2018; Tong, Deochand, et al., 2016). A pesar
de ser la isoforma predominante en el SNC, su papel en los desérdenes
neurodegenerativos no ha sido caracterizado a fondo. Por lo tanto, teniendo en
cuenta la relacion entre las disfunciones metabodlicas y el déficit cognitivo
(Leszek et al., 2017), ha aumentado el interés en este receptor y sus agonistas
como posible intervencion terapéutica de la EA y los desérdenes cognitivos

relacionados con la obesidad.

En cuanto a las alteraciones metabolicas, los agonistas del PPARB/d han
demostrado disminuir sustancialmente la adiposidad y mejorar la intolerancia
a la glucosa y la resistencia a la insulina (Palomer et al., 2018; Salvado et al.,
2012; N. S. Tan et al., 2016). Sin embargo, se ha observado que los ratones
deficientes en este receptor presentan una reduccion significativa del peso en
las primeras semanas de vida en comparacion con los controles, diferencias
que desaparecen cuando pasan a ser adultos (J. M. Peters et al., 2000). Estos
datos estdn de acuerdo con los obtenidos en la presente tesis, donde no se

observaron cambios en el peso inducidos por el genotipo.

Por otro lado, es bien sabido que la alimentacion con una dieta rica en grasa
causa un incremento significativo del peso corporal, de la intolerancia a la
glucosa y de la resistencia a la insulina (Alvarez-Amor et al., 2021; Musso et

al., 2003), datos que se confirman en nuestro estudio. Sin embargo, no
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encontramos alteraciones en estos parametros debidos al genotipo. Una posible
explicacion para estas discrepancias podria ser el tiempo de exposicion a la
dieta rica en grasa, que en nuestro caso fue desde el destete, a los veintiun dias,
hasta su sacrificio, a los seis meses. En este contexto y en linea con estudios
previos, animales jovenes expuestos a la dieta rica en grasa durante un largo
periodo de tiempo, como es el caso de este estudio, podrian mostrar una mayor
plasticidad a la dieta (Burke et al., 2021) y por esta razdn, nuestros ratones no

mostrarian diferencias debidas al genotipo.

Como ha sido ampliamente comentado en la introduccion de la presente tesis,
las espinas dendriticas juegan un papel clave en el proceso de aprendizaje,
mientras que la alteracion de la plasticidad sinaptica se ha correlacionado
directamente con una afectacion de la memoria (Ettcheto et al., 2021; Knott &
Holtmaat, 2008; Pelucchi et al., 2022). Ademas, diferentes indicadores
morfoldgicos y bioquimicos sugieren que unos de los primeros dafios que
ocurren en la EA son producidos sobre las espinas dendriticas, dando lugar a
un fallo sinaptico (Ammassari-Teule, 2020). Por ello, nuestro estudio se ha
centrado en la evaluacion de estas estructuras con el fin de evaluar el efecto de
la deficiencia del PPARP/S en la densidad de espinas a nivel hipocampal. En
esta linea, nuestros resultados muestran que los ratones PPARP/S”" sufrieron
una disminucion del nimero de espinas dendriticas en el caso de aquellos
animales alimentados con la dieta convencional, y que esta afectacion no fue
exacerbada por la dieta rica en grasa, lo que sugiere que este receptor es
necesario para el mantenimiento de estas estructuras y, consecuentemente, para
evitar el deterioro cognitivo. Por el contrario, en el caso de los ratones WT
alimentados con una dieta rica en grasa, si que se observo una disminucion del
numero de espinas dendriticas causada por la ingesta de la dieta rica en grasa.
Esto coincide con previos estudios que mostraron que la alimentacion con este

tipo de dieta generaba una alteracion de proteinas sinapticas, junto con una
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alteracion del LTP y un cierto grado de inflamacion local y sistémica, todo ello
favoreciendo la pérdida de espinas dendriticas (Bocarsly et al., 2015; Chunchai
etal., 2018; Hao et al., 2016). Estos datos se correlacionaron con los obtenidos
en el NORT y también con los resultados de previos estudios, como el llevado

a cabo por Barroso y colaboradores (Barroso et al., 2013).

En este caso, no se realizo la prueba del MWM para evaluar la cognicion de
los ratones, ya que la falta de esta isoforma ha sido asociada con alteraciones
del rendimiento fisico que implique un ejercicio intenso como es correr o, en
este caso, nadar. Esto es debido a que el PPARP/S es la isoforma mas expresada
en el musculo esquelético, especialmente en las fibras oxidativas, por lo que
ha sido ampliamente demostrado que juega un papel clave en la resistencia en
carrera (Rockl et al., 2007; Schuler et al., 2006; Y.-X. Wang et al., 2004). En
concreto, estas fibras expresan principalmente enzimas implicadas en la
oxidacion de acidos grasos, habiéndose demostrado que la sobreexpresion del
PPARP/3 en este tejido induce la reorganizacion de esas fibras, aumentando el
porcentaje de fibras oxidativas y disminuyendo la fatiga muscular, siendo
crucial también para la resistencia (Y.-X. Wang et al., 2004). De esta forma, la
falta de este receptor podria afectar al rendimiento en natacion, convirtiendo al

MWM en una prueba poco fiable para evaluar la cognicion de estos ratones.

Avanzando hacia un nivel méas molecular, DBN1 es una proteina de union a la
actina con presencia abundante en las espinas dendriticas, especialmente en
regiones postsinapticas de sinapsis excitatorias (Sekino et al., 2007). Se ha
descrito que podria tener un papel relevante en el control de la morfologia y la
funcion sindptica (Ao et al., 2014). De hecho, uno de los primeros cambios que
preceden a la pérdida sinaptica y a la neurodegeneracion en la EA y los
desérdenes cognitivos relacionados es una pérdida dramatica de DBN1 (Dun

& Chilton, 2010; Ivanov et al., 2009). En linea con todo ello, el presente

142



Discusion

estudio mostré6 un descenso significativo de los niveles de DBNI1 en el
hipocampo inducido por la falta de PPARB/3, hecho que se correlaciona con el
analisis de las espinas dendriticas mencionado anteriormente. Por lo tanto, este
trabajo sugiere que el receptor PPARP/d contribuye activamente a la
preservacion de estas estructuras a través de la regulacion de DBNI.
Consistente con todo ello, se observéd el mismo patron al estudiar los niveles
de otras dos proteinas sinapticas, neurexina y PSD95. La neurexina es una de
las proteinas de adhesion celular implicada en la conexion de compartimentos
pre y postsindpticos, mediante la interaccion con su pareja de union, la
neuroliguina. Alteraciones en ambas proteinas han sido relacionadas con
desérdenes neurodegenerativos, siendo esenciales para el buen funcionamiento
de la sinapsis (Cuttler et al., 2021). De la misma forma, PSD95, tal y como se
ha mencionado en la introduccion, es un componente basico de la densidad
postsinaptica, encontrandose implicada en la transmision glutamatérgica, en la
plasticidad sinaptica y en la formacion de espinas dendriticas (Coley & Gao,
2018). Por lo tanto, la disminucién de los niveles proteicos de PSD95 y
neurexina en este modelo confirma que PPARf/6 juega un papel importante en

la plasticidad sinéptica.

En cuanto a la sinaptofisina, la reduccion de esta glicoproteina que se encuentra
en vesiculas sinapticas se ha relacionado con el desarrollo de alteraciones de
la memoria (H. Du et al., 2020; X. Zhang et al., 2019). Ademas, se ha descrito
una disminucion de los niveles de esta proteina tras una alimentacion rica en
grasa (Kalarchian & Marcus, 2012; F. Li et al., 2019; H. Shi et al., 2020),
interconectando asi a la sinaptofisina con la obesidad y la alteracion de la
memoria. Nuestros resultados mostraron una disminucion significativa de los
niveles de esta proteina en el hipocampo inducida por la alimentacion con la
dieta rica en grasa. Sin embargo, no se observo ningun cambio producido por

el genotipo.
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Por otro lado, también se ha descrito que la actividad neuronal regula el
transporte de BDNF a las dendritas, el cual esta relacionado con la modulacion
de la transmision sindptica y la sinaptogénesis (Ettcheto et al., 2021). Cuando
se une a su receptor, el receptor de tropomiosina cinasa B (Trkb, del inglés
tropomyosin receptor kinase B), este se dimeriza y activa la via de la proteina
cinasa regulada extracelularmente (ERK, del inglés extracellular signal-
regulated kinase) (Caffino et al., 2020; B. Y. Kim et al., 2017), permitiendo
que este factor neurotrdfico ejerza su papel como regulador de la plasticidad
sinaptica y la memoria. En la presente tesis, se observd una disminucion
significativa de los niveles de BDNF en los animales PPARB/57" alimentados
con la dieta rica en grasa en comparacion con el resto de grupos, sugiriendo
que la falta del receptor por si sola no es suficiente para alterar los niveles de

BDNF.

Otro de los acontecimientos caracteristicos de las enfermedades
neurodegenerativas es la neuroinflamacion, siendo ampliamente reconocida
como una de las mediadoras del deterioro de la memoria (Fourrier et al., 2019;
McGrattan et al., 2019). El impacto de este complejo proceso, que incluye la
alteracion de la via del receptor tipo toll 4 (TLR4, del inglés foll-like receptor
4) y la activacion glial, entre otros, induce la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y da lugar a circuitos neuronales aberrantes, contribuyendo
todo ello a la aceleracion del deterioro cognitivo (Jin et al., 2019; Malpetti et
al., 2020). Sin embargo, la implicacién de la inflamacion no esta solamente
cefiida al cerebro. De hecho, el consumo de una dieta rica en grasa se ha
relacionado con un aumento de la inflamacién y niveles de acidos grasos en el
cerebro, que podrian unirse y activar la via del receptor TLR4, lo que da lugar
a la liberacion de citoquinas proinflamatorias. De esta manera, la funcion
cognitiva se veria afectada mediante la alteracion de la morfologia hipocampal

y de la plasticidad sinaptica inducida por la inflamacioén (Pugazhenthi et al.,
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2017; D. Wang et al., 2015). En este contexto, el receptor PPARP/d ha sido
también relacionado con la modulacion de la inflamacion, tanto a nivel
periférico como central (Chehaibi et al., 2017; Kuang et al., 2012). Nuestro
estudio demostro que la falta del receptor PPAR/6 incrementa la gliosis en el
hipocampo, contribuyendo al aumento de actividad de la microglia y los
astrocitos. En la misma linea, los niveles proteicos de TLR4 y del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFKB, del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhacer of activated B
cells) también reflejaron este aumento en los animales carentes de este
receptor. De acuerdo con nuestros resultados, en el estudio llevado a cabo por
Rodriguez-Calvo y colaboradores, se demostrd que el uso del agonista de
PPARPB/6 GW501516 inhibi6 la produccion de citoquinas inducidas por el
lipopolisacarido (LPS) mediante la prevencion de la activacion de la via de
NFKp (Rodriguez-Calvo et al., 2008). Interesantemente, nuestro estudio
demostr6 que la dieta rica en grasa promovia alteraciones similares a las
observadas cuando existia una deficiencia de PPAR[/3, probablemente debido
al aumento de acidos grasos libres asociados al consumo de este tipo de dieta,
los cuales podrian activar la via de TLR4 dando lugar a un aumento de la
neuroinflamacion (Pugazhenthi et al., 2017). Excepcionalmente, en el caso de
la activacion microglial, mientras que la alimentacion con una dieta rica en
grasa indujo neuroinflamacion en los ratones WT, en el caso de los ratones
deficientes de PPARPB/d la dieta no exacerbd estos cambios. Estos hechos
ocurrieron de la misma manera en el caso de los niveles de TLR4,
probablemente debido a que la inflamacion observada en los ratones
PPARP/5”" ya habia alcanzado niveles tan altos que no podian incrementarse

con una intervencidn cronica de baja intensidad como es la dieta.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron un aumento significativo en los

niveles proteicos de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) en el hipocampo
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debido al genotipo. Este incremento fue similar al observado tras el consumo
de una dieta rica en grasa, advirtiéndose una tendencia analoga en el caso de
NFKB y la astrogliosis. Sin embargo, la alimentacion de los ratones PPARB/&™

con la dieta rica en grasa no exacerbod estos cambios.

Se ha visto que la expresion de PTP1B estd ampliamente relacionada con la
activacion de la microglia, que a su vez se potencia debido a procesos
proinflamatorios, lo que sugiere que es un importante regulador positivo de la
inflamacioén (Song, Jung, et al., 2016). Sin embargo, PTP1B no solo esta
relacionado con mecanismos neuroinflamatorios. Ha sido descrito que ratones
en los que se llevo a cabo la delecion del gen Ptp1b presentaban una reduccion
de la resistencia a la insulina, mostrando asi su papel regulador de la
sensibilidad a esta hormona (Teimouri et al., 2022; Z. Yang et al., 2018) y
convirtiéndola en una diana terapéutica prometedora para el disefio de
farmacos antidiabéticos. Sin embargo, el papel de PTP1B va mucho maés all4,
ya que la actividad de esta proteina a nivel hipocampal ha sido relacionada con
una alteracion de la senalizacion de la insulina (Kuga et al., 2018), mostrando
que su inhibicion seria una buena estrategia para eludir las alteraciones
sinapticas y la pérdida cognitiva (Fuentes et al., 2012; Ricke et al., 2020). De
esta manera, nuestros resultados confirman los estudios llevados a cabo por de
la Monte y colaboradores, que demuestran que la regulacion a la baja de
PPARP/d estaria relacionada con la resistencia a la insulina en el cerebro y la
neuroinflamacién, dos de las caracteristicas fundamentales de la EA (de la

Monte & Wands, 2006).

Como se ha mencionado a lo largo de la introduccion de esta tesis, el receptor
de la insulina y la via de senalizacién de esta hormona juegan un papel
fisiologico fundamental a nivel neuronal, contribuyendo a la formacion de

sinapsis, a la plasticidad sinaptica y a la disminucion de la neuroinflamacion.
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Haciendo un breve resumen, una vez que el receptor de la insulina es
fosforilado, se produce la fosforilacion y activacion de AKT, que a su vez
fosforila e inactiva a GSK3p. En este contexto, la disfuncion de esta via da
lugar a la activacion de GSK3p, la cual ha sido relacionada con la resistencia
a la insulina y el deterioro cognitivo (Qi et al., 2015; L. Yang et al., 2020; Y.
Zhang et al., 2018). En nuestro estudio, los niveles proteicos de p-AKT y p-
GSK3p sufrieron una reduccion en el hipocampo de los ratones PPARB/5™,
datos que concuerdan con la reduccion del nimero de espinas dendriticas y el
aumento de la neuroinflamacion observados en este genotipo. Sin embargo, no
se observaron cambios debidos a la variable dieta, probablemente debido al
hecho de que la falta de PPARP/d interfiere en la unidon de los acidos grasos a
su receptor. También es de destacar el incremento observado en los niveles del
RI en los ratones PPARP/S™", lo cual podria deberse a un mecanismo
compensatorio para intentar lidiar con esta alteracion de la via de la insulina.
Estos resultados coinciden con lo observado en el estudio realizado por Buck
y colaboradores, donde demostraron que la inhibicion del IGFR-1, correceptor
de la via de senalizacion de la insulina, generaba una activacion compensatoria
del RI (Buck et al., 2010), reconfirmando nuevamente el papel clave del

receptor PPARPB/d en este proceso.

En resumen, este primer estudio de la presente tesis doctoral demuestra por
primera vez que la falta del receptor PPAR[B/6 a nivel cerebral constituye no
solo un nuevo factor de riesgo para la pérdida cognitiva en desdérdenes
neuroldgicos, sino que también se trata de una molécula clave dirigida a las
vias fundamentales que conducen al deterioro de la memoria y a la EA, como
son la neuroinflamacion, la resistencia la insulina, la alteracion de las espinas
dendriticas y la plasticidad sinaptica, entre otras. Por otro lado, se observo que
la alimentacion con una dieta rica en grasa afectaba a mecanismos implicados

en procesos de memoria en la presencia del receptor, pero no exacerbo estos
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procesos en la ausencia de este. Ademas, en un estudio realizado por Barroso
y colaboradores se vio que la falta del receptor PPAR/6 inducia una activacion
de algunos de los eventos patogénicos propios de esta enfermedad, como son
un aumento de los niveles de BACEl y de RAGE, asi como de la
neuroinflamacion y de la hiperfosforilacion de Tau (Barroso et al., 2013). Esto
apoya la idea de que agonistas de este receptor podrian representar una
alternativa interesante para el tratamiento de la EA, hecho que ha sido también
demostrado por otros estudios (Kalinin et al., 2009; Malm et al., 2015; Reich
et al., 2018). Por lo tanto, el PPARB/S representa, en si mismo, una nueva y
prometedora diana terapéutica para el disefio de nuevas estrategias enfocadas
en frenar o mejorar el deterioro cognitivo presente en la mayoria de las

enfermedades neurologicas y en aquellos estados que podrian preceder a la EA.

Estudio del hibrido RHE-HUP como posible candidato para el

tratamiento de la EA exacerbada por una dieta rica en grasa

Como se ha dicho anteriormente, la EA hoy en dia es reconocida como una
enfermedad multifactorial y heterogénea donde las alteraciones metabdlicas
juegan un papel importante (Carmo Carreiras et al., 2013; Gong et al., 2018;
Igbal & Grundke-Igbal, 2010). RHE-HUP es un farmaco hibrido donde se
combinan el farmacéforo rheina, con actividad Tau-antiagregante, y la huprina
Y, que es un potente inhibidor de la AChE. En su totalidad, este hibrido
demostr6 tener una fuerte actividad inhibitoria in vitro contra sus principales
dianas (la agregacion de Tau y la AChE). Sorprendentemente, también
presento una potente actividad inhibitoria de BACE1 (Viayna et al., 2014). Los
estudios ex vivo en cortes de cerebro de ratones C57BL/6 revelaron que este
hibrido protegia eficazmente contra la disfuncion sinaptica inducida por AP,

previniendo de la pérdida de proteinas sindpticas. Por otro lado, los estudios in
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vivo demostraron que este hibrido era capaz de disminuir los niveles de A,
fosforilacion de Tau y déficit cognitivo en un modelo doble transgénico de
raton APPswe/PS-1dE9 (Serrano et al., 2016). Sin embargo, hasta ahora, no se
habia estudiado la eficacia de este hibrido en un modelo familiar de EA
exacerbado por la ingesta de una dieta rica en grasa. Por ello, en este trabajo
se evaluaron los efectos de este compuesto en ratones hembra APP/PS1 de seis
meses de edad alimentadas con una dieta rica en grasa para generar

simultaneamente una condicidn similar a la DMT?2.

En la presente tesis doctoral se ha demostrado que el hibrido RHE-HUP, a pesar
de no ser capaz de inducir ningiin cambio en los pardmetros periféricos
metabolicos, redujo significativamente la neuroinflamacion, la deposicion de
AP y la fosforilacion de Tau, siendo todos ellos importantes mecanismos
implicados en el desarrollo de la EA. Ademas, este hibrido también fue capaz
de aumentar los niveles de proteinas relacionadas con la sinapsis, como el
BDNF, dando lugar a un aumento del nimero de espinas dendriticas,

mejorando el aprendizaje y la memoria.

Como se ha mencionado en el apartado anterior de la discusion, el consumo de
una dieta rica en grasa se ha relacionado con un aumento del peso corporal y,
por lo tanto, con la obesidad y el posible desarrollo de resistencia a la insulina.
Nuestro estudio confirm6 que la alimentacion con una dieta rica en grasa daba
lugar a un aumento del peso corporal, hiperglucemia y resistencia a la insulina,
todo ello acompafiado de una disminucion de los niveles de IRS2 en el higado.
Esta proteina estd implicada en la regulacion de la sefalizacion de la insulina
y su deficiencia ha demostrado estar implicada en el desarrollo de resistencia
a esta hormona, ya que se ha reportado que ratones deficientes en IRS2
desarrollaban DMT2 como resultado de la resistencia a la insulina en el higado

y la afectacion de las células B (Suzuki et al., 2004). Sin embargo, el
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tratamiento con RHE-HUP no fue capaz de revertir estos efectos, lo que nos
llevé a la conclusion de que los beneficios derivados del tratamiento con RHE-
HUP podrian no ser debidos a una regulacion metabolica periférica, sino mas
bien a una regulaciéon a nivel central. Una posible explicacion podria ser que
esta molécula fue especificamente disefiada para atacar multiples dianas
implicadas en la patogénesis de la EA, es decir, para alcanzar objetivos
biologicos localizados en el SNC. De hecho, los estudios realizados en ensayos
paralelos de permeabilidad de membranas artificiales para la BHE (PAMPA-
BBB) demostraron claramente que este hibrido era capaz de atravesar la BHE
y llegar al cerebro (Viayna et al., 2014). Este hecho fue confirmado tras
observar como el firmaco conseguia disminuir los niveles de AP y de
fosforilacion de Tau en el estudio mencionado previamente, donde ratones
APPswe/PS-1dE9 eran tratados con esta molécula (Serrano et al., 2016). De la
misma manera, en estudios de biodistribucion tanto in vivo (Viayna et al.,
2020) como ex vivo (Galdeano et al., 2012; Sola, Aso, et al., 2015; Sola,
Viayna, et al., 2015), donde se usaron otros compuestos hibridos estrechamente
relacionados con nuestra molécula en términos de estructura quimica y
propiedades fisicoquimicas, se demostré que estos compuestos ingresan muy
facilmente en el cerebro, algunos de ellos con una ratio cerebro/plasma
superior a la del farmaco mas prescrito para el tratamiento de la EA, el
donepezilo (Viayna et al., 2020). Muy probablemente, este podria ser también
el caso de RHE-HUP, lo que podria explicar sus efectos preferencialmente

centrales frente a los periféricos observados en este trabajo.

La insulina en el cerebro no solo tiene un papel en la regulacion del
metabolismo energético, sino que también estd implicada en muchas otras
funciones como son la neurogénesis, la plasticidad sinaptica, la memoria, el
aprendizaje y la modulacion de los niveles de neurotransmisores (Derakhshan

& Toth, 2013). Diferentes estudios han demostrado que niveles reducidos de
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insulina o de la actividad de esta hormona podrian contribuir a una gran
cantidad de procesos patoldgicos que caracterizan a la EA (Baker et al., 2011;
Kuusisto et al., 1997; T. Matsuzaki et al., 2010; S¢dzikowska & Szablewski,
2021). Uno de los componentes principales de la via de la sefializacion de la
insulina y factor clave en la DMT?2 es el ya mencionado IRS2, el cual también
ha demostrado tener un papel en la plasticidad sindptica, el aprendizaje y la
memoria (De Sousa et al., 2020; Tumminia et al., 2018). Nuestros resultados
mostraron una disminucion de los niveles de esta proteina a nivel hipocampal
en los ratones APP/PS1 alimentados con una dieta rica en grasa, niveles que se
recuperaron tras el tratamiento con RHE-HUP. Estos resultados coincidieron
con los obtenidos por Tanokashira y colaboradores, donde mostraron que
ratones adultos jovenes C57BL/6J que carecian de IRS2 presentaban
perturbaciones en el comportamiento asociadas al hipocampo, debido a las
alteraciones del metabolismo energético cerebral inducidas por la deficiencia

de esta proteina (Tanokashira et al., 2021).

Ademas, se ha demostrado que la via de sefializacion de IRS2 tiene un papel
en la fosforilacion de Tau. Diversos estudios han sugerido que una disminucion
de la funcionalidad de esta via podria dar lugar a una hiperfosforilacion de Tau,
considerada uno de los mecanismos tempranos en la patologia de la EA
(Clodfelder-Miller et al., 2006; Ochiai et al., 2021; Schubert et al., 2003). Una
de las principales cinasas implicadas en la fosforilacion de esta proteina es
GSK3p (R. Das et al., 2020; Hisanaga et al., 2022; O’Neill et al., 2001). La
fosforilacion de esta cinasa en el residuo tirosina 216 da lugar a su activacion,
lo que resulta no solo en un aumento de la fosforilacion de Tau (T. K. Das et
al., 2019; Y. Zhang et al., 2018), sino que también puede contribuir a la muerte
neuronal a través de otros mecanismos (Toral-Rios et al., 2020). En este
sentido, se ha observado que la fosforilacion de GSK3p en este residuo podria

ser activada por estimulos proapoptoticos, entre los que se encuentra la
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acumulacion del péptido AP, interconectando asi las dos hipotesis mas

representativas de la EA (Kaytor & Orr, 2002).

En nuestro caso, la administraciéon de RHE-HUP redujo significativamente la
fosforilacion de Tau en el hipocampo, mediante la regulacion de IRS2 y p-
GSK3Byri6. Este es uno de los motivos que explicarian la restauracion del
numero de espinas dendriticas, resultando en la mejora del comportamiento
que se observo en los ratones APP/PS1 alimentados con la dieta rica en grasa

tras el tratamiento.

Ademas, el otro gran evento patogénico de la EA es la acumulacion de los
depositos de AP. Distintos estudios han interconectado ambos procesos
definiendo a este péptido como una de las causas de la hiperfosforilacion de
Tau y la formacion consecuente de los ONF (Hernandez et al., 2010; Nisbet et
al., 2015). Cuando se estudiaron los niveles de AP a nivel hipocampal y
cortical, se observo la misma tendencia que en el estudio de los niveles de
hiperfosforilacion de Tau: una disminucion de los niveles de este péptido en
ambas areas del cerebro tras el tratamiento con RHE-HUP. A su vez, esto se
correlacion6 con la disminucion observada en los niveles de A4z, siendo esta
la forma mas hidrofobica y con mayor tendencia a agregarse (Multhaup et al.,

2015; T. Qiu et al., 2015).

En este sentido, tal y como fue descrito por Pérez-Areales y colaboradores, el
farmaco administrado en la presente tesis parece tener la capacidad de inhibir
la AChE (Pérez-Areales et al., 2017). Esta enzima es una de las dianas
principales de la EA: el déficit colinérgico ha sido ampliamente observado en
los pacientes de EA y la mayoria de los tratamientos actuales para esta
enfermedad se encuentran dirigidos hacia esta diana (Hampel et al., 2018;
Schachter & Davis, 2022). Pero la importancia de esta enzima en la EA va

mucho mas alld, ya que se ha descrito que podria unirse al péptido AP y
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favorecer su deposicion, aumentando su neurotoxicidad y convirtiendo al
complejo formado por la AChE y el AB en mucho mas toxico para las células
que el AP por si solo (De Ferrari et al., 2001; Inestrosa et al., 1996; Viayna et
al., 2014). RHE-HUP ha demostrado ser capaz de unirse al sitio anidnico
catalitico (CAS), lugar de la AChE donde se unen los inhibidores de esta
enzima, y al mismo tiempo al sitio anionico periférico (PAS), lugar de
reconocimiento del péptido AP en la AChE, dando lugar asi a un compuesto
dotado con una potente actividad anticolinesterasica y efectos antiagregantes

de AB (Holzgrabe et al., 2007; Musial et al., 2007; Viayna et al., 2014).

Teniendo todo ello en cuenta, la disminucién observada en esta tesis de la
produccion de AP y su subsecuente acumulacion podria ser debido a cuatro
principales factores: 1) la inhibicion de la AChE, evitando asi la interaccion
del péptido AP con el PAS y la consecuente formacion de los agregados
toxicos; 2) la disminucion de la actividad de la enzima BACE]I, inhibiendo de
esta manera la via amiloidogénica del procesamiento de la proteina APP; 3) la
reduccion directa de los niveles de APP; y 4) la activacion de la via no-
amiloidogénica mediante el aumento de los niveles proteicos de ADAMI10
(Bandyopadhyay et al., 2007; Coimbra et al., 2018; Delport & Hewer, 2022;
Espeseth et al., 2005; Farkhondeh et al., 2019). Ademas, nuestro estudio
mostrd una reduccion tras el tratamiento con RHE-HUP de los niveles del
fragmento C-terminal de APP (APP-CTF), proteina que ha sido relacionada
con el aumento de la neurodegeneracion debido a su interaccion con las células
microgliales, causando neuroinflamacion y activando la respuesta celular de
estrés (Delport & Hewer, 2022) y del fragmento sAPP, el cual no presenta o
presenta menor efectividad que el fragmento sAPPa en el apoyo neurotrofico
(Tackenberg & Nitsch, 2019). A pesar de que se ha descrito que la acumulacion
intracelular de SAPPP podria ser uno de los primeros eventos patologicos de la

EA (Soto-Mercado et al., 2020), hay otros estudios que apoyan que el
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fragmento sAPPf no es necesariamente perjudicial para la funcion neuronal

(Chasseigneaux et al., 2011; Hesse et al., 2018).

Teniendo en cuenta que una de las posibles estrategias para disminuir los
niveles de AP es la de potenciar su eliminacién, es de destacar que el
tratamiento con RHE-HUP fue capaz de aumentar los niveles de IDE en el
hipocampo, una de las principales enzimas encargadas de la degradacion de
este péptido (Xin et al., 2018). Pero, ademas, esta enzima tiene un papel muy
importante en la degradacion de la insulina, de manera que esta hormona es
capaz de bloquear competitivamente la union de A y su degradacion mediante
IDE, dando lugar a un aumento de la deposicion de AP en una situacion de
hiperinsulinemia (Kurochkin et al., 2018). Por lo que el aumento de los niveles
hipocampales de IDE seria otro de los mecanismos por los que el tratamiento
con RHE-HUP daria lugar a una disminucion de la deposicion de AR y a la

mejora cognitiva (Pivovarova et al., 2016).

Posteriormente, se llevo a cabo el estudio del estado neuroinflamatorio de los
animales, ya que, como se ha descrito previamente, la actividad glial juega
también un papel importante en el desarrollo y transcurso de diferentes
enfermedades neurodegenerativas, entre las que se encuentra la EA (W. Chen
etal.,2016; H. Hong et al., 2016; F. Zhang & Jiang, 2015). Aunque la principal
funcion de la glia es la de proteger al SNC cuando existe algiin estimulo
perjudicial, cuando esta respuesta se vuelve excesiva y mantenida en el tiempo
puede causar o contribuir a la patologia (Rodriguez-Goémez et al., 2020).
Diferentes estudios han relacionado la presencia de AP y la hiperfosforilacion
de Tau con un aumento de la activacion microglial y astrocitica (Ismail et al.,
2020; Metcalfe & Figueiredo-Pereira, 2010; Verri et al., 2012). Por un lado, la
microglia es capaz de tener un efecto protector, donde es capaz de eliminar el

AP y los desechos neuronales, remodelando las sinapsis y liberando factores
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de crecimiento. Pero, por otro lado, libera sustancias neurotdxicas y
proinflamatorias que pueden causar o contribuir al dafio del tejido y a la
patologia de la enfermedad, dando lugar al progreso de la enfermedad (Ismail
et al., 2020; Lyman et al., 2014). De esta forma, se generaria un circulo vicioso
en el que el péptido AP potencia la liberacion de sustancias inflamatorias y, al
mismo tiempo, estas sustancias potencian la formacion y acumulacion de A,
debido a un aumento en su produccién y a la incapacidad de las células gliales
para llevar a cabo su eliminacion (Z. Cai et al., 2014). Ademas, se ha propuesto
que otro punto de conexion entre el AP y la hiperfosforilacion de Tau seria la
activacion de la microglia, ya que se ha observado que la activacion generada
por el péptido AP precede a la agregacion de Tau (Guzman-Martinez et al.,
2019; Ismail et al., 2020; Metcalfe & Figueiredo-Pereira, 2010) y al mismo
tiempo esta hiperfosforilacion participa en la neuroinflamacion, contribuyendo
asi también al mencionado circulo vicioso (Cortés et al., 2018; Morales et al.,
2010, 2013). Las otras grandes células gliales del SNC, los astrocitos, se
encuentran también implicados en el proceso neuroinflamatorio, participando
en la eliminacion del péptido AP mediante la secrecion de enzimas (Mulder et
al., 2012) y, como la microglia, rodeando a las PS, dando lugar a la activacion

de estas células gliales (Medeiros & LaFerla, 2013).

Como se ha descrito a lo largo de esta tesis, el consumo de una dieta rica en
grasa se ha relacionado con un aumento de la resistencia a la insulina, lo que
al mismo tiempo se ha vinculado con un aumento de la fosforilacion de Tau,
un aumento de la formacion y la deposicion de los oligdmeros de AP y una
activacion de cascadas proinflamatorias y de la neuroinflamacion,
contribuyendo al desarrollo del déficit cognitivo (M de la Monte, 2012; Reilly
et al., 2020; Sanchez-Sarasta et al., 2020). En este sentido, el estudio llevado
a cabo por Wieckowska-Gacek y colaboradores demostré que animales

transgénicos APPswe alimentados con una dieta occidental exhibian un nivel
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de neuroinflamacién y aceleramiento de la patologia amiloide similar a la
inducida tras la administracion del LPS, caracterizado por su caracter
proinflamatorio. De esta manera, este estudio dejé patente la importancia que
puede llegar a tener la dieta en la neuroinflamacion y, consecuentemente, en la
EA (Wigckowska-Gacek et al., 2021). Acorde con esto, la disminucién
observada en la activacion de la microglia y los astrocitos tras el tratamiento
con RHE-HUP podria estar relacionada con la disminucion de los niveles de la
deposicion de AP y de la fosforilacion de Tau, pero también debido a la mejora
en la via de senalizacion de la insulina a nivel central observada con el

tratamiento.

En esta linea, y como se ha dicho en el apartado anterior de la discusion, los
TLR tienen un papel importante en el daio cerebral y en la neurodegeneracion.
Especificamente, la alteracion de la sefalizacion de TLR4 se ha observado en
la EA, de manera que un aumento de los niveles de este receptor ha sido
descrito en la corteza de pacientes de EA (Chakrabarty et al., 2018; D. G.
Walker et al., 2018) y en cerebros de ratas expuestos a AP (Gold & El Khoury,
2015; Kiasalari et al., 2017). La activacién de TLR4 da lugar a la estimulacion
del NFK, cuya sobreactivacion provoca la liberacion de grandes cantidades
de sustancias proinflamatorias, como TNF-a, IL-6 o IL-1B (Fakhoury, 2018).
Ademas, los astrocitos pueden ser activados a través de la via de NFKf, dando
lugar a la liberacion del complemento C3, el cual se une al receptor C3aR
neuronal, favoreciendo la alteracion de la morfologia de las espinas dendriticas
y contribuyendo a la disfuncion neuronal (Lian et al., 2015). Al mismo tiempo,
como se ha descrito anteriormente, se ha propuesto la activacion de la via de
TLR4 como el posible mecanismo por el que los acidos grasos inducen una
respuesta inflamatoria (Pugazhenthi et al., 2017), mostrando otro posible punto
de unidn entre las alteraciones metabolicas y cognitivas. Teniendo en cuenta

todo esto, la atenuacion de la neuroinflamacion observada tras el tratamiento

156



Discusion

con RHE-HUP podria estar relacionada con la disminucion de los niveles de
TLR4 en el hipocampo. De igual manera, otro estudio demostré que el
tratamiento con resveratrol provocaba una disminucion de la inflamacion
gracias a la atenuacion del incremento de los niveles de TLR4 y de la

activacion de su via de sefializacion (Azimi et al., 2015; Z. Zhang et al., 2014).

En el mismo sentido, PTP1B también mostrdé una disminucién significativa
tras el tratamiento con RHE-HUP. Como se ha descrito previamente en esta
discusion, PTP1B ha sido relacionado con la neuroinflamacion, de manera que
su inhibicion se ha correspondido con una atenuacién de la activacion
microglial, protegiendo asi del déficit cognitivo (B. Liu et al., 2019; Song,
Jung, etal., 2016). Por esta razon, los inhibidores de PTP se han sugerido como
una estrategia prometedora para modular la activacidon microglial en
enfermedades neuroinflamatorias, como es la EA (Olloquequi et al., 2022;
Song, Kim, et al., 2016). Como ha sido igualmente discutido previamente, esta
fosfatasa se ha relacionado también con la DMT2, siendo un punto de union
entre la EA y las alteraciones metabolicas. PTP1B tiene un papel clave en la
fosforilacion de algunos de los componentes de la via de sefalizacion de la
insulina. Es por ello que inicialmente el interés en esta fosfatasa estuvo basado
en su actividad reguladora de receptores con un papel importante en
enfermedades metabodlicas (Olloquequi et al., 2022), pero estudios como el
llevado a cabo por Wang y colaboradores dejaron patente su posible
protagonismo en el desarrollo de la EA. En este estudio se demostrd que,
mediante la administracion de acido fertilico en un modelo preclinico de DM,
se observaban efectos neuroprotectores en el déficit cognitivo a través de la
reduccion de la expresion de PTP1B, causando una activacion de la via de la
sefializacion de la insulina a nivel cerebral. Ademas, también reportaron una
disminucion de la acumulacion de AP y p-Tau en el cerebro, junto con una

reduccion de citoquinas asociadas con la neuroinflamacion, participando
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también en la mejora observada en el aprendizaje y la funcidon cognitiva (H.
Wang et al., 2017). Todo ello sugiere que la regulacion a la baja de PTP1B
podria ser clave en la mejora de las caracteristicas advertidas en la patogénesis
de la EA mediante la regulacion de la via de la sefializacion de la insulina y los

procesos neuroinflamatorios (Nakandakari et al., 2019).

La liberacion de sustancias proinflamatorias, como la IL-18, por la microglia
durante el proceso inflamatorio afecta a las espinas dendriticas, antagonizando
el efecto estimulador de BDNF sobre la génesis de nuevas espinas (Dorostkar
et al.,, 2015). En un entorno patolédgico, la liberacion de estas citoquinas
contribuye a una excesiva eliminacion de los terminales sinapticos, causando
disfuncion sinédptica y pérdida neuronal (DiSabato et al., 2016). De hecho, otra
importante via en la que se encuentra implicado PTP1B es la de BDNF/Trkb
(Vieira et al., 2017). PTP1B inhibe la via neuronal BDNF/Trkb, mientras que
la inhibicion de la fosfatasa estimula la sefializacion de BDNF (Krishnan et al.,
2015; Ozek et al., 2014). Como se ha descrito anteriormente, la union de BDNF
a su receptor provoca la activacion de distintos mecanismos que permiten que
lleve a cabo su crucial papel en el proceso cognitivo como regulador de
procesos neuronales de supervivencia, del crecimiento y ramificacion axonal
y dendritica, de la plasticidad sinaptica y del nimero y morfologia de espinas
dendriticas, entre otras muchas funciones (Caffino et al., 2020; Zhao et al.,
2017). Teniendo en cuenta que estudios preclinicos sugieren que el incremento
de los niveles de BDNF podria ser una buena estrategia para mejorar el proceso
cognitivo (Ettcheto et al., 2021; Miranda et al., 2019), la disminucion de los
niveles de PTP1B inducida por el tratamiento con RHE-HUP observada en este
estudio y el consecuente incremento de los niveles de BDNF podrian explicar

la recuperacion del niimero de espinas dendriticas causada por el tratamiento.
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En esta misma linea, se ha sugerido que otra de las vias por la que el péptido
AP podria ejercer sus efectos toxicos en la pérdida sinaptica y los déficits de
memoria y aprendizaje en la EA es a través de la disminucion de la
fosforilacion del elemento de respuesta a AMPc (CREB, del inglés c-AMP
response element-binding) y la consecuente reduccion de la expresion de
BDNF (Amidfar et al., 2020). De la misma forma, se ha visto que un aumento
de los niveles de BDNF protege frente a la neurodegeneracion inducida por
Tau (S. S. Jiao et al., 2016). Es por todo ello que la pérdida de espinas
dendriticas también ha sido relacionada con la presencia de A y Tau, como
demuestra el estudio llevado a cabo por Bittner y colaboradores, donde ratones
que coexpresaban mutaciones en APP, PS1 y Tau presentaban una fuerte
pérdida de espinas dendriticas con acumulacion de Tau hiperfosforilada y AP
soluble (Bittner et al., 2010). Por lo tanto, la reduccién observada en estos
resultados y previamente discutida de la acumulacion de AP y la
hiperfosforilacion de Tau —causadas por el tratamiento— podrian estar

también contribuyendo a la recuperacion de las espinas dendriticas.

Estos resultados fueron acompafiados de un aumento en los niveles de otras
proteinas sinapticas. DBN1 es una proteina implicada en la resiliencia
cognitiva, de manera que su preservacion se ha relacionado con la
neuroproteccion y, por el contrario, la disminucion de sus niveles en el
hipocampo esta vinculada con el déficit cognitivo, de forma que se ha visto
una disminucion de sus niveles proteicos en enfermos de EA (Counts et al.,
2012; Shim & Lubec, 2002). De esta manera, nuestros resultados confirman
que el incremento en los niveles de DBNI1 podrian estar asociados con la
mejora en la funcion cognitiva. En el mismo sentido, sinaptofisina y neurexina,
otras dos proteinas sindpticas, presentaron el mismo perfil. La sinaptofisina
sufre una disminucion de sus niveles incluso en las frases tempranas de la EA,

habiéndose relacionado esta disminucion con el deterioro cognitivo (Griftiths
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& Grant, 2022; X. Zhang et al., 2019). Por otro lado, como se ha mencionado
previamente, la neurexina es una importante organizadora de las conexiones y
una estabilizadora de la fuerza sinaptica (Knight et al., 2011; Sindi et al., 2014).
Ademas, se ha demostrado que los oligobmeros de AP4> se pueden unir a esta
proteina y que esta interaccion da lugar a una disminucién de su expresion,
induciendo la patologia sinaptica (Naito et al., 2017). Esto explicaria el
aumento de los niveles de neurexina producido por la disminucion de A4

observada tras el tratamiento con RHE-HUP.

Continuando con la importancia de las sinapsis, diferentes analisis post mortem
apoyan el papel central de la pérdida sindptica en la patogenia de la EA, ya que
la correlacién cuantitativa de la patologia celular de la EA con los déficits
cognitivos indica que la pérdida de sinapsis estd mas solidamente
correlacionada que el nimero de ONF o PS, el grado de pérdida neuronal o la
extension de la gliosis (Pelucchi et al., 2022). De hecho, diferentes estudios
preclinicos han relacionado la pérdida de espinas dendriticas con el deterioro
de la capacidad de aprendizaje y memoria dependiente del hipocampo (Cao et
al., 2016; Chabrier et al., 2014; Kandimalla et al., 2018). De esta manera existe
evidencia celular que apoya la hipotesis de que la plasticidad de las espinas
dendriticas proporciona un mecanismo de resiliencia cognitiva que protege del
desarrollo de EA (Herms & Dorostkar, 2016; C. K. Walker & Herskowitz,
2021). En el presente estudio, se observo como la molécula RHE-HUP indujo
la recuperacion en el nimero de espinas dendriticas, que fue acompafiada de
una mejora de la memoria hipocampal de reconocimiento, asi como una mejora
de la memoria espacial y de aprendizaje, evaluadas mediante distintas pruebas

de comportamiento.

En resumen, nuestros resultados demuestran que este nuevo farmaco

multidiana es capaz de restaurar el nimero de espinas dendriticas y mejorar la
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cognicion, mediante la regulacion de la via de la insulina a nivel cerebral y de
la neuroinflamacion, contribuyendo todo ello a la disminucion en los niveles
de AP y de fosforilacion de Tau. Sin embargo, no se observé ningun efecto de
regulacion metabolica a nivel periférico inducido por esta molécula, lo que
sugiere que la mejora observada en nuestro modelo podria ser debida a una
regulacion a nivel central. De esta forma, los resultados mostrados en la
presente tesis sostienen al farmaco RHE-HUP como una nueva molécula
prometedora para el tratamiento de la EA, incluso en aquellos pacientes con

algun tipo de alteracion metabolica.

En conjunto, los trabajos de la presente tesis doctoral ponen de manifiesto dos
conclusiones. Por un lado, queda demostrada la importancia del receptor
PPARP/6 como posible diana farmacoldgica para evitar el deterioro cognitivo
caracteristico de las enfermedades neurodegenerativas, incluso antes de la
aparicion de la EA, gracias a su actividad antiinflamatoria y neuroprotectora.
Por otro lado, se confirma el papel del farmaco RHE-HUP como estrategia
multidiana para el tratamiento de la EA, incluso en presencia de alteraciones
metabolicas, gracias al efecto observado en la mejora de algunos de los eventos

neuropatoldgicos mas importantes de esta enfermedad.
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Conclusiones

Las conclusiones de la presente tesis doctoral son las siguientes:

Efecto de la falta del receptor PPARP/6 en el desarrollo de
alteraciones cognitivas

1. La falta del receptor PPARP/S conlleva al desarrollo de deterioro cognitivo

independientemente de la dieta mediante diferentes mecanismos:

a) La pérdida del nimero de espinas dendriticas junto con una

disminucién del nivel proteico de diferentes proteinas sinapticas.

b) El aumento de la neuroinflamacion, manifestada mediante la
astrogliosis y microgliosis, asi como el incremento de proteinas

relacionadas con este evento patolégico como son TLR4 o NFK.

c) La alteracion de la via de senalizacion de la insulina, hecho

ampliamente relacionado con el desarrollo de alteraciones cognitivas.

Efecto del tratamiento con el hibrido multidiana RHE-HUP en un
modelo preclinico de la enfermedad de Alzheimer exacerbado con

una dieta rica en grasa

1. Eltratamiento con este farmaco mejora la sefializacion de la insulina a nivel
cerebral, a pesar de no conseguir revertir el aumento de peso y la alteracion
de lavia de la glucosa producidos por la dieta rica en grasa a nivel periférico,
lo que lleva a la conclusion de que los efectos derivados del tratamiento son

debidos a una accién central del mismo.

2. RHE-HUP es capaz de atenuar la hiperfosforilacion de Tau mediante la
regulacion de IRS2 y de la actividad de GSK3.
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3. RHE-HUP reduce el numero de placas A tanto a nivel hipocampal como

cortical, a través de los siguientes mecanismos:

a) La regulacion del procesamiento de la proteina APP, mediante la
reduccion de los niveles proteicos de esta proteina, la disminucion de
la actividad de BACE] y la activacion de la via no-amiloidogénica, con

el aumento de los niveles de ADAM10.

b) Disminuyendo la interaccion entre el péptido AB y la AChE y el
consecuente aumento de su deposicion, gracias a la actividad de RHE-

HUP como inhibidora de esta enzima.

¢) Aumentando la degradacion del péptido AP gracias al aumento de los

niveles de la proteina IDE.

4. El tratamiento con RHE-HUP reduce la reactividad glial en los ratones
APP/PS1 alimentados con una dieta rica en grasa, junto con la disminucién

de otras proteinas relacionadas con la neuroinflamacion, como PTP1B.

5. RHE-HUP aumenta la densidad de espinas dendriticas y de otros
biomarcadores sinapticos, conllevando todo ello a una mejora en el proceso

cognitivo.
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