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RESUMEN 

INTRODUCCIÓN  

La prevalencia de la demencia, en términos de globalidad, presenta un 

crecimiento exponencial que se estima que crecerá hasta los 76,7 millones en 

2030 y los 135 millones en 2050 en todo el mundo. Por otra parte, la International 

Diabetes Federation estima que, para el año 2030, la prevalencia será de más de 

500 millones de diabéticos a nivel mundial. Ambas enfermedades suponen una 

pandemia en crecimiento exponencial y un importante problema de salud 

pública. 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el desorden neurodegenerativo más 

prevalente en la población de edad avanzada.  Se define principalmente por un 

déficit progresivo de la memoria, acompañado de características 

neuropatológicas como la perdida neuronal, el incremento de la proteína 

precursora amiloidea (APP), la acumulación de placas β amiloide a partir de Aβ 

insoluble y la hiperfosforilación de la proteína citoesquelética tau. 

La modulación de la presencia de estos marcadores en el cerebro ha sido 

insuficiente para frenar la enfermedad y por ello se continúan llevando a cabo 

nuevas investigaciones que ayuden a comprender la patología. En este trabajo 

nos hemos centrado en relacionar la pérdida de memoria con trastornos 

metabólicos como la diabetes y la obesidad, considerando la posibilidad que la 

EA sea una enfermedad metabólica ya que en el cerebro de nuestros ratones 

coexisten una incorrecta utilización de la glucosa y una producción energética 

deficiente.  

Este enfoque viene desarrollándose a partir de estudios epidemiológicos que han 

demostrado que pacientes con intolerancia a la glucosa, con déficit de secreción 

de insulina o con diabetes tipo II (DM2) tienen incrementado el riesgo de 

desarrollar  deterioro cognitivo leve (MCI) o EA (Janson et al. 2004; Mayeda et al. 

2015). Otros estudios, en este caso longitudinales, correlacionan trastornos 

metabólicos como la DM2, la obesidad y dislipidemia con MCI y EA (Profenno et 

al. 2010; Gendron et al. 2013). 

Los cambios metabólicos que produce la DM2 promueven alteraciones 

cerebrales. Así, la hiperglucemia y la resistencia a la insulina pueden acelerar la 

degeneración neuronal mediante la glicosilación no enzimática provocando un 

aumento del estrés oxidativo. Los trastornos metabólicos y energéticos han sido 

relacionados con un desequilibrio de la vía de señalización de insulina, del factor 

de crecimiento insulínico (Igf) y de la leptina (ob) en diferentes órganos del 

cuerpo, entre ellos el cerebro.  
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En el sistema nervioso central (SNC) estas hormonas participan en diferentes 

funciones fisiológicas como la ingesta de alimentos, la inhibición de la 

gluconeogénesis hepática, la modulación de la activación de la proteína Tau, el 

metabolismo de la Aβ-amiloide, la supervivencia neuronal y la memoria.  

Tanto el receptor de insulina (RI), como el receptor de crecimiento insulínico 

(IGFR) y el receptor de leptina (OBR) son receptores de tipo tirosina cinasa. 

Cuando el mecanismo de acción es incorrecto, decrece la señal de substrato del 

receptor de insulina (Irs), phosphoinositide 3-kinase  (PI3K) y protein kinase b  

(PKB/AKT) dando lugar a una reducción de plasticidad y supervivencia neuronal. 

Por otro lado, se activan diferentes proteínas como la glycogen synthase kinase 

3β (GSK3β) o las c-jun amino-terminal kinase (JNKs) que regulan negativamente 

la señal de estos receptores. Esto conlleva un incremento de la fosforilación de 

la proteína Tau, estrés oxidativo y neuroinflamación.   

En condiciones normales el exceso de Aβ puede ser eliminado a través de la 

proteína relacionada con el receptor de lipoproteína-1 (LRP1), o bien por un 

proceso de degradación en que interviene la enzima degradadora de insulina 

(IDE). En condiciones de hiperinsulinemia periférica crónica el transporte de 

insulina a través de la barrera hematoencefálica decrece, produciendo déficits en 

las acciones principales de la insulina a nivel central, como por ejemplo la 

memoria a largo plazo, la plasticidad neuronal y la expresión de la 

acetilcolintransferasa, enzima responsable de la síntesis de acetilcolina.   

La insulina tiene la capacidad de activar IDE; por lo tanto, cuando los niveles de 

insulina efectiva a nivel central son insuficientes puede verificarse una menor 

activación de IDE y consecuentemente una mayor acumulación nociva de Aβ. Así, 

se definiría como diabetes tipo 3 la situación que se da cuando la 

hiperinsulinemia, en respuesta a la resistencia a la insulina, comporta una 

disminución de la insulina cerebral y una mala regulación de la funcionalidad de 

IDE con consecuente incremento en la acumulación de Aβ en el cerebro. 

La hiperglicemia crónica además puede comportar un incremento del estrés 

oxidativo, disfunción mitocondrial y producción de productos finales de la 

glicación avanzada que aceleran la enfermedad. 

 

Hipótesis general   

La hipótesis general de la presente tesis doctoral es conocer si los niveles 

elevados de β-amiloide producidos por la mutación presente en los ratones 

APP/PS1 producen algún efecto metabólico a nivel central o periférico. Para 

evaluar esta hipótesis se han estudiado parámetros relacionados con el síndrome 

metabólico, como son la obesidad, la resistencia a insulina y la dislipemia en este 
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modelo animal. Al mismo tiempo, se ha querido evaluar el efecto de la 

alimentación rica en grasas sobre algunos parámetros cognitivos e 

histopatológicos característicos de la EA en el citado modelo animal. 

 

Material y métodos 

El ratón APPswe/PS1dE9 (APP/PS1) produce péptidos de Aβ debido a una doble 

mutación en los genes APP y PS1, y a partir del quinto mes se observan placas en 

cortes histológicos cerebrales. Se realizó una caracterización en dos estados 

temporales de su desarrollo. En una segunda fase experimental se administró 

una dieta rica en grasa durante 5 meses con el fin de observar como afectaba un 

cuadro clínico similar al síndrome metabólico en el desarrollo de la EA. 

 

Objetivos  

1. Caracterizar el fenotipo metabólico a nivel central y periférico en ratones 

APP/PS1 de 3 y 6 meses de edad sometidos a una dieta estándar.  

 

2. Caracterizar el fenotipo metabólico a nivel central y periférico en ratones 

APP/PS1 de 6 meses de edad sometidos a una dieta rica en grasas. 

 

Principales resultados 

Se estudiaron las alteraciones metabólicas periféricas tras la formación de placas 

seniles en los ratones transgénicos. A nivel central, la vía de señalización de 

insulina estaba alterada antes y después de la formación de placas; también se 

detectaron deficiencias en la cadena de transporte de electrones y alteraciones 

en las cinasas responsables de la hiperfosforilación de tau.  

Se evaluó el efecto de la obesidad y de la resistencia a insulina periférica, 

inducidas a través de una alimentación rica en grasas, en el proceso de 

amiloidogénesis que experimenta el ratón APP/PS1. Los resultados indican que 

el ratón salvaje alimentado con dieta grasa tiene un fenotipo similar al ratón 

transgénico alimentado con una dieta control. La dieta rica en grasa y la Aβ 

provocan resistencia a insulina central y alteraciones en la cadena de transporte 

de electrones de la mitocondria. Estas alteraciones parecen indicar que hay una 

estrecha relación a nivel molecular entre la EAf, la obesidad y la resistencia a 

insulina.  
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ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS 

 

Aβ: péptido Aβ amiloide  

ABCA1: ATP-binding cassette, sub-family A 

AGRP: agouti related neuropeptide 

AICD: activation-induced cell death  

AMPK: adenosine monophosphate kinase 

APLP 1/2: amyloid beta precursor-like protein 1/2 

ApoE: apoliproteina E  

APP: proteina precursora amiloide 

APPSwe: APP Swedish mutation 

Arc: activity-regulated cytoskeleton-associated protein 

ATP: adenosín trifosfato 

BACE: β-site APP cleaving enzyme 

BHE: barrera hematoencefálica  

BDNF: brain-derived neurotophic factor 

CAMKKβ: calcio-calmodulina cinasa II 

cAMP: cyclic adenosine monophosphate  

CDC2: cyclin-dependent protein kinase Cdk1/Cdc2 

CDK5: cyclin-dependent kinase 5  

C-Fos: FBJ osteosarcoma oncogene 

COX: clooxygenase 

CREB: cAMP responsive element binding protein  

CTF: carboxy-terminal fragment 

Cyp46a1: cholesterol 24-hydroxylase 

DM: diabetes mellitus 

DM1/2: diabetes mellitus tipo I y II  

DNA: ácido desoxirribonucleico 

EA: enfermedad de Alzheimer 

EAe: enfermedad de Alzheimer esporádica 

EAf: enfermedad de Alzheimer familiar 
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ERK: extracellular regulated kinase  

GLP-1: glucagon-like peptide I 

GLUT: transportadores de glucosa 

GSK3β: glycogen synthase kinase 3β  

IAPP: islet Amyloid Polypeptide (Amylin) 

IDE: enzima degradadora de insulina 

IGF1: insulin growth factor-1 

IGF2: insulin growth factor-2 

IGFR1: insulin growth factor receptor 1 

IκB: inhibitor of κB  

IMC: índice de masa corporal 

iNOS: inducible nitric oxide synthase  

INS1: preproinsulina 

IPGTT: intraperitoneal glucose tolerance test 

ITT: insulin tolerance test 

JAK2: janus kinase 2 

JNK: c-jun amino-terminal kinase  

LTP: potenciación a largo plazo  

LCR: líquido cefalorraquideo  

LRP-1: low density lipoprotein receptor- related protein 1  

MCI: deteriro cognitive leve 

mRNA: ácido ribonucleico mensajero 

mTORC1: mechanistic target of rapamycin 

NMDA: N-metil-D-aspartato 

NPY: neuropeptide Y 

NOS: nitric oxide synthase 

NORT: novel object recognition test  

NRF 1/2: nuclear respiratory factor 1/2  

NTF: amino-terminal fragment 

OB-R: receptor de leptina 

ONF: ovillos neurofibrilares  

OXPHOS: mitochondrial oxidative phosphorylation 
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PARP: poly EAP ribose polymerase  

PEN-2: presenilin enhancer 2  

PET: tomografía por emisión de positrones 

PDPK: 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 

PGC1α: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-α 

PHF: filamentos helicoidales apareados 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase  

PKB/AKT: protein kinase b 

PKC: protein kinase C 

POMC: proopiomelanocortin 

PPARα: peroxisome proliferator-activated receptor α  

PSEN-1/2: presenilina 1/2 

PSD-95: postsynaptic density protein-95 

RE: retículo endoplasmático 

RI: receptor de insulina 

ROS: especies reactivas de oxígeno 

SOCs: suppressor of cytokine signaling 

SNC: sistema nervioso central 

STATs: signal transducer and activator of transcription 

SYP: synaptophysin 

Tfam: transcription factor A, mitochondrial 

WT: wild type 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

1. La enfermedad de Alzheimer  

1.1 Historia  

En 1901, en la clínica para enfermos mentales y epilépticos de Frankfurt, el Dr. 

Alois Alzheimer (1864-1915) evalúa y diagnostica una demencia a la paciente 

Auguste Deter (1850-1906). El Dr. Alzheimer describió que Auguste sufría un 

delirio celotípico, una rápida y progresiva pérdida de memoria, además de 

alucinaciones, desorientación temporo-espacial, paranoia, trastornos de la 

conducta y un grave trastorno del lenguaje (Guerra et al. 2009). 

El 8 de abril de 1906, Auguste fallece y Alois Alzheimer solicita el cerebro y la 

historia clínica de la paciente para ser estudiados por sus colaboradores Perusini 

y Bonfiglio. Los resultados mostraron una atrofia de la corteza con citólisis 

generalizada, una patología extraña de las neurofibrillas, fuertes excrecencias de 

la neuroglia fibrosa y numerosas células gliales con forma de varilla, además de 

sedimentos de productos metabólicos en forma de placas en toda la corteza 

cerebral y signos leves de neovascularización.  

El 4 de noviembre de 1906 presentó su observación anatomoclínica con la 

descripción de placas seniles, ovillos neurofibrilares y cambios arterioscleróticos 

cerebrales. El trabajo se publicó al año siguiente con el título “Ueber eine 

eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” (Alzheimer et al. 1907)  traducido al inglés 

en 1995 (Alzheimer et al. 1995). A pesar de esta publicación, fue solo en 1910 

que Emil Kraepelin, una autoridad médica internacional, en la octava edición del 

Manual de Psiquiatría, se refirió por primera vez a la patología utilizando el 

epónimo de Enfermedad de Alzheimer (EA).  

Alzheimer publicó la exposición completa del caso de Auguste en 1911 “Über 

eigenartige Krankheitsfälle des späteren Alters”. El artículo describía también a 

otro paciente, Johann F que había sido ingresado en la clínica de Múnich a la edad 

de 56 años, con síntomas clínicos muy parecidos a los que había observado en 

Auguste. El cerebro de Johann F se diferenciaba del de Auguste D. en un aspecto 

importante. Aunque sí exhibía las típicas placas amiloides, no presentaba signos 

de cambio de neurofibrillas (figura 1). Así pues, ya en esta fase inicial descriptiva 

de la EA se discutió la dificultad clínica que supone identificar los marcadores 

histopatológicos y clínicos inherentes a la enfermedad. 

La histopatología del cerebro de Auguste D ha podido ser estudiada de nuevo 

(Graeber et al. 1998). En este estudio no se encontraron lesiones microscópicas 

vasculares, existiendo solo placas amiloideas y ovillos neurofibrilares (ONF). 
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Figura 1. Legado fotográfico sobre el descubrimiento de la EA. Arriba a la izquierda: Grupo de 
psiquiatras del Hospital clínico de la Universidad de Múnich entre los que se encuentran Alois 
Alzheimer, Fuller, Baroncini, Von Norbert, Ranke y otros colaboradores no identificados que 
participaron en el descubrimiento y descripción de la enfermedad. Abajo izquierda: Auguste y los 
manuscritos del propio Alzheimer redescubiertos en Frankfurt en 1995 junto con todo el historial 
clínico de la paciente. Izquierda debajo: Corte histopatológico del cerebro de Johann F.; las manchas 
oscuras corresponden a placas amiloides.  Zona central: Se muestran varios estadios en la formación 
de NTF en el cerebro de Auguste D. En la imagen superior se describen las fases iniciales del proceso. 
En la reproducción central e inferior se exponen, respectivamente, las fases intermedia y avanzada.  
Derecha: Dibujos de secciones procedentes de diferentes profundidades de la corteza de Auguste D. 
Se aprecian numerosas placas, así como células con neurofibrillas intensamente teñidas. Fuente: 
https://becker.wustl.edu/about/news/art-alois-alzheimer 

 

1.2 Definición  

La EA es una demencia neurodegenerativa primaria cortical; se caracteriza por la 

presencia de alteraciones en áreas del cerebro (hipocampo y corteza) que 

ocasionan la pérdida progresiva de las funciones intelectuales a causa de una 

disminución paulatina del número de neuronas. 

Clínicamente, se define como un proceso degenerativo de evolución progresiva, 

que se caracteriza por deterioro cognitivo y por la presencia de dos marcadores 

histopatológicos: placas seniles y ovillos neurofibrilares intracelulares (figura 2).  

En fases intermedias-moderadas, los pacientes están desorientados y 

desconocen incluso a sus familiares más próximos. En las últimas etapas (fase 

moderada-avanzada) el enfermo no es capaz de valerse por sí mismo y depende 

totalmente de sus familiares y/o cuidadores, que deben enfrentarse diariamente 

a problemas como la desorientación, agitación, agresividad, depresión, pérdida 

de conciencia, descoordinación motora y dificultades en el lenguaje tanto 

hablado como escrito. 
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Figura 2. Ovillos neurofibrilares y placas β-amiloides. Los ovillos neurofibrilares son formaciones 
intraneuronales secundarias que mediante la hiperfosforilación de la proteína tau se forman 
filamentos helicoidales. Las placas seniles se forman en los espacios interneuronales de la sustancia 
gris del cerebro por el depósito de la proteína beta-amiloide.  
Fuente: https://alzheimersdiseasebiol2095.wordpress.com/ 

 

La EA se puede clasificar en función de la edad de aparición de los síntomas o en 

función de la forma de herencia (tabla 1). En cuanto la edad, se distinguen entre 

forma precoz o presenil y forma tardía o senil. Según la forma de herencia, se 

distinguen la EA familiar (EAf), y la forma esporádica (EAe). 

 

Tabla 1. Clasificación de la Enfermedad de Alzheimer. 

       CRITERIO    CARACTERÍSTICAS  

 

 

Según edad de 
inicio de los 

síntomas 

Inicio precoz o presenil: Comienza antes de los 60 años, es de curso más 
rápido y no es muy frecuente. Puede haber casos de aparición 
excepcionalmente precoz (40 o 50 años) y se suele asociar a factores 
hereditarios. Estos casos suponen un 1-5% del número total de enfermos de 
Alzheimer.  

Inicio tardío o senil: Aparece después de los 65 años, en la mayoría de las 
veces es esporádica, de curso lento y es también la más frecuente. 

  

Según 
implicación del 

factores 
genéticos 

Familiar o de causa genética: Se produce una alteración o mutación de tres 
genes: el gen de la Proteína Precursora Amiloide (APP) situado en el 
cromosoma 21; el gen de la Presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14; y el gen 
de la Presenilina 2 (PS2) en el cromosoma 1. Se heredan de forma dominante 
produciendo alteraciones similares en los descendientes que en la mayoría 
de los casos coinciden con la EA presenil (el 1% de los casos).  

Esporádica: Coincide generalmente con los casos de EA senil; comienza en 
personas mayores de 65 años y es el tipo más común (96%). No se conocen 
genes causales, estando implicados diversos factores genéticos de 
susceptibilidad. 
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1.3 Epidemiología  

Según del World Alzheimer Report 2014, se cifran en 135 millones las personas 

que sufrirán demencia en el 2050 (Martin Prince et al. 2014). Es ampliamente 

aceptado que existe un aumento exponencial de las cifras de prevalencia e 

incidencia según la edad del paciente, siendo la edad el principal factor de riesgo 

para la EA (figura 3). 

  

Figura 3. Prevalencia e incidencia de la EA en función de la edad. (Qiu et al. 2009) 

 

Se ha descrito que los casos de EA constituyen el 50-75% de los casos totales de 

demencia (Martin Prince et al. 2014; Martin Prince et al. 2015). Teniendo en 

cuenta el creciente envejecimiento de la población mundial, la elevada 

prevalencia de EA se ha convertido en uno de los grandes problemas sanitarios 

de la sociedad actual. Con el incremento de la población se estima que el número 

de casos de demencia duplicará cada 20 años (Ferri et al. 2005). 

En una enfermedad ligada al envejecimiento, es fundamental conocer el entorno 

demográfico en el que se enmarca. Según los datos del National Institute of 

Aging, la población mundial mayor de 65 años en 2010 era de 524 millones de 

personas (8% de la población); se estima que en 2050 sea de 1500 millones (16% 

de la población) (Hyman et al. 2012). Este incremento será debido a la mayor 

esperanza de vida de los países emergentes. 

El Informe Mundial sobre la Enfermedad de Alzheimer publicado en 2013 indica 

que ese año había 44,3 millones de personas que padecían algún tipo de 

demencia en el mundo. Se calcula un aumento de 76 y 135 millones para los años 

2030 y 2050 respectivamente (Prince et al. 2013) (figura 4). En el caso de la 

demencia tipo Alzheimer en 2013 se diagnosticaron más de 26,6 millones de 

casos a nivel mundial y se estima que el número de casos llegue a 100 millones 

para el año 2050 (Prince et al. 2013). 
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Algunos estudios muestran una incidencia de dos a tres veces superior en 

mujeres respecto a hombres, y parece que el aumento exponencial en la 

incidencia de la EA se producirá antes en la población femenina (Gao et al. 1998; 

Diaz Brinton & Yamazaki 1998). La explicación no está esclarecida, parece ser que 

existe una relación entre el gen ApoE4 (factor de riesgo para la patología) y las 

hormonas sexuales femeninas (Duara et al. 1996; Payami et al. 1996). En esta 

dirección se ha descrito que la carencia de estrógenos en mujeres 

posmenopáusicas podría representar un factor de riesgo para el desarrollo de la 

EA (Schneider et al. 1996). 

 
Figura 4. Incremento estimado de la demencia en cada continente.  
Fuente: (Guerchet et al. 2013) 

 
 

1.4 Áreas relevantes del cerebro 

El sistema nervioso central (SNC) es el centro estructural y funcional de todo el 

sistema nervioso. Está formado por el encéfalo y la médula espinal. El encéfalo 

se divide en tronco del encéfalo, cerebelo y cerebro. El cerebro a su vez está 

formado por la corteza cerebral, los ganglios basales y el sistema límbico. 

La corteza cerebral consta de dos hemisferios cerebrales unidos en la línea media 

a través de un tracto de fibras denominado cuerpo calloso. Cada hemisferio tiene 

una capa externa de sustancia gris de unos 2-4 mm de grosor denominada 

corteza cerebral. Esta corteza se encuentra extraordinariamente plegada 

formando las circunvoluciones que suponen un fuerte incremento de la 

superficie manteniendo el mismo volumen. En estos dos hemisferios 

distinguimos los lóbulos, que toman su nombre a partir de los huesos craneales 
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de los cuales están en contacto. Es decir lóbulo frontal, temporal, parietal y 

occipital. 

 El lóbulo frontal se encarga de controlar la actividad motora, como la 

articulación del lenguaje, el estado de ánimo, el pensamiento y la 

planificación del futuro. 

 El lóbulo parietal se encarga de interpretar las sensaciones que se 

reciben del organismo. También se encarga de controlar el movimiento 

corporal. 

 El lóbulo occipital su principal función es integrar e interpretar la visión. 

 El lóbulo temporal se encarga de la memoria y de las emociones. 

El sistema límbico es responsable de la mayoría de los impulsos básicos y de las 

emociones que son importantes para la sobrevivencia del animal: miedo, furia, 

libido sexual, placer, dolor, angustia. Los principales componentes del sistema 

límbico incluyen las estructuras corticales (amígdala, hipocampo, cíngulo), el 

hipotálamo, algunos núcleos talámicos, los cuerpos mamilares y el septo 

pelúcido.  

La formación hipocampal está compuesta por diferentes partes, entre las que se 

encuentran el giro dentado, las áreas divididas de CA1 a CA4, la corteza entorrinal 

y el subículo (Burwell et al. 1995) (figura 5). El hipocampo posee múltiples 

conexiones aferentes y eferentes con diversas áreas cerebrales, realiza funciones 

relacionadas con la memoria a corto y largo plazo así como con la memoria 

espacial. El hipocampo se encuentra en la base del lóbulo temporal y se conecta 

profusamente con otras estructuras corticales. Se ha visto que el hipocampo 

participa en funciones relacionadas con la memoria reciente y en el proceso de 

la información recién adquirida.  

 

 

Figura 5. Anatomía de la formación hipocampal. El hipocampo se caracteriza por presentar una capa 
principal de neuronas, la capa de las células piramidales, que hace una trayectoria en forma de una C 
(rojo) y en la cual se distinguen tres regiones llamadas CA1, CA2, CA3 y giro dentado (verde) 
Fuente:http://what-when-how.com/neuroscience/the-limbic-system-integrative-systems-part-1/) 
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El cerebro de una persona que ha fallecido con EA tiene un peso inferior y 

presenta una atrofia en las circunvoluciones. Estas quedan estrechadas y los 

surcos ensanchados debido a una importante degeneración neuronal e 

hipofunción sináptica (Reiner et al. 2012). También se observa una atrofia en 

áreas cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria, como el 

hipocampo, la amígdala y las cortezas temporal, parietal y frontal (figura 6). 

La atrofia es generalmente simétrica, pero también puede haber atrofia lobular, 

frontal, temporal u occipital asimétrica. Las lesiones en el hemisferio izquierdo se 

han asociado a dificultades para recordar información de tipo verbal, mientras 

que en el hemisferio derecho a dificultades para recordar patrones de 

información no verbal. Síntomas como la pérdida de memoria en pacientes con 

demencia están relacionados con la degeneración de neuronas del lóbulo 

temporal. La atrofia cerebral suele ser más grave en las formas familiares de inicio 

precoz que en las formas esporádicas de inicio tardío. El grado de atrofia cerebral 

se relaciona con el progreso de la enfermedad. 

 

 

Figura 6. Atrofia de las circunvalaciones de una cerebro con la EA.  Fuente: 
https://alzheimersdiseasebiol2095.wordpress.com/alzheimers-effect-on-the-brain/ 

 

Además de la afectación de la corteza entorrinal y del hipocampo, la EA cursa con 

pérdida neuronal en el locus cerúleo (pérdida de las conexiones noradrenérgicas 

con la corteza entorrinal y el hipocampo), en el núcleo dorsal del rafe y en el 

núcleo basal de Meynert (pérdida de conexiones colinérgicas) así como en la 

amígdala (Head et al. 2012).  

Las zonas afectadas representan las áreas del cerebro implicadas en los procesos 

de memoria, pero no incluyen la corteza motora que mantiene intactas sus 
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funciones incluso en los estadios más avanzados de la enfermedad 

(Nieuwenhuis-Mark 2009).  

 

1.5 Etiología  

La etiología de la EA es desconocida. Sin embargo, en la EAf se han identificado 

más de 185 mutaciones en tres genes que contribuyen al desarrollo de la 

enfermedad: el gen que codifica la proteína precursora amiloide (APP) en el 

cromosoma 21, la presenilina 1 (PSEN1) en el cromosoma 14 y la presenilina 2 

(PSEN2) en el cromosoma 1 (Tabla 2) (Fernández & Castro 2008). La función de 

estos genes y sus correspondientes proteínas están en continua revisión. En este 

trabajo se señalan las principales funciones. 

 

Tabla 2. Principales genes implicados en la EAf.   (Fernández & Castro 2008) 

 

Gen Mutación o 
ligamento  

Proteina Herencia Efecto en patogénesis Edad 
inicio 

App Cromosoma 21 
21q21 

Proteina 
precusrsa 
amiloide 

Dominante Altera la producción (ratio 
Aβ40 y 42↑) y agregación de 

Aβ amiloide 

40-65 
años 

Ps1 Cromosoma 14 
14q24 

Presenilina 1 Dominante Altera la producción (ratio 
Aβ40 y 42↑) del Aβ amiloide 

25-60 
años 

Ps2 Cromosoma 1 
1q31 

Presenilina 2 Dominante Altera la producción (ratio 
Aβ40 y 42↑) del Aβ amiloide 

45-84 
años 

Apo E Cromosoma 19 
19q13 

Apolipopro-
teina E 

Factor de 
riesgo 

Desconocido  ¿Agregación de 
Aβ amiloide? ¿Metabolismo 

lipidico? 

>50 
años 

 

Gen App 

El gen app codifica una proteína de transmembrana llamada APP que se 

encuentra en la mayoría de las células, incluidas las neuronas y las células gliales. 

La APP sufre una proteólisis por las secretasas α, β y γ-secretasa, lo que produce 

péptido Aβ amiloide de diferente tamaño.  

La vía de la γ-secretasa produce los amiloides Aβ40 y Aβ42, que son más 

amiloidogénicos y que se depositan desde las etapas iniciales de la enfermedad. 

Al menos se han descrito 27 mutaciones del gen APP en 74 familias en todo el 

mundo. Las mutaciones representan menos del 1 % de los casos de EA, y poco 

más del 10 % del total de las EAf de inicio precoz.  
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La herencia es autosómica dominante, con una penetrancia casi completa, lo que 

supone que los portadores desarrollarán la enfermedad antes de los 60 años. 

 

Gen Psen1 

El gen psen1 se traduce en una proteína transmembrana de 467 aminoácidos. 

Esta proteína se expresa en diferentes tejidos, incluido el cerebro. Se cree que la 

PSEN1 es un cofactor de la γ-secretasa y altera la vía de la APP. Al menos hay 

descritas 148 mutaciones de este gen en 82 familias en todo el mundo 

(Fernández & Castro 2008). La mayoría de las mutaciones son debidas a la 

sustitución de una base por otra y ocurren en el segundo dominio 

transmembrana codificado por el exón 5 y en el sexto dominio hidrofílico 

codificado por exones de 8 a 11. Aproximadamente entre el 30 y el 50 % de los 

casos de EAf de inicio precoz están relacionados con mutaciones de este gen.  

 

Gen Psen2 

El gen psen2 se traduce a una proteína de 448 aminoácidos llamada PSEN2, 

homóloga a la PSEN1. La edad de inicio de los síntomas en el caso de EAf debido 

a una mutación en PSEN2 es más tardía, en torno a los 40 y hasta los 85 años, a 

veces sin mostrar penetrancia. Desde el punto de vista neuropatológico, esta 

demencia no puede distinguirse de la EAe clásica. 

Las mutaciones de estos genes producen una mayor actividad γ-secretasa y β-

secretasa dando lugar a una mayor formación de Aβ y por lo tanto, de placas 

seniles (Mattson 2004). 

 

Gen Apoe 

El gen de la apoliproteina E (Apoe) se encuentra en el cromosoma 19, y está 

implicado tanto en las formas familiares de comienzo tardío como en la EAe 

(Lovestone & McLoughlin 2002).  

La ApoE es una proteína plasmática implicada en el transporte del colesterol y 

otros lípidos en diferentes tejidos. Es sintetizada por el hígado y el cerebro, y 

constituye la principal apoliproteina expresada en el tejido cerebral, de forma 

destacada en la glía. 

El gen Apoe tiene 3 isoformas: ε2, ε3 y ε4. La más frecuente es la ε3 (constituye 

el 78% de los alelos presentes en población caucasiana) y la menos frecuente es 

la ε2 (constituye el 7%). Se ha observado que la isoforma ε4 aumenta el riesgo de 

padecer la EA mientras que ε2 probablemente reduce el riesgo o es un gen 
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protector. Sin embargo, muchas personas con la patología no tienen el gen tipo 

ε4.  

En conjunto son muchos los esfuerzos en determinar las anomalías genéticas que 

causan la enfermedad, en el caso de la EAf se han podido encontrar los genes 

implicados pero en la EAe aún queda mucho por conocer e investigar.  

Hoy en día los estudios sugieren que la EAe  es un proceso fisiopatológico que 

comienza décadas antes de que surjan las primeras manifestaciones clínicas 

(figura 7) (Sperling et al. 2011; Pletnikova et al. 2015).  

Un modelo hipotético sugiere que en las etapas preclínicas los factores de riesgo 

genéticos y ambientales modularían la producción de Aβ42 (Aido 2013). 

Actualmente está por identificar qué criterio diagnóstico utilizar para evaluar el 

deterioro cognitivo leve, la demencia y la EA (Jack et al. 2011; Montine et al. 

2014).  

Teniendo en cuenta que la EA incluye una fase asintomática, es fundamental 

identificar las características inherentes al envejecimiento fisiológico y las 

características patológicas. También es fundamental conocer los cambios 

moleculares que desencadenan un MCI y en qué nivel de organización celular 

actúan.    

 

 

Figura 7. Modelo de la evolución clínica de la demencia tipo EA. El estado preclínico se ve directamente influenciado 

por las mutaciones autosómicas dominantes y los múltiples factores de riesgo. El estado preclínico evoluciona a 

deterioro cognitivo leve y en última instancia demencia (Sperling et al. 2011). 

 

La investigación de los biomarcadores en la etapa preclínica es fundamental para 

conocer las causas que desencadenan la EA. Conocemos que los biomarcadores 

genéticos diagnostican la EAf pero no la EAe, por ello en la práctica clínica se usan 

dos tipos de biomarcadores: 
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1. De amiloidosis  

2. De neurodegeneración  

 

1. Marcadores de amiloidosis  

Los marcadores de amiloidosis pueden observarse en el líquido cefalorraquídeo 
(LCR) o directamente en el cerebro mediante tomografía por emisión de 
positrones (PET).  

 

 Líquido cefalorraquídeo  

Dado que la patología de la EA está confinada en el cerebro, el LCR es un medio 

idóneo para el estudio de marcadores bioquímicos que reflejan la patología y el 

grado de la enfermedad.  

El marcador de amiloidosis más utilizado para el diagnóstico de EA en LCR son los 

niveles de Aβ42, que en pacientes con EA se encuentran disminuidos. La 

disminución del Aβ42 se correlaciona con el deposito parenquimatoso del β-

amiloide en forma de placas amiloideas en el cerebro, habiendo una correlación 

clara entre disminución del Aβ42 y la cantidad de placas amiloides (Strozyk et al. 

2003; Buerger et al. 2006; Ossenkoppele et al. 2012)  

Los niveles de Aβ 42 se encuentran ya disminuidos en el momento de la aparición 

de los síntomas tanto en casos esporádicos como en portadores de mutaciones 

(Fagan et al. 2007; Fortea et al. 2011). 

 

 Estudios PET con trazadores de β-amiloide 

El PET con trazadores para depósitos de amiloide fibrilar como el Pittsburg 

Compound B marcado con 11C-PIB, muestra un captación aumentada del 

trazador en zonas frontales, temporoparietales y estriatales en la inmensa 

mayoría de sujetos con EA respecto a controles (Klunk et al. 2004). 

La técnica ha sido validada en estudios de correlación clínico-patológicos 

(Ikonomovic et al. 2008). Nuevos trazadores desarrollados y recientemente 

validados en cohortes patológicas (C. M. Clark et al. 2012) contribuirán 

probablemente en el futuro próximo a aumentar la accesibilidad a la prueba. 

2. Marcadores de neurodegeneración 

Los biomarcadores de neurodegeneración se evalúan en el LCR y en el cerebro 

mediante técnicas de neuroimagen como la resonancia magnética estructural y 

PET con trazadores de glucosa que evalúan el hipometabolismo cerebral.  
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 Líquido cefalorraquídeo 

Los marcadores de neurodegeneración más validados en LCR en la EA son los 

niveles de t-tau y p-tau. En la EA, los niveles de t-tau y p-tau reflejarían el daño 

neuronal ya que esas proteínas se liberarían al espacio extracelular/LCR tras la 

muerte neuronal. Hay una correlación robusta entre el aumento de los niveles de 

t-tau y p-tau y la extensión de la pérdida neuronal y patología neurofibrilar en el 

estudio neuroanatómico (Strozyk et al. 2003; Buerger et al. 2006). La 

determinación de su isoforma fosforilada en el LCR se correlaciona de forma más 

específica con los ovillos neurofibrilares y permitiría aumentar la especificidad 

del diagnóstico (Koopman et al. 2009). 

 

 Resonancia magnética estructural 

Las técnicas de neuroimagen estructural han sido utilizadas para el diagnóstico 

clínico de la EA desde hace décadas para objetivar la atrofia cerebral secundaria 

a los cambios patológicos y para descartar diagnósticos alternativos.  

Técnicas como la volumetría basada en vóxeles han permitido el uso de las 

técnicas de neuroimagen en la investigación, evidenciando el papel de la atrofia 

hipocampal en el diagnóstico de la EA y la correlación directa que existe entre el 

volumen del hipocampo y el rendimiento cognitivo en pacientes con y sin EA 

(Barnes et al. 2009). 

Nuevas técnicas semiautomáticas puestas a punto en los últimos años, como la 

evaluación del grosor cortical, han permitido delinear un patrón de atrofia 

cortical característico de la EA que abarcaría zonas como la región temporal 

medial, temporoparietal lateral, precuneus o el cíngulo posterior y que permitiría 

discriminar con alta fiabilidad entre sujetos afectados y controles (Desikan et al. 

2009). Este patrón cortical de atrofia es muy robusto y se ha podido identificar 

en sujetos en fase MCI y que posteriormente progresan a una demencia tipo EA 

(Dickerson et al. 2009). 

Estudios longitudinales en portadores de mutaciones han demostrado que estos 

sujetos presentan cambios estructurales objetivables y característicos de la 

enfermedad (atrofia hipocampal, atrofia temporoparietal, cíngulo posterior y 

procuneus) hasta cinco años antes de la aparición del primer síntoma (Ridha et 

al. 2006). Este patrón de atrofia progresa y se generaliza a medida que la 

enfermedad va evolucionando.  
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 PET con trazadores de glucosa 

El PET de fluorodeoxiglucosa (18F-FDG PET) muestra en pacientes con EA un 

patrón característico de hipometabolismo cerebral temporoparietal bilateral, en 

cingulado posterior y en precuneus, que progresa a medida que la enfermedad 

avanza (Alexander et al. 2002)  

La disminución del metabolismo regional cerebral se correlaciona con la 

progresión de los déficits cognitivos desde MCI hasta una fase de EA (Kim et al. 

2005) 

Los estudios llevados con biomarcadores podrían ayudar a comprender y a 

explicar la fase preclinica de la enfermedad. Sperling y colaboradores en el 2011 

muestran un modelo que evalua los marcadores de la enfermedad teniendo en 

cuenta la evolución de la patología según los estadios preclinicos, MCI y clínico. 

El primer fenómeno es la acumulación del peptido Aβ 42, seguido de un 

hipometabolismo detectado con la fluorodeoxiglucosa; en los casos de 

portadores de gen APOE ε4 (alelo 34), este hipometabolismo es detectado 

incluso antes que la Aβ42 (línea naranja intermitente). Los marcadores de Tau 

están relacionados con el estadio preclínico así como los cambios estructurales 

del cerebro detectados mediante MRI. Los déficits cognitivos se manifiestan a 

partir de la fase MCI y se mantienen durante todo el desarrollo clínico de la EA 

(Sperling et al. 2011). 

 

 

Figura 8. Modelo hipotético de biomarcadores dinámicos de la EA. (Sperling et al. 2011)  

En los últimos años, la iniciativa ADNI (Alzheimer’s Disease Neuroimaging 

Initiative) está realizando un estudio longitudinal multicéntrico a nivel mundial 

para la búsqueda de marcadores para el diagnóstico precoz y seguimiento de la 
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EA (Weiner et al. 2012; Srinivasa et al. 2015). Conocer los procesos y los estadios 

tempranos puede ayudar a diseñar una estrategia clínica enfocada a la 

prevención y la búsqueda de dianas terapéuticas multifuncionales.  

 

1.6 Factores de riesgo 

La etiología de la EAe es difusa y compleja y se han descrito múltiples factores de 

riesgo y/o protectores, de carácter genético o ambiental (Kalaria et al. 2008). 

Sobre la base de varias revisiones sistemáticas, estudios longitudinales y meta-

análisis, se evalúan diferentes variables como los riesgos vasculares en la 

mediana edad (Meng et al. 2014), la obesidad (Beydoun et al. 2008), el colesterol 

(Studies 2013) o la diabetes (Profenno et al. 2010). 

Hasta la fecha, nadie tiene duda que el principal factor de riesgo es la edad pero 

es evidente que interactúan muchas más variables. Con el fin de categorizar los 

factores de riesgo, éstos se clasifican en tres grandes grupos:   

1. Factores genéticos (pequeño porcentaje sobre la incidencia total). 

2. Factores vasculares y metabólicos. 

3. Factores ambientales. 

 

 

1. Factores de riesgo genéticos  

El principal factor genético es el polimorfismo para ApoE (Saunders et al. 1993; 

Cramer et al. 2012). En concreto, la variante alélica ε4 es capaz de triplicar el 

riesgo de padecer la enfermedad en el caso de los heterocigotos y multiplicarlo 

por 15 en el caso de los homocigotos, respecto a los alelos ε2 y ε3 (Mahley et al. 

2006).  

 

2. Factores vasculares y metabólicos  

Algunos de los factores de riesgo vascular que se han asociado a un mayor riesgo 

de desarrollar EA son la diabetes, la obesidad, la hiperlipidemia y la hipertensión. 

 

 Diabetes 

La asociación entre la diabetes y la demencia es fuerte, pero no concluyente (Lu 

et al. 2009; Profenno et al. 2010; Willette et al. 2015). Los individuos con 

Alzheimer muestran altos niveles plasmáticos de insulina y baja utilización de 

glucosa central, perfil que es característico de una resistencia a la insulina (Craft 

2012). Además, un reciente meta-análisis demostró que las personas con 
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deterioro cognitivo leve (MCI) y diabéticos eran más propensos a progresar a 

demencia que los individuos con deterioro cognitivo leve no diabéticos (Cooper 

et al. 2015). La relación entre DM y el aumento de riesgo de padecer EA es motivo 

de discusión y estudio (Profenno et al. 2010; Mayeda et al. 2015).  

La insulina no sólo modula el metabolismo de la glucosa periférica, sino también 

la función normal del cerebro. Recientemente, se demostró que el MCI y los 

niveles de insulina en ayunas están vinculados a alteraciones de las estructurales 

cerebrales (Raji et al. 2010).  

Por lo tanto, los trastornos relacionados con la desregulación de la insulina, tales 

como la obesidad y la DM, pueden tener efectos nocivos en la función cerebral.  

 

 Obesidad 

Se ha demostrado la relación entre la obesidad, el deterioro cognitivo y la EA 

(Kiliaan et al. 2014). Un alto índice de masa corporal (IMC) en la mediana edad 

ha sido relacionado con un incremento del riesgo de padecer demencia en la 

vejez (Gustafson et al. 2003; Anstey et al. 2011; Tolppanen et al. 2014).  

La edad es importante porque, como descrito en el estudio de Kiliaan et al 2014,  

y otros autores, un IMC superior a 30 en una edad que va de  los 40 a los 45 años 

se asocia con un aumento de 3 veces el riesgo de desarrollar la EA (Anstey et al. 

2011; Tolppanen et al. 2014). 

El nivel de obesidad y el volumen de grasa blanca son el resultado de  las 

desregulaciones metabólicas producidas por un incremento de adipocinas, 

también implicadas en procesos inflamatorios, trombosis e hipertensión (Kiliaan 

et al. 2014). Estas hormonas son las responsables del aumentado riesgo de 

demencia en pacientes que mantienen un IMC elevado durante gran parte de la 

vida. Por otro lado, en algunos casos esporádicos, cuando se observa una 

reducción drástica del IMC en pacientes ex obesos mayores de edad (alrededor 

de los 70 años), estas mismas hormonas podrían tener un papel neuroprotector, 

convirtiendo el sobrepeso en un factor positivo (figura 9). 

La obesidad crónica tiene repercusiones a nivel central. Mediante una técnica de 

RMN denominada morfometría basada en tensores (Hua et al. 2008), la cual 

permite la observación simultánea tanto de la expansión como de la contracción 

de los volúmenes regionales cerebrales, se demostró que entre los individuos 

obesos (IMC > 30) había una disminución significativa del volumen cerebral. De 

hecho, un aumento de una unidad del IMC se asociaba a una disminución del 4% 

del volumen cerebral (Becker 2010). 
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Figura 9. Relación entre la obesidad y la edad en la EA. Adaptación (Kiliaan et al. 2014). El tejido adiposo 
blanco está distribuido a lo largo de todo el organismo y secreta multitud de adipocinas para 
mantener la homeostasis celular. La cantidad de tejido adiposo se mide mediante el IMC. En 
promedio el IMC asciende durante la vida adulta y decrece en la vejez. Un IMC elevado se asociada a 
enfermedades cardiovasculares en la vida adulta, mientras que en la vejez una reducción del IMC 
pronunciada es un factor de riesgo para desarrollar EA. El mecanismo subyacente implica diferentes 
adipocinas proinflmatorias y factores neurotróficos.  

 

 Hiperlipidemia 

La hiperlipidemia e hipercolesterolemia son factores de riesgo metabólicos 

asociados a la enfermedad. Distintos estudios sugieren que la desregulación de 

las cascadas del metabolismo lipídico están implicadas en la génesis o desarrollo 

de la EA (Di Paolo & Kim 2011). Niveles elevados de colesterol hacia los 50 años 

de edad son un factor de riesgo pare el deterioro cognitivo leve en edades más 

avanzadas (Kivipelto et al. 2005).  

Además, algunos estudios sugieren que las alteraciones del metabolismo del 

colesterol y la acumulación de algunos metabolitos como el 24S-hidroxicolesterol 

o el 27-hidroxicolesterol están asociadas con la neurodegeneración (Popp et al. 

2013).  

 

 Hipertensión 

Existen estudios clínicos que sugieren la posibilidad de que pacientes con 

hipertensión tratada presenten menos lesiones neuropatológicas de EA respecto 

a pacientes no tratados (Hoffman et al. 2009). A su vez, los infartos cerebrales 

múltiples y recurrentes se han asociado a déficit cognitivo y a la aparición de EA 

(Newman et al. 2005; de Bruijn & Ikram 2014). 
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3. Factores de riesgo ambientales  

 

 Estrés crónico 

El estrés, considerado como la epidemia del siglo XXI en países de primer mundo, 

puede presentarse en épocas prenatales, neonatales o en edad adulta. Cada vez 

más estudios demuestran un posible rol crucial del estrés crónico en el desarrollo 

de enfermedades neuropsiquiátricas como depresión y ansiedad. Éstas a su vez 

han sido consideradas factores de riesgo para padecer EA. De hecho, el 

hipocampo, región cerebral muy afectada en la EA, es la estructura cerebral que 

más se ha relacionado con los efectos nocivos del estrés (Sapolsky 2000; 

Stratmann et al. 2014).  

Además, la disminución de la neurogénesis, sobre todo en la zona subgranular 

del hipocampo, aparece como una alteración común en patologías asociadas al 

estrés (Snyder et al. 2011). La muerte neuronal en áreas implicadas en la 

neurogénesis desencadena atrofia hipocampal y deterioro cognitivo (Chadwick 

et al. 2011). Recientemente ha sido descrito que una situación de estrés crónico 

causa deterioro cognitivo (Cuadrado-Tejedor et al. 2012) y un aumento en la 

patología sináptica y amiloide, una situación muy similar a lo que ocurre en la EA. 

 

 Tabaco  y alcohol 

El consumo de tabaco y alcohol también ha sido considerado como factor de 

riesgo de la patología.  Un estudio reciente analiza 1629 individuos con el objetivo 

de evaluar si factores de riesgo metabólicos, como la diabetes y la obesidad, o 

ambientales, como el alcohol y el tabaco, afectan a áreas relacionadas con la 

memoria.  

El estudio identificó que tanto el consumo de alcohol como la diabetes 

conllevaban un volumen total del cerebro más pequeño, mientras que el 

tabaquismo y la obesidad se relacionaban con volúmenes reducidos de la corteza 

cingulada posterior que representa el área del cerebro relacionada con la 

recuperación de la memoria (Srinivasa et al. 2015). 

 

 Dieta  

La dieta es una parte muy importante dentro de un estilo de vida saludable. La 

ingesta de alimentos poco saludables influye en el riesgo de padecer varias 

enfermedades y también afecta a la memoria y al aprendizaje hipocampal 

(Kanoski et al. 2011). El deterioro cognitivo podría provocar que el propio daño 
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hipocampal interfiriera con el control de la ingesta de alimentos, generándose 

una retroalimentación positiva (Kanoski et al. 2011).  

En cuanto a los ácidos grasos, la ingesta moderada o elevada de grasas mono o 

poliinsaturadas se ha descrito como factor protector (Florent-Béchard et al. 

2009), mientras que la ingesta moderada de grasas saturadas incrementa el 

riesgo de padecer EA (Morris & Tangney 2014), sobre todo en un fenotipo que 

presente la variante alélica ApoE4. Estos ácidos grasos podrían conducir al 

desarrollo de la enfermedad por diversos mecanismos como la aterosclerosis, el 

estrés oxidativo o la inflamación.  

Las dietas hipercalóricas de mala calidad, con elevada presencia de grasas 

saturadas y azucares refinados, provocan en sujetos sanos una reducción en la 

memoria dependiente del hipocampo. (Francis & Stevenson 2011). Otro estudio 

indica que niños alimentados con dieta hipercalórica durante la adolescencia 

presentan un menor rendimiento académico (Nyaradi et al. 2014).  

Los macronutrientes de la dieta y la composición en ácidos grasos son muy 

importantes para el correcto desarrollo cerebral. Los ácidos grasos saturados 

ingeridos durante la juventud o la mediana edad se asocian con una peor función 

cognitiva global, unas alteraciones en la memoria prospectiva y una mayor 

vulnerabilidad a los déficits relacionados con la vejez (Solfrizzi et al. 2011; 

Eskelinen et al. 2008; Tolppanen et al. 2014).  

En contra, los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) se asocian con un incremento 

de la memoria y un menor riesgo de deterioro cognitivo (Solfrizzi et al. 2011; 

Eskelinen et al. 2008). Más en detalle, un mayor consumo de ácidos grasos tipo 

omega-3 se han relacionado con un menor riesgo de EA (Luchtman & Song 2013; 

Swanson et al. 2012).  

La ingesta de antioxidantes puede reducir el riesgo de sufrir demencia, ya que 

disminuye la aparición de enfermedades cerebrovasculares, el estrés oxidativo y 

la inflamación (Morris 2004).  

 

 Lesión cerebral 

Existe evidencia sólida de que las lesiones cerebrales traumáticas aumentan el 

riesgo de desarrollar demencia. Los sujetos que han experimentado lesiones en 

la cabeza de forma repetida (boxeadores, futbolistas y veteranos de guerra) 

pueden tener un mayor riesgo de sufrir EA (Vanacore 2013; Baumgart et al. 

2015), Si bien no se sabe qué aspecto específico de la lesión es más relevante 

(fuerza, repetición, etc.) y qué conduce a las alteraciones en la función cerebral.  
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En resumen, son muchos los estudios que se han realizado con el fin de evaluar 

varios factores de riesgo para la patología de la EA. Parece que en los estadios 

preliminares de la enfermedad los factores de riesgo más importantes sean las 

lesiones cerebrales, la obesidad, la hipertensión, el tabaquismo y la diabetes. En 

una una fase más avanzada, la lesión cerebral sigue siendo un factor de riesgo 

predominante, mientras que la obesidad, la hipertensión, el tabaquismo y la 

diabetes contribuyen en una menor medida (figura 10).   

 

 

Figura 10. Factores de riesgo relevantes en el deterioro cognitivo y en la demencia (Baumgart et al. 2015). 

 

1.7 Hipótesis sobre la etiopatogénia de la EA 

En las últimas décadas se han formulado diferentes teorías que podrían explicar 

la aparición de la enfermedad.  Inicialmente se analizó la estrecha correlación 

entre la acumulación a nivel cerebral de metales cuales el aluminio y el desarrollo 

de la patología (Terry & Pena 1965); más adelante se puso en relación la 

enfermedad con la reducción de los niveles del neurotransmisor acetilcolina 

(Davies & Maloney 1976). En los años 90 se publicaron varias hipótesis:  

La hipótesis de la cascada Aβ y la proteína tau (Hardy & Allsop 1991); La hipótesis 

vascular (de la Torre & Mussivand 1993); La hipótesis de los canales iónicos 

(Pollard et al. 1995); La hipótesis del estrés oxidativo (Markesbery 1997); La 

hipótesis de la neurodegeneración excitotóxica (Olney et al. 1997);  

Recientemente se han publicado nuevas hipótesis: La hipótesis de la 

neuroinflamación (Akiyama et al. 2000); La hipótesis de la cascada mitocondrial 
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(Swerdlow & Khan 2004a); La hipótesis de las disfunciones sinápticas (Snyder et 

al. 2005); La hipótesis de la diabetes tipo III o metabólica (de la Monte & Wands 

2005); La hipótesis de las dendritas (Cochran et al. 2014).   

Todas las teorías citadas siguen en continua revisión y, en conjunto, nos indican 

que la enfermedad es de origen multifactorial.  

Los mecanismos que activan las desregulaciones homeostáticas no se conocen 

con precisión. En este trabajo se explican y se interconectan tres hipótesis con el 

fin de elucidar en la medida de lo posible la biología molecular de la EA en un 

modelo de ratón transgénico. Las hipótesis en que hemos trabajado son: 

1. La hipótesis de la cascada del péptido Aβ amiloide y la proteína tau. 

2. La hipótesis de la cascada mitocondrial. 

3. La hipótesis metabólica. 

 

1.7.1 Hipótesis de la cascada Aβ y la proteína tau 

La hipótesis amiloide se formuló a principios de los años 90 (Hardy & Higgins 

1992; Hardy & Allsop 1991) y considera que la producción patológica de los 

péptidos Aβ es la principal causa de la muerte neuronal y de las disfunciones 

centrales implicadas en la enfermedad.  

El procesamiento defectuoso de la proteína precursora amiloide (APP) por acción 

de la β-secretasa produce un incremento de Aβ-42, que lleva a la formación de 

placas seniles. La formación de placas seniles activa la microglía y la astroglía, 

causando daño oxidativo, hiperfosforilación de tau y consecuentemente perdida 

neuronal y disfunción sináptica (Hardy & Higgins 1992) (figura 11).  

 

 

Figura 11. Hipótesis de la cascada amiloide. (Karran et al. 2011). 
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La proteína APP es una proteína transmembrana de tipo I con el extremo amino-

terminal orientado hacia el espacio extracelular y el extremo carboxi-terminal 

hacia el citosol. Se localiza en todos los tipos celulares y su ARNm representa el 

0,2% del total en neuronas.  

Un gran número de funciones se han atribuido a la proteína APP y a sus derivados 

(Bossy-Wetzel et al. 2004). Por ejemplo, se ha descrito que el ectodominio amino-

terminal soluble que se libera a partir de la APP como consecuencia de la acción 

proteolítica de la α-secretasa (α-APPs), actuaría como un factor autocrino y 

también tendría propiedades neurotróficas y neuroprotectoras (Jiang et al. 

2013). 

En 2004 el grupo de Herms desarrolló un modelo de ratón triple transgénico 

“knockout” para APP y dos proteínas similares, APLP1 y APLP2. Los autores 

observaron que este tipo de animal transgénico muere prematuramente y 

muestra síntomas de un extraño trastorno neurológico. A nivel morfológico, tales 

ratones sufren una gran displasia cortical (caracterizada por una fragmentación 

de la lámina basal). Los mecanismos moleculares implicados en estos procesos 

patológicos siguen actualmente desconocidos, aunque estas observaciones 

confirman la importancia del papel de la APP en los procesos de adhesión y 

migración celular (Herms et al. 2004). 

La proteína APP es sintetizada a nivel del retículo endoplasmático y, después de 

su síntesis, es extensamente modificada a nivel postrasduccional mediante 

glucosilaciones complejas (N- u O- glucosilaciones). Sucesivamente, la APP es 

transportada al aparato de Golgi en la zona de la red del trans Golgi (TGN, trans-

Golgi-network). La translocación de la APP desde la TGN hacia la superficie celular 

se verifica a través de vesículas secretoras. Durante este proceso, se producen 

ulteriores fosforilaciones y sulfataciones que conducen a la proteína final. 

Una vez internalizada a nivel de la membrana celular, la APP puede sufrir una 

variedad de escisiones proteolíticas, actuadas por tres diferentes proteasas: α-

secretasa, β-secretasa y γ-secretasa. Dichas escisiones se pueden agrupar en dos 

vías: la vía amiloidogénica y la vía no amiloidogenica (figura 12).  

El fragmento Aβ es producido por la activación de la vía amiloidogénica, gracias 

a  la acción consecutiva de la β- y de la γ-  secretasa (Haass 2004). La actividad de 

la β-secretasa inicia el proceso liberando una parte del ectodominio de APP 

(APPsβ) y generando un fragmento de APP carboxi-terminal (β-CTF o C99), que 

seguidamente es escindido por la γ-secretasa. Este último corte proteolítico, 

realizado por la γ-secretasa, produce la liberación del fragmento Aβ que es 

soluble y, por lo tanto, se puede encontrar en fluidos extracelulares como el 

plasma o en el LCR (Seubert et al. 1992).  
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En la vía no amiloidogénica, la APP es escindida en la parte central mediante la 

actividad de la α-secretasa. Este procesamiento genera otro tipo de fragmento 

de APP carboxi-terminal (α-CTF o C83), que carece de la porción del dominio Aβ. 

Posteriormente C83 es escindido por la γ-secretasa, liberando un péptido 

llamado p3 (Haass et al., 1993), que es patológicamente irrelevante. La γ-

secretasa no solo libera Aβ (a partir de C99) y p3 (a partir de C83), sino que 

también genera un dominio intracelular de APP (AICD, del inglés amyloid 

intracellular domain) (Radzimanowski et al. 2008) que es liberado al citosol y 

puede tener funciones a nivel de señalización nuclear (Cao & Südhof 2001; von 

Rotz et al. 2004). 

 

 

Figura 12. Procesamiento de la APP. A la izquierda se muestra el procesamiento por α-secretasa que 
forman C83 y sAPPα. Secuencialmente C83 es procesado por γ-secretasa, originando AICD y p3, que 
en su conjunto constituye la vía no amiloidogénica. A la derecha, el procesamiento por β-secretasa 
que origina C99 y sAPPβ Secuencialmente C99 es procesado por γ-secretasa, originando AICD con 
fragmentos Aβ, respectivamente, lo que constituye la vía amiloidogénica(Querfurth & Laferla 2010). 

 

La vía amiloidogénica y la vía no amiloidogénica compiten entre ellas, al menos 

en algunos compartimentos subcelulares, ya que se ha descrito que, 

incrementando la actividad de la α-secretasa en modelos animales de EA o en 

cultivos celulares, es posible reducir la producción de Aβ y la formación de placas 

seniles (Postina et al. 2004). 

Las placas seniles o agregados amiloides están formadas por depósitos amorfos 

de péptidos Aβ, cuyo tamaño puede variar de 39 a 43 residuos aminoacídicos, y 

se encuentran rodeadas de axones, dendritas distróficas, astrocitos y microglía 

activada. Este tipo de placas se localiza principalmente en regiones límbicas 

(hipocampo y amígdala) y también en regiones corticales y subcorticales, y 

genera alteraciones en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE). 

Los agregados del péptido Aβ en el cerebro desencadenan la cascada de 
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neurotoxicidad que conduce a muerte celular por apoptosis, excitotoxicidad, 

inflamación, estrés oxidativo, desregulaciones en la homeostasis del calcio, 

pérdida de las sinapsis y reducción de ATP celular (LaFerla et al. 2007). Además, 

se ha descrito que niveles elevados del péptido Aβ activan la fosforilación de Tau 

a través de la glucógeno sintetasa cinasa 3β (GSK-3β), promoviendo la formación 

de los ovillos neurofibrilares (ONF) responsables del proceso neurodegenerativo 

a nivel intracelular.  

Tau es una proteína altamente soluble presente en todas las células nucleadas 

cuya principal función es la estabilización de los microtúbulos, esenciales para el 

transporte de vesículas y orgánulos entre el soma y las neuritas  (Caviston & 

Holzbaur 2006).  

La proteína tau consta de dos dominios funcionales: el dominio de proyección y 

el dominio de unión a microtúbulos (MBD).  

El dominio de proyección es así denominado porque se proyecta fuera de la 

superficie del microtúbulo. Representa los dos tercios de la molécula e incluye el 

extremo amino terminal (N-terminal); a su vez, se divide en dos regiones: la 

región N-terminal y la región rica en prolinas.  

El dominio de unión a microtúbulos contiene dos regiones: la región de las 

repeticiones y la región carboxilo terminal (C-terminal). La región C-terminal 

también es rica en prolinas y contiene varios residuos susceptibles de 

fosforilación.  

El balance fosforilación/defosforilación regula las funciones fisiológicas de la 

proteína tau (Martin et al. 2013).  La hiperfosforilación de tau se produce como 

consecuencia del desequilibrio entre la acción de las cinasas y las fosfatasas.  

Existen dos tipos de cinasas que fosforilan tau en residuos de serina o de 

treonina: las cinasas dirigidas por prolinas (PDPK) y las cinasas no dirigidas por 

prolinas (non PDPK). 

Entre las dirigidas por prolinas se encuentran la tau proteína cinasa I o GSK3, la 

tau proteína cinasa II o Cdk5, la MAP cinasa o p38 MAPK, y otras cinasas 

dependientes de ciclina como Cdc2, JNK y SAPK. En el grupo de las no dirigidas 

por prolinas (non PDPK) están la proteína cinasa A (PKA), la proteína cinasa C 

(PKC), la calcio-calmodulina cinasa II (CaMKII), la MARK cinasa y la caseína cinasa 

II (CKII). Por último, existe un grupo de proteínas que fosforilan tau en residuos 

de tirosina: las tirosinas cinasas o TPK; entre estas se encuentran SFK y c-abl 

(Martin et al. 2013; Cárdenas et al. 2012). 

Cuando la tau es hiperfosforilada en los residuos Ser-Pro o Thr-Pro pierde su 

actividad biológica a causa del cambio conformacional. Este fenómeno provoca 

la disociación de Tau de los microtúbulos y la consecuente translocación al 
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compartimento somatodendrítico. La proteína se vuelve resistente a la 

degradación proteolítica y padece ulteriores cambios conformacionales que la 

hacen insoluble. En consecuencia, tau polimeriza hasta formar los filamentos 

helicoidales apareados (PHF), que son el principal componente de los ONF 

(Metcalfe & Figueiredo-Pereira), (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Estructura de Tau y función. La isoforma más larga de tau humana en el SNC, es de 441 
aminoácidos y contiene 85 residuos susceptibles de fosforilación. La mayoría de los residuos 
susceptibles de fosforilación se sitúan en la región rica en prolinas o en el extremo carboxilo terminal, 
sin embargo, la desestabilización de los microtúbulos se produce en mayor medida cuando se 
fosforilan los sitios localizados en el dominio de unión a microtúbulos. La hiperfosforilación de tau se 
produce como consecuencia del desequilibrio entre la acción de quinasas y fosfatasas, de manera 
que se favorezca el estado fosforilado. En este sentido, en la EA, se ha descrito tanto una diminución 
de la actividad fosfatasa, principalmente de la PP2A y PP1, como un aumento de la actividad quinasa, 
concretamente de GSK3 y Cdk5. (Querfurth & Laferla 2010) 

 

Existen múltiples evidencias que corroboran la hipótesis de la cascada del 

péptido Aβ y de la hiperfosforilación de tau. Uno de los primeros indicios para su 

formulación fue la observación de que un porcentaje importante de casos de EA 
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familiar de aparición precoz se producían por mutaciones de los genes app, ps1 

y ps1 (Bekris et al. 2010). Por lo general, estas mutaciones conducen a un 

aumento en la producción del péptido Aβ y del cociente Aβ1-42/Aβ1-40 y 

probablemente a una pérdida de las funciones fisiológicas de APP y PS (De 

Strooper 2007). Asimismo, en base a las mutaciones de los genes app, ps1 y ps2 

asociados al desarrollo de EAf, se han generado multitud de modelos animales 

que desarrollan placas y muestran alteraciones en la memoria, entre ellos el 

ratón APP/PS1 utilizado para realizar este trabajo. 

Además se ha observado que en cultivos neuronales de hipocampo de ratón la 

toxicidad del Aβ es dependiente de la proteína tau. Otros estudios relacionan 

cambios en el metabolismo de Aβ con el riesgo de la EA de aparición tardía (Hardy 

& Selkoe 2002). 

 

1.7.2 Hipótesis de la cascada mitocondrial 

El genoma humano está constituido por los miles de genes localizados en los 23 

cromosomas heredados del padre y los 23 heredados de la madre. Todos ellos 

están localizados en el núcleo celular. Además, un pequeño número de genes, 

37, se encuentran situados en un cromosoma circular y cerrado localizado en las 

mitocondrias y que se conoce como DNA mitocondrial (mtDNA). Estos genes 

mitocondriales codifican 13 proteínas del sistema de fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) y los RNAs necesarios para su expresión, determinando el correcto 

funcionamiento de la mitocondria. 

La hipótesis de la cascada mitocondrial se planteó para explicar la EAe (Swerdlow 

& Khan 2004a). El equipo de Swerdlow analizó el DNA mitocondrial (mtDNA) 

mediante cíbridos. Los cíbridos son líneas celulares (SH-SY5Y y NT2) en las que ha 

sido suprimido el mtDNA y que luego han sido fusionadas con plaquetas de 

donantes humanos con y sin EA. De esta forma se pudo comparar el DNA 

mitocondrial humano de pacientes con y sin EA de una forma rápida y segura. Los 

resultados mostraron que las células de pacientes con EA presentaban una 

reducción de la actividad de la citocromo oxidasa y del potencial de la membrana 

mitocondrial. En contra, las vías de señalización del estrés oxidativo, de la 

apoptosis, de la producción de Aß42 y también los niveles de radicales libres 

resultaron incrementados (Swerdlow et al. 2010).  

Al día de hoy se discute sobre cuál son los principales desencadenantes de la 

enfermedad, si las mutaciones mitocondriales o la producción del fragmento Aβ 

(Mancuso et al. 2009). De todas formas, está consensuado que el conocimiento 

de la funcionalidad mitocondrial es fundamental para explicar el desarrollo de la 

EA. 
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Las neuronas contienen varios centenares de mitocondrias necesarias para 

cumplir las demandas energéticas. Las células neuronales requieren energía para 

un correcto gradiente iónico y para desarrollar los procesos sinápticos. Las 

mitocondrias neuronales producen el ATP en su mayor parte por fosforilación 

oxidativa, usando como combustible la glucosa que se capta del medio 

extracelular (las neuronas tienen una capacidad muy limitada de 

almacenamiento de glucosa, de manera que la reducción de glucosa disponible 

en el medio produce un detrimento del estado energético de la neurona). En 

ausencia de glucosa otras sustancias que quedan, como el piruvato o el lactato 

pueden ser usadas para la respiración mitocondrial, aunque la disponibilidad de 

estos metabolitos termina rápidamente y la producción de ATP desciende. La 

mayor parte del ATP producido (aprox. 60%) se consume por la actividad de una 

enzima localizada en la membrana plasmática, la ATPasa Na+/K+. Esta enzima es 

la encargada del mantenimiento del potencial de reposo de la membrana 

neuronal y evita que dentro de la célula haya un exceso de iones de Na+ y que se 

produzca su despolarización. 

La mitocondria es un orgánulo altamente dinámico. Su forma y biogénesis están 

controladas por fusión y fisión, mientras su estructura interna cambia en función 

de su estado fisiológico. La mitocondria participa en interacciones recíprocas con 

otros orgánulos, como el retículo endoplasmático.  

La mitocondria constituye uno de los compartimentos celulares más susceptible 

a sufrir daño oxidativo. En particular, el mtDNA, por su proximidad a la cadena 

de transporte de electrones, y sobre todo por la carencia de histonas protectoras 

y de mecanismos de reparación eficientes, constituye un substrato ideal para el 

impacto de las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. Las mutaciones del 

genoma mitocondrial se acumulan durante el proceso natural del envejecimiento  

a causa de lesiones producidas por las especies reactivas de oxigeno (Schipper 

2004). También se han observado altos niveles de mutaciones en el mtDNA del 

lóbulo temporal de pacientes con EA (Corral-Debrinski et al. 1992) que a la vez 

mostraban niveles elevados de daño oxidativo (Mecocci et al. 1994).  

La toxicidad del péptido amiloide afecta directamente a la mitocondria e 

incrementa los niveles intracelulares de Ca2+ y de NO en astrocitos y neuronas 

(Yan & Stern 2005). El péptido Aβ es un potente tóxico para la mitocondria; la 

exposición a Aβ inhibe las proteínas mitocondriales como el citocromo C, 

proteína esencial para el sistema de fosforilación oxidativa (Querfurth & Laferla 

2010). En consecuencia, el transporte de electrones, la producción de ATP, el 

consumo de oxígeno y el potencial de membrana mitocondrial resultan 

alterados.  
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El estrés oxidativo producido por mutaciones o sustancias tóxicas interfiere en el 

control homeostático. En pacientes con EA se ha comprobado que hay un 

elevado ratio de fragmentación mitocondrial y se producen mitocondrias más 

pequeñas. (Cho et al. 2009). También la acumulación de Aβ y de la proteína tau 

hiperfosforilada afecta a homeostasis del calcio y produce un incremento de ROS 

y de NO (Brunden et al. 2009). 

El NO es una molécula de señalización involucrada en muchos procesos 

fisiológicos de la célula, incluyendo la liberación de neurotransmisores y la 

plasticidad sináptica. Sin embargo, cuando los niveles de NO son excesivos, 

pueden contribuir a la toxicidad neuronal. Experimentalmente se ha demostrado 

que la exposición de neuronas al fragmento Aβ oligomerizado aumenta la 

nitrosilación en el residuo cisteína 644 de la proteína dynamin-related protein 

(Drp1), causando fragmentación mitocondrial (Cho et al. 2009; Nakamura et al. 

2010). 

La producción de energía en forma de ATP y la reducción de oxígeno a H2O tienen 

lugar en la membrana interna de la mitocondria. El sistema OXPHOS, constituido 

por cinco subunidades o complejos, está implicado en estos procesos (DiMauro 

& Schon 2003) (figura 14). 

 

 

Figura 14. Efectos de la Aβ Estrés oxidativo y fallos mitocondria. (Querfurth & Laferla 2010). 
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Complejo I: también conocido como NEAH deshidrogenasa (ubiquinona 

oxidoreductasa) es un nucleótido con electrones de alta energía proveniente del 

ciclo del ácido cítrico. El complejo I transfiere electrones del NEAH a la ubiquinona 

o coenzima Q (CoQ) y luego al succinato, siguiente paso en la cadena de 

transporte. Al pasar de un transportador al siguiente, los electrones liberan 

energía que es utilizada por el complejo para bombear protones (H+) de la matriz 

al espacio de la intermembrana. Esto genera un gradiente transmembrana que 

termina activando a la enzima ATP sintetasa o ATPasa.  

Complejo II: succinato-ubiquinona reductasa o succinato deshidrogenasa; en 

este complejo se transfiere electrones del succinato a la CoQ. En esta etapa no 

se produce traslocación de protones a través de la membrana; por lo tanto, el 

complejo II es un simple transportador entre los complejos I y III.  

Complejo III: citocromo c, en este complejo se transporta electrones de la CoQ 

al citocromo C. En esta etapa hay traslocación de protones. 

Complejo IV: constituido por la enzima citocromo C oxidasa (COX) que utiliza al 

citocromo C como sustrato. La enzima toma cuatro electrones del citocromo c y 

los transfiere a dos moléculas de oxígeno formando agua. Esta es la única 

circunstancia en que el oxígeno (que por su estructura atómica sólo puede tomar 

uno o a lo sumo dos electrones a la vez), adquiere en forma simultánea cuatro 

electrones. En esta etapa hay traslocación de protones. 

Complejo V: Constituido por la enzima ATPasa (ATP sintetasa) que funciona en 

forma reversible. La enzima aprovecha la energía generada por la traslocación de 

protones en los complejos I, III y IV para sintetizar ATP que es el objetivo final de 

todo este mecanismo. Actuando en forma reversible, la ATPasa puede, a su vez, 

hidrolizar el ATP para bombear, contra gradiente, protones desde el espacio 

intermembrana hacia la membrana, con un mecanismo inverso al que se 

verificaba en los complejos I, III, y lV. 

Recientemente se ha descrito la implicación de la los complejos OXPHOS en 

trastornos neurodegenerativos  (Knott et al. 2008). También se conoce la relación 

entre el fragmento β-amiloide y la COX (subunidad IV) (Yao et al. 2009; Pickrell et 

al. 2009).  

La biogénesis mitocondrial defectuosa y las anomalías en la respiración 

mitocondrial constituyen una característica del tejido cerebral en pacientes con 

EA. Estas alteraciones afectan a la vía de PKA/CREB/PGC1α (Castellani et al. 2002; 

Sheng et al. 2012). En tal sentido, estudios bioquímicos realizados post-mortem 

en cerebros de pacientes con EA han puesto de manifiesto deficiencias en la 

actividad de enzimas clave del ciclo de Krebs como la piruvato deshidrogenasa y 

la -cetoglutarato deshidrogenada (Bubber et al. 2005). 
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El coactivador transcriptional peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

coactivator-1α (PGC-1α), es un regulador de la biogénesis mitocondrial, 

termogénesis y homeostasis de lípidos y glucosa (St-Pierre et al. 2006).  

PGC1α tiene como principal función la detoxificación de ROS (St-Pierre et al. 

2006; Austin & St-Pierre 2012).  Es un coactivador de moléculas que se encarga 

de ayudar determinados factores de transcripción, como PPAR γ y los Nuclear 

Respiratory Factor-1 y 2 (NRF-1 y NRF-2), a unirse a regiones concretas de genes 

nucleares encargados de codificar proteínas mitocondriales como la 

mitochondrial transcription factor A (Tfam), incrementando su actividad. 

En los procesos neurodegenerativos la actividad de PGC1α se reduce y por tanto 

disminuye la biogénesis mitocondrial y la detoxificación de ROS (Austin & St-

Pierre 2012). 

 

1.7.3 Hipótesis metabólica  

Recientemente se ha planteado la hipótesis de que la EA sea de tipo metabólico. 

Muchos autores han utilizado la expresión diabetes tipo 3 para referirse a la 

patología (de la Monte & Wands 2005). 

La hipótesis considera que los trastornos metabólicos periféricos provocan un 

incremento de los péptidos Aβ a nivel central (Steen et al. 2005; de la Monte, 

Suzanne M Wands 2008; Kroner 2009; Accardi et al. 2012). 

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crónica que se genera cuando el 

cuerpo no puede producir suficiente insulina o utilizarla de manera eficaz. La 

insulina es una hormona producida por las células beta del páncreas que permite 

la entrada de la glucosa a las células del cuerpo. Una vez en las células, la glucosa 

se convierte en la energía necesaria para que funcionen los músculos y los tejidos. 

Una persona que padece diabetes no absorbe adecuadamente la glucosa por lo 

que esta sigue circulando por la sangre. Con el paso del tiempo la glucosa 

circulante daña los tejidos del cuerpo.  

Existen tres tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes 

gestacional y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). La DM1 es causada por una reacción 

autoinmune donde el sistema de defensa del cuerpo ataca a las células beta del 

páncreas, productoras de insulina. La diabetes gestacional se presenta en la 

mujer durante el embarazo alrededor de la semana 24 y normalmente 

desaparece después del nacimiento. En la DM2 el cuerpo produce su propia 

insulina pero no puede responder a sus efectos, dando lugar a la acumulación de 

glucosa en la sangre.  
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La relación entre la DM y la EA está publicada en varios estudios experimentales. 

En 2009, Ke y colaboradores estudiaron la posible relación entre la DM1 y la 

patología de la proteína tau implicada en el desarrollo de los ovillos 

neurofibrilares. Los autores examinaron los efectos de la DM1 en la en la cepa de 

ratón transgénico pR5 que presentaba patología tau preexistente. La DM1 

experimental fue inducida mediante la administración de estreptozotocina, que 

causa la deficiencia de insulina. Se determinó la fosforilación de tau, mediante la 

inmunohistoquímica y Western Blot. Los resultados demostraron que la 

disminución de la insulina después de la inyección de estreptozotocina y el 

consecuente aumento de los niveles de glucosa en sangre causaban 

hiperfosforilación de tau (Ke et al. 2009) 

Otro estudio determinó que la insulina participa en el mantenimiento de las 

funciones del SNC. Efectivamente, la expresión génica de numerosos genes 

relacionados con la secreción de insulina pancreática resultó alterada a nivel 

central en un modelo de ratón diabético; datos similares sugieren que esos genes 

podrían mediar la producción de insulina y su exocitosis en el cerebro (Abdul-

Rahman et al. 2012). 

Zhang y colaboradores investigaron el efecto del péptido Aβ en la sensibilidad a 

la insulina mediante la inyección in vivo de Aβ42 en ratones control. Los 

resultados demostraron que Aβ induce resistencia a la insulina hepática a través 

de la cinasa JAK2, lo que sugiere que la inhibición de la señalización de Aβ podría 

ser una nueva estrategia para tratar la resistencia a la insulina y la DM2 (Zhang 

et al. 2013). 

La hipótesis de la diabetes tipo 3 considera que los desórdenes metabólicos 

(elevados niveles de glucosa en sangre, obesidad,   esteatohepatosis o resistencia 

a insulina periférica) pueden producir efectos adversos sobre la memoria. Así, la 

hiperinsulinemia periférica prolongada disminuye los receptores de insulina a 

nivel de la BHE, alterando el transporte de insulina hacia el cerebro. 

En resumen, la alteración de la vía de señalización de la insulina/IGF1 contribuye 
a la neurodegeneración debido al aumento de:  

 Cinasas que fosforilan Tau. 

 Síntesis y expresión de APP-Aβ. 

 Estrés del retículo endoplasmático (ER).  

 Generación de especies reactivas de oxígeno y especies reactivas de 
nitrógeno que dañan las proteínas, RNA y DNA. 

 Disfunciones mitocondriales. 

 Activación de mecanismos de inflamación y muerte neuronal. 

 Desregulación de genes diana implicados en la homeostasis colinérgica. 

 Metabolismo de lípidos alterado. 
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Todos estos efectos adversos afectan a la memoria, cognición y plasticidad 
cerebral (de la Monte 2012a; Adeghate et al. 2013).  

Diversas evidencias muestran que los trastornos metabólicos, el estrés oxidativo, 

la neuroinflamación y la resistencia a la insulina/IGF participan en la EA. Las 

alteraciones en la vía de señalización de insulina y de IGF conducen a una mayor 

expresión del precursor de la proteína Aβ (AβPP) y a la consecuente acumulación 

de los péptidos AβPP-Aβ. Además, tales alteraciones promueven el estrés 

oxidativo e inhiben la ruta neuroprotectora AKT/GSK3β provocando 

neurodegeneración (figura 15). 

 

 

Figura 15. Alzheimer y diabetes tipo III. (de la Monte 2012b) 

 

El proceso de envejecimiento y la esperanza de vida también están 

condicionados por la vía de la insulina. Un estado de resistencia a la insulina 

vuelve las neuronas más vulnerables al estrés oxidativos y altera la plasticidad 

sináptica. Además, el aumento de los niveles plasmáticos de glucosa, 

característico del envejecimiento, es responsable del daño a la estructura del 

hipocampo, de la hiperfosforilación de las proteínas tau y de la reducción en la 

actividad de la enzima degradadora de insulina (IDE). 

La enzima degradora de insulina (IDE) es una Zn2+-metaloproteasas de 113 KDa, 

altamente conservada, presente en el medio extracelular, en los peroxisomas y 

las mitocondrias. Los sustratos para las IDE son la cadena βde la insulina, lo 

péptidos Aβ, la amilina y el glucagón. En condiciones de resistencia a insulina IDE 
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reduce su actividad permitiendo un incremento de los péptidos Aβ, fenómeno 

que a su vez reduce la actividad de IDE provocando un circuito de 

retroalimentación positiva (Zhao et al. 2007). 

A pesar de la estrecha relación entre las dos enfermedades, no queda claro si la 

aparición de resistencia a insulina tiene lugar antes o después de la acumulación 

del fragmento Aβ. Sin embargo, los pacientes con DM2 tienen mayor riesgo de 

desarrollar MCI, demencia y EA. Además, los pacientes con EA tratados con 

insulina intranasal mejoran sus puntaciones en test conductuales (Formiga & 

Pérez-Maraver 2014).  

En cuanto a la administración intranasal crónica de insulina, se ha observado que 

mejora el rendimiento cognitivo en individuos no dementes y con EA (sin alterar 

los niveles de glucosa o insulina plasmática), y ha sido demostrado que la 

administración aguda de insulina mejora la memoria declarativa en pacientes con 

EA (de la Monte 2012b; I. Clark et al. 2012; Freiherr et al. 2013).  Además la 

administración de antidiabéticos sensibilizadores de la insulina, como la 

rosiglitazona, ralentiza el declive cognitivo en pacientes con EA (Watson et al. 

2005).  
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2. Metabolismo en el sistema nervioso central y en la EA 

El cerebro humano representa el 2% del peso total del cuerpo y para su 

funcionamiento energético requiere hasta el 20% del oxígeno y el 25% de la 

glucosa totales, llegando en algunas ocasiones a gastar hasta el 50% (Peters et al. 

2007). 

Aproximadamente el 75% de la energía consumida por el cerebro es utilizada en 

procesos de señalización, mientras que el restante 25% es utilizado para 

actividades esenciales celulares como la síntesis y degradación de proteínas y de 

fosfolípidos (Attwell & Laughlin 2001; Alle et al. 2009).  

La situación particular del cerebro respecto al resto de los órganos del cuerpo se 

caracteriza por su aislamiento químico mediante BHE. La BHE regula la 

permeabilidad del endotelio vascular del SNC. Solo pueden atravesarla el agua, 

gases como el oxígeno y el CO2, determinadas moléculas liposolubles muy 

pequeñas (<400-600 Da) y moléculas orgánicas con sistemas de transporte 

específico y regulado. 

La glucosa pasa la barrera mediante un transportador de glucosa GLUT-1 

específicos de la familia (GLUTs); una vez dentro de las células interviene una 

hexoquinasa para producir glucosa-6-fosfato. Al igual que en otros órganos, la 

glucosa 6-fosfato puede ser procesada a través de diferentes vías metabólicas, 

(Bélanger et al. 2011), siendo las principales la glucólisis, el ciclo de ácidos 

tricarboxílicos (TCA) o ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa (cadena de 

transporte de electrones). 

La captación de glucosa mediante transportadores pasivos es estimulada por la 

insulina. Concretamente, la insulina induce un cambio de ubicación celular del 

transportador que se transloca desde los compartimentos citoplasmáticos hasta 

la membrana superficial, lo que conlleva un aumento de la captación de glucosa 

plasmática.  

En general, la glucosa en el cerebro se oxida casi en su totalidad a CO2 y agua 

(Clarke & Sokoloff 1999). En las neuronas la glucosa es el principal sustrato para 

la producción de energía, aunque en determinadas circunstancias como el ayuno 

o el esfuerzo físico intenso se pueden utilizar otros substratos energéticos 

derivados de la sangre, como los cuerpos cetónicos (Bélanger et al. 2011) o el 

lactato (van Hall et al. 2009).  

En situaciones patológicas de resistencia a la insulina o DM, las neuronas no 

disponen de glucosa suficiente para su metabolismo energético; por lo tanto se 

producen adaptaciones metabólicas que dan lugar a la producción de cuerpos 

cetónicos en las mitocondrias de los hepatocitos. Estos cuerpos cetónicos, cuyos 
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representantes principales son el acetoacetato y el 3-D-β-hidroxibutirato, van a 

ser el sustrato energético alternativo para las neuronas.  

Esto significa que el principal papel fisiológico de los cuerpos cetónicos es 

transferir la energía derivada de los lípidos del hígado a los tejidos periféricos, de 

manera que en periodos de hipoglucemia o situaciones patológicas las células de 

los varios tejidos dispongan de un substrato alternativo para mantener la 

homeostasis energética. Bajo esas condiciones anómalas, la supervivencia 

cerebral será fuertemente (aunque no únicamente) dependiente de las reservas 

de triglicéridos periféricos (Peters et al. 2007). 

Cabe destacar que en humanos, en periodos prolongados de ayuno o resistencia 

a insulina, los cuerpos cetónicos aportan aproximadamente el 75% de las 

necesidades energéticas del cerebro (Cahill 2006). 

Los cuerpos cetónicos son sustancias hidrofílicas que no atraviesan fácilmente la 

BHE por lo que necesitan de proteínas transportadoras como los transportadores 

de monocarboxilatos. A largo plazo, la cetonemia causada por el ayuno 

prolongado o la cetoacidosis diabética induce un aumento de la actividad de esas 

proteínas transportadoras que conducen los cuerpos cetónicos hacia el cerebro. 

Aunque es asumido que es el hepatocito quien suministra los cuerpos cetónicos 

al resto de órganos, existen también ciertas evidencias que demuestran in vitro 

que los astrocitos proveen de cuerpos cetónicos in situ a las neuronas, y 

aumentan las posibilidades metabólicas de supervivencia neuronal (Guzmán et 

al. 2001). También se han encontrado indicios de que los astrocitos podrían 

producir cuerpos cetónicos in vivo a partir de ácidos grasos y ceramidas (Guzmán 

et al. 2001; Velasco et al. 2005). 

La insulina regula la captación de la glucosa por parte del hipotálamo, por lo tanto 

una alteración en la vía de señalización de la insulina en esta zona del cerebro 

puede provocar un estado de resistencia a la insulina parecido a lo que se verifica 

en la DM2 y contribuir a largo plazo a la aparición de un déficit cognitivo (Gelling 

et al. 2006).  

El control energético celular se produce en el hipotálamo gracias a equilibrios 
entre diferentes hormonas y adipocinas. Entre ellas las más importantes son la 
insulina y la leptina.  

Entre la leptina y la insulina existe una retroalimentación negativa que permite 

que se regulen mutuamente (Morioka et al. 2007). Así, la leptina inhibe la 

producción de insulina en las células β del páncreas, mientras que la insulina 

estimula la producción de leptina en el adipocito. Sin embargo, en un estado de 

resistencia a leptina caracterizado por hiperleptinemia, esa regulación recíproca 

entre las dos moléculas se altera: la leptina deja de inhibir la producción de 

insulina en el páncreas induciendo una fase de hiperinsulinemia y resistencia a 
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esta hormona. Tanto la leptina como la insulina actúan centralmente para inhibir 

la ingesta de alimentos y para aumentar el gasto  energético (Morton & Schwartz 

2011) aunque no se conozcan los mecanismos. 

Cuando este equilibrio homeostático se ve alterado, aumenta el riesgo de sufrir 

procesos neurodegenerativos. Se ha descrito que la leptina puede actuar 

disminuyendo la actividad de la β-secretasa, lo que disminuiría los depósitos de 

péptido β-amiloide y de tau (Bonda et al. 2014). Por otro lado, se ha descrito que 

la disponibilidad de leptina en el cerebro de individuos obesos estaría disminuida 

por dificultades en su transporte a través de la barrera hematoencefálica (Wang 

et al. 2001). En conjunto, estos datos indican un vínculo de tipo bioquímico y 

molecular entre obesidad y la EA.  

 

2.1 Regulación metabólica en la EA 

Existen evidencias que ponen de manifiesto la importancia de una correcta 

regulación metabólica en la evolución de la EA; algunos ejemplos son: 

 La importancia de la dieta y la nutrición en la prevalencia de EA (Grant, 1999, 

2004). 

 Estudios en cultivos muestran que los lípidos activan las rutas 

amiloidogénicas (Puglielli y col., 2003).  

 La mayoría de pacientes con EA sufren de alguna forma de resistencia a la 

insulina (Fishel y col., 2005). 

 La hormona leptina esta atenuada en pacientes con EA (Power y col., 2001; 

Lieb y col., 2009).  

Por estos motivos no es sorprendente que moduladores del colesterol como las 

estatinas (Sparks y col., 2006), o de la glucosa, como la rosiglitazona (Risner y col., 

2006) o la insulina misma (Craft y col., 2012) se estén evaluando como 

potenciales agentes terapéuticos frente a la EA. 

Las dos hormonas que se han estudiado en detalle en el presente trabajo son la 

insulina y la leptina (Pedros et al. 2016). 

 

2.1.1 Insulina 

La insulina es una hormona polipeptídica formada por 51 aminoácidos, producida 

y segregada por las células beta de los islotes de Langerhans del páncreas. El 

principal estímulo que desencadena la secreción de insulina es la glucosa; sin 

embargo, otros nutrientes, como aminoácidos, ácidos grasos y cuerpos 

cetónicos, también contribuyen a su liberación, sin olvidar la modulación 

producida por hormonas gastrointestinales y pancreáticas, así como por 
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neurotransmisores adrenérgicos, colinérgicos o excitatorios (por ejemplo el 

glutamato) (Gammelsaeter et al. 2011). 

El origen de la insulina en el cerebro sigue siendo motivo de controversia. La 

mayoría de la insulina central deriva de la síntesis pancreática y es transportada 

al cerebro a través del LCR (Salkovic-Petrisic & Hoyer 2007; Bingham et al. 2002). 

Sin embargo algunas evidencias sugieren que una parte sea sintetizada de novo 

en el cerebro, ya que se ha descrito la existencia de mRNA de pre proinsulina I y 

II a nivel central (Schechter & Abboud 2001). 

Se ha documentado que la insulina puede ejercer acciones pleiotrópicas en el 

cerebro (Cardoso et al., 2009). En otras palabras, además de ser el principal 

regulador metábolico, la insulina también posee funciones como 

neuromodulador y substancia neuroendocrina, desarrollando un papel 

importante en el crecimiento y la supervivencia neuronal (Candeias et al. 2012). 

Efectivamente, datos emergentes sugieren que la vía de señalización de la 

insulina está implicada en la plasticidad sináptica mediante varios mecanismos 

como por ejemplo la modulación de la actividad de receptores excitatorios e 

inhibitorios (glutamato y GABA) y la activación de cascadas de transducción de 

señales que  regulan la memoria a largo plazo (Zhao et al. 2004).  

La insulina ejerce su acción uniéndose a su receptor específico, denominado 

receptor de insulina (RI). Este receptor está presente en prácticamente todos los 

tejidos de mamíferos, incluso en el cerebro. Los receptores de insulina son 

abundantes en muchas regiones del cerebro y su densidad es más elevada en las 

regiones del bulbo olfatorio, de la corteza cerebral, del hipocampo, del cerebelo 

y del hipotálamo.  

Los RI pertenecen a la clase de receptores tirosina cinasa; cuando la insulina se 

une al receptor, se produce la fosforilación del dominio intracelular y se inicia la 

actividad tirosina cinasa del receptor. Tras esta autofosforilación, el receptor 

fosforila a su vez a un número de substratos intracelulares con residuos 

específicos de tirosina y, de este modo, desencadena la señalización intracelular. 

Esta familia de sustratos está compuesta por las proteínas IRS (Insulin Receptor 

Substrate). En el cerebro los más importantes son IRS1, IRS2 e IRS4. En este 

punto, el RI puede activar dos vías de señalización: la vía de la PI3K (fosfoinositol-

3 cinasa) y la vía de las MAPK cinasas (figura 16).  

La insulina promueve la actividad de las neuronas hipocampales piramidales y la 

utilización de glucosa en la corteza entorrinal y en el hipocampo, favoreciendo el 

crecimiento neuronal y aumentando la potenciación a largo plazo (LTP) a través 

de aumento en la actividad de receptores NMDA (fosforilación de subunidades 

GluN2A y GluN2B).  
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Además, se ha descrito que la inducción de LTP en el giro dentado de rata es 

inhibido por wortmannina, un potente inhibidor de PI3K (Kelly et al. 2000); esto 

confirmaría el papel de la vía de la insulina en este efecto. También la insulina 

puede inducir cambios en la transmisión sináptica esencial para formar la base 

de la memoria y el aprendizaje (van der Heide et al. 2005). 

 

 

Figura 16. Representación esquemática del RI. La unión de la insulina a su receptor recluta proteínas 

Shc y sustratos de receptor de insulina (IRS). La fosforilación de IRS activa PI3K y ésta, tras una cascada 

compleja, activará fosforilando a AKT, con su implicación en distintos procesos mediante la activación 

de proteínas como mTOR, GSK3β, PKC. A su vez, un sustrato de AKT (AS160) es fosforilado para 

permitir la traslocación de glucosa a través de transportadores sensibles a insulina (GLUT4). 

Alternativamente, fosforilación de Shc activa la vía MAPK, implicada en proliferación celular. (Korc 

2003) 

La relación entre resistencia a la insulina en el cerebro y enfermedad de 

Alzheimer ha sido ampliamente descrita, aunque los mecanismos moleculares a 

la base de esa conexión no son del todo conocidos. La vía de señalización de la 

insulina a nivel central implica la activación de la PI3-K/Akt que a la vez fosforila 

la cinasa GSK3beta en un residuo de Serina (Ser9). La fosforilación en serina, en 

lugar de tirosina, inhibe la actividad de la enzima. En la enfermedad de Alzheimer 

resultan inhibidas tanto la isoforma α como la isoforma citosólica β de la GSK3β.  

Se ha demostrado que la GSK-3α regula la formación de péptidos β- amiloide a 

nivel central. En consecuencia, la insulina también podría desarrollar un función 

importante en este proceso a través de la vía PI3-K dependiente. Efectivamente 

Solano y colaboradores describieron que la vía de la insulina afecta a la liberación 
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de β-amiloide soluble y especularon que el mecanismo podría implicar la 

regulación del tráfico vesicular (Solano et al. 2000).   

Gasparini y colegas (2001) observaron que la insulina es capaz de disminuir la 

acumulación intraneuronal de beta-amiloide Aβ mediante la aceleración de 

tráfico de AβPP/Aβ desde la red trans-Golgi hacia la membrana plasmática 

(Gasparini et al. 2001).  

Por otro lado, la isoforma GSK-3β está implicada en la fosforilación de la proteína 

tau. Hong y Lee utilizaron cultivos de células neuronales humanas para 

demonstrar que la GSK-3β es capaz de fosforilar tau y consecuentemente reducir 

su afinidad por los microtúbulos. Al contrario, la estimulación con insulina reduce 

la fosforilación de tau y promueve la unión de los microtúbulos; este efecto de la 

insulina está mediado por la activación de la cascada PI3-K/Akt que conduce a la 

inhibición de la GSK-3β (Hong & Lee 1997). 

La función de la insulina en los procesos de aprendizaje y memoria no está del 

todo claro, aunque se ha descrito que las vías de PI3-K y de MAPK están 

implicadas.  Más en específico, la cinasa ERK1/2 tiene un papel esencial en la 

supervivencia neuronal  (Xia et al. 1995) y en la plasticidad sináptica relacionada 

con los proceso de aprendizaje y memoria (Davis & Laroche 2006).  

En el cerebro de los mamíferos, la insulina tiene también efectos anorexigénicos, 

induce pérdida de peso corporal y regula el control hipotalámico sobre la ingesta 

de alimentos. Es capaz de regular la homeostasis de la glucosa periférica gracias 

a la estimulación de las neuronas productoras de proopiomelacortina (POMC) y 

de péptido relacionado con Agouti (AgRP). Estos efectos están mediados por la 

vía AKT/PI3K.  

Por otro lado, un estado de hiperinsulinemia podría inhibir la degradación de Aβ, 

bloqueando competitivamente la IDE (Farris et al. 2003). Esto es precisamente lo 

que puede ocurrir en diabéticos o individuos resistentes a la insulina: la cantidad 

elevada de insulina presente en el cerebro compite con el Aβ en la unión al IDE 

(Qiu et al. 2006) y como consecuencia desaparece la protección ofrecida por esta 

enzima frente a la formación de placas seniles y frente a la acción tóxica de los 

oligómeros. Confirmando esta hipótesis, estudios histopatológicos han 

demostrado que en cerebros de pacientes con EA hay una menor expresión de 

IDE (McDermott et al. 1997; Vekrellis et al. 2000), fenómeno que provocaría un 

aumento del contenido de Aβ (Miller et al. 2003; Farris et al. 2003).  

También se ha observado que ratones Tg2576 alimentados con dietas ricas en 

grasas se caracterizan por una menor actividad de IDE y por la acumulación del 

péptido Aβ (Zhao et al. 2004). Además en ratones knock-out para IDE hay una 

menor degradación de Aβ (Farris et al. 2003). 
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En resumen, la insulina es, sin duda, crucial para la función normal del cerebro. 

Por lo tanto, no es sorprendente que las perturbaciones sobre la función cerebral 

de la insulina y la transducción de señal de la insulina se hayan asociado a 

trastornos patológicos como la EA.   

 

2.1.2 Leptina 

La leptina es una hormona peptídica de 16 KDa producto del gen ob. La secuencia 

aminoacídica de la leptina, así como indican los datos cristalográficos (Zhang et 

al. 1997), adopta una estructura helicoidal de 3 dimensiones similar a la de 

algunas citoquinas. 

La leptina es sintetizada principalmente por los adipocitos en el tejido adiposo 

blanco (Zhang et al. 1994), pero también se ha encontrado en la placenta (Senaris 

y col., 1997), en el estómago (Bado et al. 1998) y en el cerebro (Wiesner et al. 

1999). La leptina modula la disponibilidad de energía metabólica (Schwartz et al. 

2000), permite el almacenamiento o movilización de la grasa y es capaz de 

aumentar la sensibilidad a la insulina (Shimomura et al. 1999; Morton et al. 2005; 

Morton & Schwartz 2011; Amitani et al. 2013).  

Se ha observado que los roedores obesos presentan resistencia a la leptina, en 

algunos casos debido al programa genético o perinatal (resistencia primaria), 

aunque normalmente esta resistencia aparece en respuesta a elevados niveles 

de leptina (resistencia secundaria). La resistencia secundaria causada por la 

leptina puede ser el resultado de un transporte reducido de la hormona al 

cerebro o de una disminución de su vía de señalización.  

Existen cinco isoformas de receptores de leptina (Ob R, a-e). Los receptores Ob 

pertenecen a la familia de los receptores interleuquina-6 que a su vez proceden 

de la superfamilia de receptores de citoquinas clase I (Lee et al. 1996). Existen 

tres agrupaciones estructurales de los receptores: cortos (Ob-Ra, c, y d), largos 

(Ob Rb) y solubles (Ob-Re) (Hegyi et al. 2004).  

Se cree que muchas de las acciones fisiológicas de la leptina se deben a la forma 

larga del receptor, debido a su mayor capacidad de activar cascadas de 

señalización. Las formas cortas están menos implicadas en la señalización 

intracelular. Parece que su función principal sea favorecer la transferencia de la 

leptina desde el torrente sanguíneo al interior del cerebro a través de la barrera 

hematoencefálica. 

Aunque el ObRb se expresa en todo el SNC, es especialmente abundante en el 

hipotálamo, donde regula la homeostasis energética (reducción del apetito y 

aumento del gasto energético) y ejerce sus funciones neuroendocrinas. 
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A través de su receptor, la leptina actúa sobre ciertas neuronas hipotalámicas, en 

particular las neuronas del núcleo arcuato productoras de proopiomelanocortina 

(POMC) y las relacionadas con la proteína agouti (AgRP). Las neuronas POMC son 

anorexigénicas. La rotura proteolítica de la POMC da lugar a alfa-MSH que 

estimula los receptores de la melanocortina 3 y 4 (MC3R, MC4R), muy 

importantes en la homeostasis energética. Por el contrario, las neuronas AgRP 

son orexigénicas e inhiben la actividad de las neuronas POMC mediante la 

liberación del ácido gamma-amino-butírico; ademásesas neuronas secretan los 

neuropéptidos orexigénicos AgRP e Y (NPY), los cuales antagonizan MC3R y 

MC4R. La leptina inhibe la expresión de AgRP y NPY, reduce la excitabilidad de las 

neuronas AgRP, así como la liberación del ácido gamma-amino-butírico por las 

mismas. Por otra parte, en el hipotálamo, la leptina actúa sobre neuronas que 

directa o indirectamente regulan el nivel de otras hormonas circulantes 

(hormonas tiroideas, GH, hormonas sexuales) 

La unión de la leptina al receptor altera la conformación del homodímero de Ob-

Rb, permitiendo la trans fosforilación y activación de las JAK2 intracelulares 

asociadas al Ob-Rb. La molécula JAK2 activada fosforila entonces otros residuos 

tirosina del complejo Ob-Rb-JAK2 para mediar la cascada de señalización. Se ha 

descrito la existencia de 4 residuos tirosina (Tyr) en el dominio intracelular del 

Ob-Rb que son fosforilados y participan en la cascada de señalización de leptina: 

Tyr1138, Tyr985, Tyr974 y Tyr1077 (Myers et al. 2008). 

Los receptores de leptina e insulina están estrechamente conectados por las 

mismas vías de señalización; de hecho, ambas controlan directamente la 

actividad de los circuitos neuronales implicados en los mecanismos de 

recompensa asociados a la ingesta de alimentos en el hipotálamo (Könner et al. 

2009). 

La activación de los receptores de insulina, leptina y otra adipocina (la prolactina) 

pone en marcha diversas vías de señalización intracelular que se describen a 

continuación: 

 

 Vía de señalización JAK-STATs 

La unión de leptina a Ob-Rb activa JAK2, ocasionando la fosforilación de residuos 

específicos. La fosforilación de Tyr1138 es fundamental en la señalización del 

receptor ya que recluta el transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3) hacia el complejo leptina-Ob-Rb-JAK2. De esta forma se genera la 

fosforilación y la posterior traslocación de STAT3 como dímero fosforilado al 

núcleo, para mediar la regulación de la transcripción de genes diana (Münzberg 

& Myers 2005). Entre los genes regulados por STAT3 está el supresor 3 de 

señalización de citoquinas (SOCS-3). La molécula SOCS-3 es miembro de la familia 
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de proteínas con dominios SH2 (dominios que contiene sitios específicos de 

unión para residuos de tirosina fosforilados) y está compuesta por una región 

amino terminal variable, un dominio central SH2 y un dominio carboxilo terminal 

llamado caja SOCS. La señalización de la leptina puede ser bloqueada por SOCS3. 

De hecho, la hiperleptinemia que acompaña la obesidad incrementa la expresión 

de SOCS-3 dando lugar a una reducción de la sensibilidad a la leptina.  

Otra vía descrita es la que implica la fosforilación y la regulación transcripcional 

de STAT5 por la leptina; esta vía está mediada por el residuo Tyr1077, aunque el 

residuo Tyr1138 también contribuye a la activación de STAT5 (Myers et al. 2008). 

Se ha sugerido que la vía JAK2-STAT5 estaría relacionada con procesos de 

angiogénesis (Frühbeck 2006).  

 

 Vía de señalización PI3K-AKT-GSK3β 

El receptor de insulina es un dímero, unido por un puente disulfuro, que consta 

de una subunidad α y una subunidad β. Cuando éste se una a la insulina, el 

receptor se autofosforila creando un sitio de unión para el substrato del receptor 

de insulina (IRS) y este último activa a la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K). La 

leptina puede mediar la fosforilación de IRS y regular la vía de señalización de 

PI3K (Niswender et al. 2004; Benomar et al. 2005). Muchos estudios han 

demostrado que la leptina induce la actividad de AKT mediante la fosforilación 

en el residuo Ser473.  

La leptina e insulina también son responsables de la activación de la 

serina/treonina cinasa mammalian target of Rapamycin (mTOR) a través de la vía 

PI3K-AKT (Cota et al. 2008).  

mTOR es una cinasa conservada a lo largo de la evolución que modula la 

traducción de varios transcritos de ARN implicados en el crecimiento y 

proliferación celular (Hay & Sonenberg 2004) también participa en la regulación 

energética del cerebro (Orr et al. 2014) y alteraciones en la actividad están 

vinculados a la hiperfosforilación de tau mediante PKA, AKT, GSK3β y CDK5. 

 

 Vía de señalización ERK/MAPK 

Las ERK (quinasas reguladas por señales extracelulares) son proteínas implicadas 

en la consolidación de la memoria hipocampal. Son estimuladas directamente 

por la vía IRS a través de la fosforilación del residuo de Tyr985 del Ob-Rb; también 

se ha descrito una activación de ERK independiente de la fosforilación del 

receptor de la insulina que parece ser inducida por la cinasa JAK2 (Bates & Myers 

2003). La fosforilación del residuo de Tyr985 propicia la activación de SHP-2 que 
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posteriormente se enlaza a GRB-2 y promueve la cascada de señalización de ERK. 

Este es el primer paso de la vía de señalización canónica de las quinasas reguladas 

extracelularmente (ERK)-p21-ras. La activación de ERK por leptina ha sido 

relacionada con la fosforilación ribosomal de la proteína S6 y su consecuente 

traducción. A nivel periférico, esta vía es relevante para los efectos de la leptina 

y de la insulina en la función inmune (Frühbeck 2006); a nivel hipocampal la vía 

está implicada en los procesos de LTP que afectan a los receptores NMDA 

(Shanley et al. 2001). 
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CAPÍTULO II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

El presente trabajo de tesis doctoral se enmarca en el contexto de lo que se 

conoce como hipótesis metabólica de la enfermedad de Alzheimer. En este 

contexto, las alteraciones en las vías de señalización de la insulina y de la leptina 

estarían implicadas en la etiología del proceso neurodegenerativo.  

De acuerdo con ello, los principales objetivos de la presente tesis doctoral se 

proponen evaluar el efecto de la obesidad y de la resistencia a insulina inducidas 

mediante una dieta rica en grasas en el proceso de amiloidogénesis y analizar los 

mecanismos moleculares implicados. 

En concreto: 

 

Objetivo 1: 

Caracterizar el fenotipo metabólico a nivel central y periférico en ratones 

APPswe/PS1dE9 de 3 y 6 meses de edad sometidos a una dieta estándar.  

1.1. Determinar si el estado transgénico afecta al metabolismo periférico de 

los carbohidratos  

1.2. Determinar si la vía de señalización de la insulina y de adipocinas como 

leptina están alteradas a nivel del hipocampo en ratones APP/PS1 de 3 

y 6 meses de edad  

1.3. Identificar los mecanismos moleculares que se encuentran alterados de 

forma temprana en un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer, 

previamente a la aparición de placas y a la pérdida de memoria en 

hipocampo de ratones APP/PS1 de 3 y 6 meses de edad,  

1.4. Determinar las alteraciones en el metabolismo periférico de colesterol 

y triglicéridos en animales APP/PS1 de 3 y 6 meses de edad. 

 

Objetivo 2. Caracterizar el fenotipo metabólico a nivel central y periférico en 

ratones APPswe/PS1dE9 de 6 meses de edad sometidos a una dieta rica en grasas 

HFAT. En concreto: 
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1. Determinar si la dieta grasa afecta al metabolismo periférico de la glucosa 

en los ratones transgénicos y salvajes  

2. Determinar si la exposición a una dieta grasa afecta a la memoria a corto 

plazo. 

3. Determinar si la dieta rica en grasa acelera los marcadores de la 

enfermedad, en particular el péptido amiloide y la fosforilación de la 

proteína Tau.  

4. Determinar si la exposición a la dieta grasa afecta a las vías de señalización 

de la vía de insulina y de adipocinas como leptina. 

5. Estudiar si la dieta grasa afecta a la cadena de transporte de electrones y 

a la biogénesis mitocondrial. 
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CAPÍTULO III. MATERIAL Y MÉTODOS  

3.1 Modelo experimental 

En la presente tesis ha sido utilizada como control la cepa de ratón C57BL/6. Se 

trata de ratones que presentan homogeneidad genética y fenotípica y por lo 

tanto son una excelente herramienta para la investigación.  

Los ratones transgénicos APP/PS1 se originan a partir de los C57BL/6 y han sido 

modificados para sobreexpresar dos proteínas responsables de la aparición del 

fenotipo característico de la enfermedad de Alzheimer familiar: una proteína 

quimérica ratón/humano de APP que contiene la mutación Sueca 

(K594M/N595L) y una proteína mutante humana presenilina PS1-dE9. Esta 

mutación de PS1 contiene una deleción del exón 9 que genera un aumento de la 

forma más agregante de Aβ, que consta de 42 residuos   (Aβ42) (Citron et al. 

1997), respecto a la  forma de 40 residuos mucho menos agregante  (Aβ40). 

Los ratones a los 4 meses de edad comienzan a presentar placas seniles tanto en 

la corteza como en el hipocampo (Garcia-Alloza et al. 2006), y entre los 6 y los 15 

meses presentan problemas de aprendizaje y memoria (Savonenko et al. 2005; 

Minkeviciene et al. 2008; Huang et al. 2011). Sin embargo, no sufren otras 

alteraciones de comportamiento, como la ansiedad (Webster et al. 2013). Estos 

animales presentan niveles elevados de algunos marcadores de la inflamación 

como IL-1β y TNFα (Babcock et al. 2015). 

 

3.2 Genotipado  

La confirmación del genotipo de los ratones APP/PS1 se realizó a partir de DNA 

genómico extraído de la cola del ratón. El tejido se almacenó a -20 ºC hasta su 

utilización para extraer el DNA. Sucesivamente el DNA obtenido se utilizó para 

realizar su análisis por PCR. La extracción del DNA a partir del tejido se realizó con 

DirectPCR lisis reagent (ViagenBiotech) y siguiendo el protocolo descrito por el 

productor. 

 

Extracción de DNA 

El primer paso en la extracción de DNA consistió en la obtención de tejido, a partir 

de un corte de 0,5-1cm de la cola del ratón. Posteriormente, este tejido se incubó 

con 100 µl de DirectPCR lysis reagent (ViagenBiotech) y 0,2 mg/ml de proteinasa 

K (Roche) a 55 °C durante toda la noche. A continuación el tejido se calentó a 85 

°C durante 45 min y se centrifugó 3 min a 13000 g. Finalmente, se recuperó el 

sobrenadante y se guardó a -20 °C hasta su uso posterior.  
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Los reactivos no provistos con el kit fueron el agua Milli-Q estéril, el tampón TBE 
0.5x estéril (0.045 M Tris-borato, 0,001 M EDTA en agua Milli-Q) y los 
oligonucleótidos (Sigma-Aldrich): 

 

Para PS1:  5´-atagagaacggcaggagca-3´  

5´-gccatgagggcactaatcat-3´ 

Para APP:  5´-gactgaccactcgaccaggttctg-3´  

5´-cttgtaagttggattctcatatccg3´ 

 

 

Amplificación del DNA genómico mediante (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificación de 

fragmentos de DNA hasta niveles que puedan ser fácilmente detectables. Para 

ello, se necesita el enzima DNA polimerasa y dos oligonucleótidos específicos 

complementarios a secuencias presentes en casa una de las cadenas de DNA, y 

que limitan el fragmento de DNA a amplificar.  

La mezcla de reacción para la técnica de PCR se preparó siguiendo las 

instrucciones del kit Go Taq® Green Master Mix (Promega), para un volumen final 

de 20 µl de reacción. 

La amplificación de la PCR se llevó a cabo en UN termociclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems).  

A continuación, se realizó el análisis de los fragmentos amplificados en un gel de 

agarosa al 2 % en tampón TBE (Tris 10,8 g/L, Ácido Bórico 5.5 g/L y 4 ml EDTA 0.5 

M pH 8.0), que contenía RedSafe DNA Stain (ChemBio) a una dilución de 1:20000. 

Para ello, se cargó un volumen de 10 µl de muestra en cada pozo y se inició la 

separación de las muestras a 90 V, durante 30 min. Una vez acabada esta 

migración, se observó el gel mediante un transiluminador de luz ultravioleta 

(MiniBis Pro, Dnr), permitiendo visualizar las bandas de DNA resultado de la 

amplificación por PCR. 

 

3.3 Dieta 

Los ratones fueron destetados a las 3 semanas y alimentados, durante los 

siguientes 6 meses, con una dieta rica en grasas que consiste en 25% de grasa 

(45% kcal), aceite de coco principalmente hidrogenado, 21% de proteína (16 

kcal%), y 49% de carbohidratos (39% kcal); Cat # D08061110 (Research Diet Inc 

New Brunswick, EE.UU). La dieta control #2018 (Harlan Laboratories). En la tabla 

3 podemos comparar las dos dietas.  
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Es importante remarcar que la dieta se administró justo en el momento del 

destete. El efecto nocivo la dieta rica en grasa no es el mismo si se administra en 

ratones adultos que en jóvenes, (Boitard et al. 2012).  El peso de los ratones se 

registró semanalmente.  

 

Tabla 3. Macronutrientes de las dietas administradas 

Producto Dieta control  Dieta grasa 

 kcal % kcal % 

Proteína 24 16,4 

Carbohidratos 58 38,6 

Grasas 18 45,0 

Total 100 100 

 

3.4 Protocolos experimentales 

Primer y segundo artículo 

El diseño experimental de los dos primeros artículos es muy similar, porque 
persiguen el mismo objetivo: caracterizar y conocer los trastornos metabólicos 
implicados en el desarrollo del EA.  

Se generaron cuatro grupos según las variables cepa y edad. Para el desarrollo 

experimental cada grupo contenía mínimo una N=10. En el siguiente esquema 

están representados los 4 grupos utilizados: wild type (WT) y APP/PS1 de 6 meses 

y WT y APP/PS1 de 3 meses.  

Los ratones fueron genotipados en el momento del destete y repartidos en jaulas 

sin tener en cuenta el genotipo. Para el experimento se seleccionaron solo los 

que eran machos y hermanos de camada (litter mice)   

Elegimos dos edades distintas (3 y 6 meses) porqué queríamos evaluar dos 

estadios diferentes de la enfermedad: el estadio precoz, anterior a la formación 

de placas amiloidogénicas (ratones de 3meses) y el estadio avanzado 

caracterizado por la presencia de placas (ratones de 6 meses). 

Durante el transcurso de vida de los ratones se midió el peso una vez por semana, 

y un mes antes del sacrificio se realizaron el test de conducta, las curvas de 

glucosa e insulina y las lecturas de triglicéridos y colesterol. Cuando se 

sacrificaron los ratones se extrajeron los tejidos del   córtex y del hipocampo para 

el sucesivo análisis genético y proteico. 
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Figura 17. Diagrama experimental. Estudios 1 y 2 

 

Tercer artículo 

El diseño experimental varía respecto a los dos anteriores. Eliminamos la variable 

temporal, seleccionamos sólo ratones de 6 meses y añadimos la dieta HF. Por lo 

que tenemos los siguientes grupos: wild type (WT) y APP de 6 meses y WT HFAT 

y APP HFAT de 6 meses. 

 

 

Figura 18. Diagrama experimental. Estudio 3 

 

Durante el transcurso de vida de los ratones se midió el peso, y un mes antes de 

sacrificio se realizó el test de conducta, las curvas de glucosa e insulina y las 

lecturas de triglicéridos y colesterol. Cuando se sacrifican los ratones se extrajo 

el córtex y el hipocampo para el análisis genético y proteico. 
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3.5 Medidas de triglicéridos y colesterol 

La determinación de las concentraciones de triglicéridos y colesterol se realizó 

mediante el detector Accutrend® Plus System (Roche Farma) utilizando las 

siguientes tiras reactivas: 

 Triglicéridos: Accutrend Triglycerides; ref.11538144, Roche Farma; con 

un margen de detección de 70-600 mg/dl. 

 Colesterol: Accutrend Cholesterol; ref.11418262, Roche Farma; con un 

margen de detección de 150-300 mg/dl 

 

3.6 Test de conducta NORT 

El novel object recognition test (NORT) es un test ampliamente descrito que se 

utiliza para evaluar el aprendizaje y la memoria (Aso et al. 2012; Antunes & Biala 

2012). Las zonas del cerebro involucradas en este test son principalmente el 

hipocampo y la corteza perirrinal. Se trata de una prueba de conducta basada en 

el reconocimiento de objetos. Consiste en colocar un ratón en un laberinto en 

forma de L (Panlab, Barcelona, España) que contiene dos objetos idénticos en el 

extremo de los brazos y permitiendo que el ratón pueda explorar libremente el 

aparato durante 10 minutos. Transcurridas 24 h desde la sesión de 

entrenamiento, el animal se vuelve a colocar en el laberinto, pero esta vez uno 

de los dos objetos familiares ha sido reemplazado por un objeto nuevo. El tiempo 

que el animal dedica a explorar los dos objetos se registra y se cuantifica, 

mediante un índice de reconocimiento que depende del tiempo que interactúa y 

explora el objeto nuevo y el familiar. Los animales que exhiben alteraciones de la 

memoria puntúan un índice de reconocimiento menor. 

 

3.7 Test de intolerancia a la glucosa y a la insulina  

El test de intolerancia a la glucosa (IP-GTT) y el test de intolerancia a la insulina 

(ITT) son determinaciones que se realizaron con el objetivo de conocer el tiempo 

que los ratones tardan en metabolizar la glucosa y la insulina inyectada 

intraperitionalmente. 

Estas determinaciones se realizaron una semana antes del sacrificio de los 

mismos, transcurrido un ayuno de 6 horas, se les inyectó glucosa por vía 

intraperitonealmente a razón de 1 gramo por kg de peso corporal, a partir de una 

solución de 0,4 g glucosa/ml preparada en NaCl 0,9% (p/v). 

Se determinó la concentración de glucosa en sangre a los 0, 15, 30, 45, 60 y 120 

minutos posteriores a la administración de glucosa. La sangre se obtuvo a partir 

de un pequeño corte en el ápice de la cola del animal y la concentración de 
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glucosa se determinó gracias al uso de tiras reactivas especiales para un 

glucómetro (Bayer Diagnostic) 

Para la determinación de la curva de insulina, a los 0, 15, 30, 45 y 60 minutos 

posteriores a la administración de insulina 0,25 UI/kg de insulina humana (Lilly) 

diluida en solución salina. 

 

3.8 Tinciones histológicas 

Fijación tisular por perfusión cardiaca 

Antes de proceder a la fijación del tejido, los ratones fueron anestesiados 

mediante la administración intraperitoneal de una mezcla de ketamina (Ketolar, 

Pfizer) a una dosis de 100 mg/Kg y xilacina (Rompun, Bayer) a una dosis de 10 

mg/Kg. Posteriormente, se procedió a la fijación de los  órganos  mediante 

perfusión intracardiaca con una solución de paraformaldheido al 4 % (PFA) 

(Panreac) en tampón fosfato (PB) 0.1 M (K2HPO4 14 g/L, NaH2PO4.H2O 26.5 g/L). 

Una vez finalizada la fijación intracardiaca, se extrajeron los cerebros de cada 

animal perfundido y se realizó una post-fijación en la misma solución de 

perfusión durante 24 h a 4 °C. A continuación, se llevó a cabo un proceso de 

crioprotección de 48-72 h en PFA 4 % y sacarosa 30 % en PB 0.1 M. Finalmente 

los cerebros se congelaron en hielo seco y se guardaron a -80 °C para la posterior 

realización de secciones coronales de 20 µm de grosor a una temperatura de -20 

°C. Dichos cortes se realizaron con el criostato (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) y se guardaron en solución crioprotectora (glicerol 30 %, etilenglicol 30 

% en PB 0.1 M) a -20 °C hasta el momento de su utilización. 

 

Inmunoflorescencia de tioflavina S 

La Tioflavina-S (TS) es una fluoresceína verde que se une de forma específica a 
las placas seniles que poseen una conformación de hoja β plegada y a los ovillos 
neurofibrilares. 

Los cortes coronales se descongelaron y se rehidrataron en PBS 0,1 M durante 10 
minutos. Se incubaron con tioflavina al 0,3% (Sigma-Aldrich) durante 20 min a 
temperatura ambiente en una sala oscura, para preservarlos de la luz.  

Tras este paso, los cortes se lavaron tres veces en etanol al 80% durante 5 
minutos y dos veces etanol 90%. Luego, se montaron usando 
Fluoromount®(EMS). Las imágenes se obtuvieron con un microscopio de 
fluorescencia (BX41; Olympus)  
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Tinción de Hoechst 33342 

El colorante Hoechst 33342, también denominado de bisbenzimida H33342 

(Sigma-Aldrich), es un colorante específico para regiones del DNA que son ricas 

en adenina y timina. Se puede utilizar tanto para la detección de DNA en 

muestras tisulares, como en células en cultivo. Es un fluorocromo permeable a la 

membrana plasmática que se excita a una longitud de onda de 343 nm (luz 

ultravioleta) y que emite fluorescencia azul correspondiente a una longitud de 

onda de 455 nm (Holmquist 1975). 

Los cortes coronales se descongelaron y se rehidrataron durante 10 minutos en 

PBS 0,1 M. Tras tres lavados de 5 min con PBS, estas secciones se incubaron con 

la solución del colorante a una concentración de 5 µM en PBS durante 20 min en 

condiciones de oscuridad. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS. 

 

3.9 Determinaciones mediante ELISA 

La técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: Ensayo de 

Inmunoadsorción Ligado a Enzima) es una técnica de ensayo inmunoenzimático 

que permite la detección tanto de antígenos como de anticuerpos (Engvall et al. 

1971). 

Se basa en la premisa de que un inmunoreactivo puede ser inmovilizado en una 

fase sólida y su reactivo recíproco puede unirse a una enzima; en ambos casos 

las sustancias retienen su actividad inmunológica donde la reacción inmunógeno-

anticuerpo es monitorizada midiendo la actividad colorimétrica producida por 

launa enzima. 

Mediante esta técnica se analizaron la insulina en suero, y los fragmentos Aβ40 

y Aβ42 humanos y de ratón en sus formas solubles e insolubles aislados del de 

córtex de ratones con seis horas de ayuno. 

 

Insulina  

En el momento del sacrificio de los animales, la sangre obtenida a partir de la 

punción cardiaca se recogió en tubos colectores (Micro tube 1.1 ml Z-Gel, 

Sarstedt). Seguidamente, éstos se centrifugaron a 5000 xg durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, para la obtención del plasma (sobrenadante), que se 

guardó a -80ºC hasta su posterior utilización. Los niveles de insulina se midieron 

con el kit comercial EZRMI-13K de MIllipore. 
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Aβ 40 y 42 

Las muestras fueron procesadas con PBS más inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (#539131, Calbiochem) y centrifugadas 10 min a 4000 xg. Se separó la 

fracción soluble mediante incubación de 3.5 horas con 5M de guanidina HCl/ 50 

mM Tris HCl en un agitador orbital. Los niveles de Aβ40 y Aβ42 humano y ratón 

soluble e insoluble se determinaron mediante los siguientes kits comerciales: 

KMB3481, KMB3441, KHB3481 y KHB3441 (Invitrogen). 

 

3.10 Western blot 

La técnica de Western blot permite determinar los niveles de una proteína 

específica y combina un proceso de migración electroforética con una 

inmunodetección. La electroforesis permite la separación de las proteínas en un 

gel de acrilamida en función de su masa molecular. Posteriormente, se lleva a 

cabo una transferencia de las proteínas a una membrana sintética, que actuará 

como soporte para llevar a cabo la detección de los niveles de una determinada 

proteína mediante el uso de anticuerpos específicos. 

 

Obtención de extractos totales de proteína 

El tejido obtenido por decapitación de los animales y destinado para la valoración 

proteica, fue homogenizado con 500µl de tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, 

NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100 1 % y cocktail de inhibidores de proteasas 

(Complete, Roche Diagnostics) mediante el homogeneizador (PT10-35, 

Metrohm). Posteriormente, los extractos homogenizados se centrifugaron a 

13000 g durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se guardó a -80 °C para su 

posterior utilización. La concentración proteica del extracto se determinó 

siguiendo el ensayo del ácido bicinconínico (BCA). 

 

Determinación de la concentración proteica: método del BCA 

La determinación de la concentración proteica se realizó mediante el método del 

ácido bicinconínico (BCA) (Pierce Company). Para ello, se añadieron 48 µl H2O 

MilliQ a 2µl de extracto proteico y a continuación se añadió 1 ml de reactivo de 

BCA (reactivo A + reactivo B, en proporción 50:1). Posteriormente, se incubó la 

mezcla durante 30 min a 65 °C y finalmente, tras dejarla enfriar 5 min, se procedió 

a la lectura de la absorbancia a 562 nm en un espectrofotómetro de microplaca 

(BioRad, Benchmark Plus). La concentración de proteína se determinó por 

interpolación de las lecturas de absorbancia obtenidas en una recta de calibrado 
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preparada con concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina (BSA, 2 

mg/ml, Pierce Company). 

 

Preparación de las muestras 

Para la preparación de las muestras, se tomaron volúmenes de proteína total 

equivalentes a 10 µg de proteína y se les añadió tampón de carga 2X (β-

mercaptoetanol 100mM, Tris-HCl 50mM pH 6.8, Glicerol 10%, SDS 

(Dodecilsulfato sódico 2% y azul de bromofenol 0.05%) a una proporción 1:1 con 

el volumen proteico. A continuación las muestras fueron colocadas en un baño 

seco (Techne DRI-BLOCK DB-2A) a 95 °C, durante 5 min, con la finalidad de 

desnaturalizar las proteínas. 

 

Electroforesis 

Las muestras fueron cargadas en un gel de electroforesis, que consta de dos 

fases: el gel concentrador, que permite concentrar las proteínas cargadas en el 

gel, y el gel separador, en el cual se separan las proteínas en función de su masa 

molecular. 

Una vez polimerizados los geles, éstos se colocaron dentro de una cubeta de 

electroforesis Miniprotean III (BioRad) con suficiente tampón de migración (Tris 

125 mM, Glicina 1,25 M, SDS 0.5 %) para que ambos extremos del gel queden en 

contacto con el tampón y permitir de esta manera cerrar el circuito. Finalmente, 

se cargaron las muestras en el gel, junto con un marcador estándar de peso 

molecular (Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards, 161- 0374; BioRad). 

La electroforesis se llevó a cabo a 90V-100 V el tiempo necesario para que la 

proteína se separara según su masa molecular. 

 

Transferencia de las proteínas a la membrana 

Una vez finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la transferencia proteica del 

gel a una membrana de polivinilideno (PVDF, 162-0177; BioRad), utilizando el 

sistema Mini Trans-Blot® (Bio-Rad). Este proceso permite la transferencia de las 

proteínas a la membrana, donde se realizará posteriormente la inmunodetección 

de las proteínas de interés. La transferencia se realizó a una intensidad de 

corriente eléctrica constante de 200 mA en tampón de transferencia (Tris 25mM, 

Glicina 190mM, Metanol 20%) y manteniendo la cubeta de transferencia a 4 °C 

durante todo el proceso. 
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Inmunodetección 

Para llevar a cabo la inmunodetección, se extrajeron las membranas de la cubeta 

de transferencia y se lavaron con TBS 1X-Tween® 0.1 % pH 7.4 (TBS-T: Tris 

24,25g/L, NaCl 80g/L y Tween 20 1ml/L) durante 5 min. Posteriormente, se 

incubaron las membranas durante toda la noche a 4 °C en una solución 

bloqueadora (5% BSA en TBS-T) que contenía el anticuerpo primario de interés a 

la concentración correspondiente. Tras tres lavados de 5 min con TBS-T, se 

procedió a la incubación de las membranas con el anticuerpo secundario 

conjugado a un enzima peroxidasa, en TBS-T a temperatura ambiente durante 1 

hora. 

Como paso final de la inmunodetección, se lavaron las membranas con TBS-T 

para eliminar el exceso de anticuerpo secundario y se procedió a la detección del 

fragmento β-amiloidemediante una reacción de quimioluminiscencia. Para ello, 

se procedió al contacto de la membrana con la solución de detección (Immobilon 

Western HRP substrate Peroxide Solution®, Millipore) durante 1 min. El revelado 

de la señal quimioluminiscente se llevó a cabo mediante el aparato Chemidoc 

XRS Bio-Rad® y su cuantificación, mediante el empleo de un software específico 

para capturar imágenes digitales (ImageLab, Bio-Rad). Para normalizar los 

resultados se utilizó la proteína β-actina o GAPDH, inmunodetectada en la misma 

membrana que la proteína de interés. 

 

3.11 Análisis de la expresión génica mediante PCR cuantitativa 

Obtención de extractos de RNA 

La extracción de RNA se realizó a partir de la región del hipocampo, que se obtuvo 

tras la decapitación del animal y la disección del cerebro. 

Para la extracción de RNA, los dos hipocampos de cada cerebro de cada animal 

fueron homogenizados con 500 µl de TRIzol® (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). 

Posteriormente, se añadieron 200 µl de cloroformo y, tras agitación, se dejó 

reposar la mezcla 5 min en hielo. A continuación, se centrifugó dicha mezcla a 

13000 g durante 15 min a 4 °C y se recuperó la fase acuosa superior. Con el fin de 

obtener un RNA más limpio, se repitió este proceso de extracción clorofórmica 

una vez más. Una vez obtenida la fase acuosa definitiva, se le añadió 200 µl de 

isopropanol. Tras una mezcla por inversión y una etapa de reposo de 10 min en 

hielo, la muestra se centrifugó a 13000 xg durante 15 min a 4 °C. Se descartó el 

sobrenadante y se lavó el precipitado con 1 ml de etanol al 70 %. Posteriormente 

se centrifugaron las muestras a 7500 xg, durante 5 min a 4 °C. Se repitió el lavado 

con etanol al 70 % una segunda vez y tras la segunda centrifugación, se descartó 
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el sobrenadante y se dejó secar el pellet mediante evaporación del etanol. 

Finalmente, se resuspendió el pellet con 30 µl de H2O Milli-Q autoclavada. 

 

Cuantificación del RNA 

Una vez extraído el RNA, se procedió a la determinación de la concentración de 

RNA de las muestras obtenidas, así como del análisis de la pureza de éstas. Para 

ello, se utilizó el NanoDrop (ND-1000), mediante el cual se obtuvieron las lecturas 

de las absorbancias a 230, 260 y 280 nm. A partir de la lectura de 260 nm se 

obtuvo la concentración de RNA de la muestra, mientras que mediante las 

relaciones 260/280 nm y 260/230 nm se determinó la pureza de las mismas. Las 

muestras se consideraron puras cuando la primera relación era próxima a 2 y 

cuando la segunda era superior a 1.70. Tras la cuantificación de la concentración 

de RNA y de la pureza de las muestras, éstas fueron guardadas a -80 °C hasta su 

uso posterior. 

La PCR en tiempo real (qPCR) o PCR cuantitativa es una variante de la PCR en la 

cual, el proceso de amplificación y de detección se producen simultáneamente. 

Para ello, se realiza una reacción de PCR convencional, pero en la que a cada ciclo 

de reacción, le acompaña una lectura de fluorescencia, mediante el uso de 

fluoróforos.  

La fluorescencia liberada en cada ciclo es proporcional a la cantidad de DNA 

generado. La medición de esta emisión de fluorescencia y su representación 

gráfica se realiza en un detector, permitiendo así, la cuantificación de la expresión 

del gen de interés 

 

Síntesis de cDNA: reacción de retrotranscripción 

La reacción de retrotranscripción (RT), o transcriptasa inversa, permite sintetizar 

una cadena complementaria de DNA (cDNA) a partir de una molécula de mRNA, 

y es llevada a cabo por el enzima retrotranscriptasa inversa, un DNApolimerasa 

dependiente de RNA. 

La síntesis de cDNA se realizó a partir de 1 µg de RNA que se llevó a un volumen 

de 10 µl, a estos 10 µl se les añadió 10 µl más de una mezcla de reacción, 

siguiendo el protocolo descrito por el Kit de Retrotranscription High Capacity 

cDNA reverse transcription (Allied Biosystems) 

El proceso de retrotranscripción se llevó a cabo en el termociclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Applied Biosytems). Una vez obtenido el cDNA, las muestras se 

diluyeron H2O Milli-Q (1:10) y se congelaron a -20 °C hasta su uso posterior. 
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PCR en tiempo real 

Para la amplificación por la técnica de PCR en tiempo real, se llevaron a cabo dos 

métodos de detección diferentes: el SYBR Green® dye y Taqman® probe FAM 

dye. 

Detección mediante SYBR Green® dye (Applied Biosystems).  

Para este tipo de detección, se partió de 25 ng de cDNA obtenidos tras la 

retrotranscripción, y se llevaron hasta un volumen de reacción de 20 µl, en el que 

también estaban presentes, a una concentración de 1 µM, los cebadores forward 

y reverse de cada gen a amplificar, y 10 µl de SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). 

Los cebadores para PCR a tiempo real, se diseñaron con el software Primer Blast 

(http://www.ncbi.ulm.nih.gov/tools/primer-blast del NCBI). Dentro de los 

parámetros deseados para el diseño de estos cebadores se seleccionó, siempre 

que fuera posible, un amplicón de un tamaño de entre 70 y 150 bp y que la 

temperatura de melting fuera entre 59 y 61 °C. Además se procuró que dichos 

cebadores fueran multi-exonales 

Detección mediante Taqman® probe FAM dye (Applied Biosystems): Para este 

tipo de detección se partió de 25 ng de cDNA obtenidos tras la retrotranscripción, 

y se llevaron hasta un volumen final de reacción de 20 µl, al que también se le 

añadió 1 µl de Taqman Gene Expression assay y 9 µl de Taqman Gene expression 

Master Mix (Applied Biosystems). 

Para los dos tipos de detección utilizados, la reacción se llevó a cabo mediante el 

termociclador StepOne plusTM Real Time PCR system (Applied Biosystems) 

seleccionando el protocolo específico dentro del software StepOne software 

v2.2.2 (Applied Biosystems). 

Para el análisis de los datos, se realizó una cuantificación relativa mediante el 

método de 2-∆∆Ct. Utilizando este método se determinó el cambio en la 

expresión del gen de interés en relación a la expresión de un gen constitutivo, 

cuya expresión no varía en las condiciones del experimento (control endógeno). 

En este caso, como gen constitutivo (también como housekeeping gene) se utilizó 

β-Actina o Gapdh 
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS 

4.1 Publicación I 

Early alterations in energy metabolism in the hippocampus of APP/PS1dE9 

mouse model of Alzheimer’s disease 

Ignacio Pedrós, Dmitry Petrov, Michael Allgaier, Francesc Sureda, Emma 

Barroso, Carlos Beas Zarate, Carme Auladell, Mercè Pallàs, Manuel Vázquez-

Carrera, Gemma Casadesús, Jaume Folch, Antoni Camins (2014). Biochimica et 

Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease. 1842:1556-1566. 

    Resumen  

La resistencia a insulina y la diabetes son factores de riesgo en el desarrollo de 

EA. Este trabajo se propone como principal objetivo conocer si el proceso de 

amiloidogénesis que sufren los ratones APP/PS1 conlleva alteraciones 

metabólicas relacionadas con la glucosa, y - en caso afirmativo - si estas se 

producen antes o después de la aparición de placas β-amiloides. Otros objetivos 

fueron evaluar en nuestro modelo animal la biogénesis mitocondrial y la 

hiperfosforilación de tau y, por último, estudiar alteraciones en marcadores 

sinápticos.  

Definimos dos estados fenotípicos: ratones jóvenes (3 meses de edad) que no 

presentaban placas β-amiloide y ratones mayores (6 meses de edad) con 

evidente presencia de placas. El diseño experimental se organizó de la siguiente 

manera; se repartieron los ratones en 4 grupos: grupo control de 6 meses, grupo 

transgénico de 6 meses, grupo control de 3 meses y grupo transgénico de 3 

meses. Para reducir la variabilidad seleccionamos solo machos que eran 

hermanos entre ellos y cada semana medimos el peso. Las pruebas bioquímicas 

en sangre o plasma y el análisis conductual se realizaron dos semanas antes del 

sacrificio. Después se procedió con la disección el hipocampo  

Los resultados muestran que los ratones transgénicos sufren una pérdida de 

memoria a los seis meses y presentan niveles elevados de β42 insoluble a los 3 y 

6 meses. También se observan intolerancia a la glucosa y a la insulina a los 6 

meses y desregulaciones en los transcriptos implicados en la vía de señalización 

de insulina, como por ejemplo el RI y el substrato del receptor de insulina, a los 

3 meses.  

Observamos que la vía implicada en la biogénesis mitocondrial AMPK/PGC1α 

resulta menos activa en los APP/PS1. Concretamente, observamos una reducción 

de PGC1α a 3 y 6 meses, y de los receptores nucleares NRF1 y 2 a 3 meses. 

También resulta alterada la cadena de transporte de electrones a nivel 
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mitocondrial, en particular observamos una reducción en los complejos I, II, III y 

IV a 3 meses y I, II y III a 6 meses.     

La hiperfosforilación de la proteína citoesquelética tau fue observada en 

diferentes residuos tanto a 3 como a 6 meses. Además, evaluamos los niveles de 

las cinasas CDK5 y GSK3β y a 6 meses observamos una tendencia a la fosforilación 

inactivadora de GSK3β en serina 9. Por otro lado los niveles de CDK5 resultaron 

elevados en los ratones de 6 meses, sugiriendo un papel de esa cinasa en la 

fosforilación de tau. Respecto a las proteínas sinápticas no registramos cambios 

significativos. 
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4.2 Publicación II 

Adipokine pathways are altered in hippocampus of an experimental mouse 

model of Alzheimer’s disease 

Ignacio Pedrós, Dmitri Petrov, Gonzalo Artiach, Sonia Abad, Carla Ramon-Duaso, 

Francesc Sureda, Mercé Pallàs, Carlos Beas-Zarate, Jaume Folch, Antoni Camins 

(2015). The Journal of Nutrition, Health & Aging 19: 403–12 

Resumen 

En los últimos años se ha demostrado la presencia en el sistema nervioso central 

de un gran número de adipocinas y receptores correspondientes que regulan 

procesos como la inflamación, la ingesta de alimentos y la neuroprotección. Está 

descrito que estas citocinas están fuertemente relacionadas con las 

neurotrofinas bdnf, ngf y con los péptidos anorexigénicos (pomc, crh) y 

orexigénicas (npy). 

La hipercolesterolemia también se puede considerar como un factor de riesgo en 

la EA. Efectivamente tratamientos con estatinas reducen los niveles de Aβ-40 y 

42. (Review & Selection 2013). El exceso de colesterol en el cerebro es tóxico y la 

su eliminación parece estar alterada en la EA; moléculas como Cyp46a1 y Hmgcr 

tienen un peso relevante en el proceso catalítico a nivel central 

La leptina y la prolactina son hormonas implicadas en la obesidad y en el control 

de la ingesta de alimentos y realizan sus funciones en el hipotálamo y en el 

hipocampo (Kanoski et al. 2011). Sus receptores son de tipo tirosina cinasa y 

desarrollan un papel importante en la neuroprotección y la memoria. El 

mecanismo de acción es complejo e incluye varias rutas y varios estímulos que 

actúan conjuntamente. Una de las vías implicadas es la vía de JAK/STAT. 

El objetivo principal de este trabajo es identificar a nivel del hipocampo las 

posibles alteraciones que ocurren en las vías moleculares relacionadas con la 

ingesta de alimentos durante el proceso de amiloidogénesis en los ratones 

APP/PS1. Otros objetivos consisten en analizar la vía neuroprotectora de 

JAK/STAT y evaluar la presencia de alteraciones en marcadores implicados en el 

transporte y la eliminación del colesterol.   

Los resultados obtenidos muestran ciertas alteraciones en moléculas 

relacionadas con la ingesta de alimentos y la obesidad. En concreto los receptores 

de leptina a 6 meses y prolactina a 3 meses muestran una reducción de expresión 

génica y proteica. No se observaron cambios en las neurotrofinas bdnf y ngf, pero 

sí en los péptidos que regulan el apetito (npy y crh), tanto a 3 y 6 meses. Los 

niveles de pomc resultaron invariados 
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Los receptores de prolactina y el de insulina actúan activando stat5 y stat3. Está 

ampliamente descrito que ratones con desregulaciones en stat3 y stat5 sufren 

obesidad y diabetes.(Gao et al. 2004; J. W. Lee et al. 2008; Nicolas et al. 2013). 

En nuestro modelo encontramos que las subunidades stat5b, socs1, socs2 y socs3 

están reducidas a los 3 meses en el ratón APP/PS1. Los genes SOCS pertenecen a 

una familia de genes supresores de citoquinas, por lo tanto regulan 

negativamente esta vía de señalización. 

A nivel periférico no observamos cambios significativos en los niveles plasmáticos 

de colesterol. Al contrario los niveles de triglicéridos resultaron aumentados. Se 

conoce que los polimorfismos del gen apoE tienen un papel clave en el desarrollo 

de la enfermedad de Alzheimer. Aun así, nuestros resultados no mostraron 

cambios en la expresión de apoE ni en la vía lrp1. En contra sí observamos un 

incremento en el gen del receptor de ldl y de Hmgcr, dos genes implicados en la 

síntesis de colesterol.  
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4.3 Publicación III 

High-fat diet-induced deregulation of hippocampal insulin signaling and 

mitochondrial homeostasis deficiences contribute to Alzheimer disease 

pathology in rodents 

Dmitry Petrov, Ignacio Pedrós, Gonzalo Artiach, Francesc X. Sureda, Emma 

Barroso, Mercè Pallàs, Gemma Casadesús, Carlos Beas-Zarate, Eva Carro, Isidro 

Ferrer, Manuel Vázquez-Carrera, Jaume Folch, Antoni Camins (2015). 

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease 1852: 1687-

1699 

Resumen 

La obesidad y la resistencia a insulina son factores de riesgo en la EA. La dieta rica 

en grasas (HFAT) provoca resistencia a insulina, obesidad, inflamación y pérdida 

de memoria. Rutas metabólicas como AKT-GSK3β y AMPK-PGC1α y moléculas 

como JNK1, IDE y ERK son claves para un correcto metabolismo energético. 

El objetivo principal de este trabajo es conocer si la obesidad provocada por la 

dieta HFAT y el proceso de amiloidogénesis conllevan alteraciones en la vía de 

señalización de insulina. Otros objetivos son estudiar las cinasas implicadas en la 

hiperfosforilación de tau, la biogénesis mitocondrial y las proteínas implicadas en 

la degradación de β-amiloide e insulina. 

El proceso de amiloidogénesis en el APP/PS1 se inicia alrededor de los tres meses 

mediante elevadas concentraciones de β-amiloide soluble e insoluble, pero no se 

consolida en la formación de placas hasta los 5 meses. Por esta razón elegimos 6 

meses como marco temporal. La dieta HFAT fue subministrada durante los 6 

meses de vida del ratón. Escogimos machos y en caso de que fuera posibles 

hermanos para reducir la viabilidad y cada semana medimos el peso. Las pruebas 

bioquímicas en sangre o plasma y el análisis conductual se realizó dos semanas 

antes del sacrificio y su correspondiente extracción del hipocampo. 

Los resultados muestran una disminución significativa en la señalización de 

insulina y deficientes homeostasis de la glucosa en el hipocampo de ratones 

APP/PS1. También hemos detectado una regulación al alza significativa tanto de 

la CDK5 GSK-3β y cinasas en el hipocampo de ratones WT alimentados con HFAT. 

En el caso de la biogénesis mitocondrial observamos disminuciones significativas 

en la fosforilación oxidativa mitocondrial proteínas complejas, tanto en el HFAT 

alimentado ratones WT y en animales PS1/APP. 

Según nuestros resultados, las reducciones en la vía de señalización de la insulina 

y la disfunción mitocondrial en el sistema nervioso central pueden ser 

consideradas como marcadores de un principio de enfermedad de Alzheimer.  
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CAPÍTULO V. DISCUSIÓN 

La mayoría de las investigaciones sobre la EA se realiza mediante modelos 

transgénicos de ratón caracterizados por mutaciones que producen un aumento 

en los niveles de péptidos Aβ, en comparación con los animales control. La 

función de estos modelos animales es conseguir reproducir los síntomas y las 

lesiones responsables de la EA. Por lo tanto, constituyen una herramienta 

decisiva para el conocimiento de las enfermedades neurodegenerativas y 

permiten el diseño de nuevas estrategias terapéuticas.  

Existen modelos animales basados en mutaciones en los genes que regulan el 

metabolismo de la proteína precursora del amiloide (APP), de la presenilina 

(PS1/2) o de ambos (APP/PS1). Otros están basados en alteraciones de la 

proteína tau (tau-JNPL3) e incluso existen triple transgénicos PS/APP/tau. 

También se dispone de cepas con alteración de la expresión de la neprilisina, una 

de las principales enzimas que participan en la degradación de Aβ, así como de 

APOE. Una revisión detallada sobre las características diferenciales de los 

modelos de ratón de la enfermedad se puede encontrar en la publicación de 

Bilkei-Gorzo (Bilkei-Gorzo 2014).   

En la cepa de ratones transgénicos APP/PS1 se combinan dos mutaciones en los 

genes app y ps1, alterando la producción y el procesamiento de la proteína APP. 

Este hecho provoca un aumento de los niveles de Aβ42 (Kurt et al. 2001; Radde 

et al. 2006; Bilkei-Gorzo 2014). Dichos animales presentan alteraciones 

patológicas, como la amiloidogénesis, a las 6-8 semanas de edad y presentan 

placas en la corteza cingulada y en el hipocampo en el 4-5 mes. También se 

caracterizan por activación de la glía, alteraciones sinápticas y déficits en el 

aprendizaje y en la memoria (Holcomb et al. 1998; Savonenko et al. 2005; Garcia-

Alloza et al. 2006). El presente trabajo de investigación ha utilizado el ratón 

APPswe / PS1dE9 (APP / PS1) con la mutación Sueca (K594M/N595L). 

Como ampliamente descrito en la introducción, la EA es una patología compleja 

de etiología todavía desconocida. Aparte del componente genético y de la vejez, 

se han identificado otros factores de riesgo metabólicos y ambientales que 

contribuyen a la EA.  

Por una parte se encuentran los factores metabólicos, como la obesidad, la 

hipertensión, la hiperlipidemia y la resistencia a la insulina. Por otra parte, se 

pueden identificar factores ambientales como el tabaquismo, la depresión y las 

lesiones cerebrales (Baumgart et al. 2015) . 

Varios estudios epidemiológicos correlacionan la EA con comorbilidades 

metabólicas, aunque los mecanismos moleculares implicados sigan todavía 

desconocidos. La correlación observada entre las alteraciones en la vía de la 
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señalización de la insulina y la EA ha sido tal que se ha llegado a denominar la 

patología como “diabetes tipo 3” (Steen et al. 2005). Según esa hipótesis, no sólo 

se daría una continua alteración de la señalización de la insulina a nivel periférico, 

sino también a nivel central. Esa alteración en la señalización de la insulina podría 

comprometer y alterar la captación de glucosa por parte de las células 

neuronales, afectando a la producción eficiente de energía en el cerebro a partir 

de la glucosa (Yao et al. 2011).  

En la presente tesis doctoral se presentan tres trabajos. El primero ha tenido 

como objetivo establecer si la señalización de insulina a nivel periférico y central 

se ve afectada en el modelo murino de EAf representado por los ratones 

APP/PS1, antes y después de la formación de las placas amiloides. El segundo 

trabajo consistió en evaluar los efectos de adipocinas implicadas en el control de 

la ingesta de alimentos en el hipocampo. Por último, en el tercer trabajo, 

evaluamos el impacto de la dieta grasa en el proceso de amiloidogénesis tanto 

en los ratones salvajes como en los transgénicos.   

A continuación se realiza una discusión en detalle de los resultados obtenidos 

siguiendo el siguiente esquema: 

1. Caracterización de modelo de EAf 

1.1. Alteraciones metabólicas periféricas 

1.2. Alteraciones en el SNS (hipocampo y corteza) 

2. Efectos de la dieta HFAT en ratones salvajes y APP/PS1 de 6 meses de edad 

2.1. Alteraciones periféricas que produce la dieta HFAT. 

2.2. Alteraciones que produce la dieta HFAT en el SNS (hipocampo y 

corteza).  

 

1. Caracterización de modelo de EAf. 

1.1 Alteraciones metabólicas periféricas 

Se evaluaron las alteraciones metabólicas en los ratones transgénicos a la edad 

de 3 y 6 meses, con el fin de detectar si el proceso de amiloidogénesis podía estar 

relacionado con alteraciones en el metabolismo de la glucosa.  

Por lo que se refiere a los niveles de insulina en sangre a los tres meses de edad, 

no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas; un ligero 

incremento se observó en la curva de tolerancia a la glucosa (IP-GTT) pero las 

diferencias entre las AUC no resultaron significativas. Tampoco se observaron 

alteraciones en los niveles de triglicéridos y de colesterol, por lo que los datos 
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sugieren que el fenotipo metabólico periférico no se ve afectado a esta edad. 

Estos datos corroboran los de otros grupos de investigación, que muestran que 

los ratones APP/PS1 entre 5 y 7 semanas de edad no muestran alteraciones en el 

metabolismo de la glucosa y de la insulina (Jiménez-Palomares et al. 2012).  

En cambio, a los 6 meses, los ratones APP/PS1 presentaban diferencias 

significativas en el metabolismo energético. Concretamente se observaba una 

disminución de la capacidad de metabolizar la glucosa y una disminuida 

sensibilidad a la insulina. Estos datos sugieren que la síntesis de Aβ42 podría 

inducir a un estado pre-diabético antes de que se formen las placas seniles. 

Para explicar este fenómeno hay dos posibles hipótesis: en la primera, el 

fragmento Aβ sintetizado en el cerebro migra a la periferia a través del líquido 

cefalorraquídeo y del plasma, para producir los efectos metabólicos 

mencionados (DeMattos et al. 2002); en la segunda, la síntesis de Aβ se produce 

a nivel periférico, en concreto por parte de adipocitos (Roher et al. 2009; Y.-H. 

Lee et al. 2008). Un reciente estudio indicaría que la primera de las hipótesis sería 

la correcta, ya que el Aβ provocaría resistencia hepática a la insulina mediante 

una desregulación de la vía de JAK2/STAT3/SOCS1 (Y. Zhang et al. 2012).  

La resistencia hepática a la insulina promueve la lipogénesis y también produce 

un incremento del estrés oxidativo y de la disfunción mitocondrial. Además la 

lipogéneis produce un incremento de ceramidas, lípidos tóxicos que se 

relacionan con la EA (de la Monte 2012).   

Por lo que se refiere al metabolismo de los lípidos,  recientemente se ha 

publicado que existe una relación entre el colesterol y la amiloidosis cerebral 

(Reed et al. 2014), sin embargo en nuestro modelo no encontramos diferencias 

en los niveles de colesterol entre las distintas cepas. En cambio, los niveles de 

triglicéridos aumentaron en el ratón APP/PS1 a la edad de 6 meses, por lo que 

parece de que sí existirían cambios en la lipogénesis.   

 

1.2 Alteraciones en el SNC (hipocampo y corteza) 

Amiloidogénesis y proteína tau 

Para demostrar las alteraciones en la actividad transcripcional inducida en los 

animales transgénicos, se analizó la actividad transcripcional del gen APP y se 

encontraron niveles elevados de ARNm de APP en el hipocampo de ratones 

transgénicos a 3 y 6 meses. Por otro lado, se observaron niveles elevados de Aβ42 

insoluble en ratones de 3 meses, aunque no hubiera presencia de placas seniles. 

En los ratones de 6 meses se detectaron niveles elevados de Aβ40 soluble e 

insoluble, así como niveles incrementados de Aβ42 soluble e insoluble; 

microscópicamente se observaron placas seniles. 
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Estos datos contrastan con otros trabajos publicados en este modelo de ratón, 

en los que se detectan niveles elevados de Aβ40 pero no de Aβ42 a la edad de 3 

meses, mientras que a los 6 meses se detectan ambos péptidos solubles e 

insolubles  (Aso et al. 2012).  

Estos datos sugieren que, a la edad de 3 meses, los mecanismos endógenos de 

defensa que protegen contra la agregación amiloide serían capaces de 

neutralizar el exceso de péptidos amiloides mientras en edades más avanzadas 

los animales pierden esa capacidad protectora. 

En cuanto a la hiperfosforilación de la proteína tau, en nuestro estudio hemos 

observado diferentes residuos fosforilados en ratones transgénicos de 3 meses, 

precisamente los residuos de serina 199 y 404 y de treonina 205. Estos datos 

indican que las alteraciones de tau pueden comenzar a manifestarse a los 3 

meses de edad. A los 6 meses se mantienen las fosforilaciones y se reporta una 

fosforilación más en el residuo de serina 396. Como comentado en la 

introducción, las cinasas implicadas y los residuos susceptibles a la 

hiperfosforilación de tau son múltiples (Martin et al. 2013). 

La determinación de las cinasas responsables de estas fosforilaciones ha sido uno 

de nuestros objetivos. Por ello, se determinaron diferentes cinasas mediante la 

técnica de Western-blot, entre ellas AMPK, ERK, JNK1, AKT, GSK3β, y CDK5/P35, 

cuyo resultado ha sido el siguiente: 

Lo niveles de ERK no se vieron modificados, aunque la cinasa esté implicada en la 

consolidación de la memoria en el hipocampo. ERK está regulada por AMPK  

(Dineley, Jahrling, et al. Denner 2014), actúa a través de la vía ERK/CREB/CBP y 

permite transcribir genes necesarios para la plasticidad neuronal y la 

potenciación a largo plazo (LTP). 

La cinasa JNK1 está implicada en la diabetes tipo II y la obesidad (Sabio & Davis 

2010). En nuestro modelo aparece un aumento de su expresión génica en los 

ratones sometidos a dieta HFAT (Petrov et al. 2015) aunque no se observan 

cambios entre los ratones transgénicos y los controles. Estos datos sugieren que 

JNK1 no es responsable de la fosforilación de tau en el modelo de ratón APP/PS1.  

Otros estudios indican CDK5 como la principal cinasa responsable de la 

fosforilación de tau, además de otras cinasas cuales AKT y GSK3β (Sundaram et 

al. 2012; Shukla, Skuntz, and Pant 2012).  De acuerdo con ello, nuestros 

resultados muestran que los niveles de CDK5/P35, AKT y GSK3β resultan más 

elevados en el ratón transgénico respecto al control (Pedrós et al. 2014; Petrov 

et al. 2015).  

La activación de CDK5/P35 está estrechamente relacionada con alterados niveles 

de glucosa y con los defectos en la vía de la insulina  (Ubeda et al. 2004). Por lo 
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tanto, varios estudios han sugerido que la EA y la DM2 pueden compartir una vía 

común de la patología: la hiperactivación de CDK5 (Sadowski et al. 2004; Vignini 

et al. 2013).  

 

Vía de señalización de la insulina en el hipocampo 

Algunos estudios publicados recientemente sugieren una estrecha relación entre 

la diabetes y el proceso de amiloidosis cerebral (Sato and Morishita 2013; 

Hokama et al. 2013; Ramos-Rodriguez et al. 2014). 

La presencia de depósitos de sustancia amiloide en los islotes pancreáticos es una 

característica fisiopatológica en la DM2, que se ha descrito en más del 90% de las 

necropsias de los pacientes afectos de dicha enfermedad. Estos depósitos están 

formados por la pro IAPP (pro-Islet amyloid polypeptide) que es un precursor de 

la amilina. La amilina es una proteína de 37 aminoácidos, sintetizada y secretada 

por las células beta pancreáticas (Haataja et al. 2008). 

Parece que el proceso patológico de amiloidogénesis que sufre el cerebro en la 

EA y el páncreas en la DM2 están ligados y comparten alteraciones moleculares 

comunes en el procesamiento de péptidos implicando la vía de señalización de la 

insulina (De Felice 2013; Jiménez-Palomares et al. 2012; Haataja et al. 2008; 

Hokama et al. 2014). 

Por ejemplo, se ha descrito que el uso de estreptozotocina, un compuesto 

químico que induce diabetes, provoca aumento de los niveles de Aβ y formación 

de placas neuríticas, además de déficits en la memoria espacial (Wang et al. 

2010). 

Según la información publicada, la resistencia periférica a la insulina actuaría 

como factor de riesgo para el desarrollo de la EA, aunque está descrito que este 

fenómeno puede producirse únicamente a nivel local, en el cerebro, 

(concretamente en el hipocampo y en menor medida en la corteza del cerebelo) 

sin que necesariamente se produzca un cuadro de DM2 (Talbot et al. 2012). 

Las principales proteínas implicadas en la resistencia a insulina en el cerebro son 

el RI, el receptor del factor de crecimiento insulínico (IGFR) y los substratos del 

receptor de insulina 1 y la 2 (IRS1 y IRS2). En nuestro modelo transgénico se han 

podido observar fenómenos que indicarían un proceso de resistencia sistémica a 

la insulina.  

En primer lugar, observamos una reducción de los niveles de mRNA del RI en los 

ratones de tres meses de edad (Pedrós et al. 2014); en ratones de 6 meses 

observamos un incremento de la fosforilación inactivadora de IRS2 en serina 723 

(Petrov et al. 2015). Estos datos indican que la resistencia a insulina es un proceso 
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que se inicia antes de la formación de placas y se va agravando a medida que 

avanza la amiloidogénesis.  

En efecto, se ha descrito que el aumento en los niveles de Aβ42 en el cerebro de 

ratones de APP/PS1 a los 15 meses de edad está relacionado con un bloqueo de 

la vía de señalización de insulina en el cerebro (Chua et al. 2012). Es de señalar 

que la mayoría de los estudios publicados se centran en etapas muy tardías de la 

enfermedad, cuando las placas de Aβ están completamente desarrolladas (Jucker 

& Walker 2013). 

 

Proceso de aprendizaje y memoria 

El proceso de aprendizaje y memoria en el hipocampo está regulado por 

múltiples procesos y factores de crecimiento. Entre las moléculas implicadas está 

el neuropéptido Y (NPY) (Ramos et al. 2006; Rangani et al. 2012). Varios estudios 

han demostrado que los niveles de NPY están reducidos en los pacientes con EA 

(Sperk et al. 2007). También se ha comprobado que en plasma y en el líquido 

cefalorraquídeo  existe una reducción de NPY en pacientes con EA (Minthon et 

al. 1996). En nuestro modelo de ratón observamos una reducción del mRNA en 

el hipocampo de ratón transgénico a los 3 meses en comparación con el control. 

Además, se observó una reducción significativa en la expresión de los genes 

relacionados con la memoria, Arc y Fos que están regulados por la señalización 

de insulina (Guillod-Maximin et al. 2004; Kremerskothen et al. 2002).  

Mediante el test de conducta que evalúa la memoria hipocampal pudimos 

observar un déficit significativo en los ratones transgénicos de 6 meses de edad. 

Estos resultados coinciden con otros estudios referentes a la pérdida de memoria 

hipocampal, que indican que a los 6 meses esta cepa desarrolla deterioro 

cognitivo (Aso et al. 2012).  

 

Vía de señalización de la leptina en el hipocampo 

En el hipocampo, la leptina se ha implicado en los procesos de aprendizaje y 

memoria, en la neuroprotección y en la plasticidad sináptica (Irving & Harvey 

2014). Recientemente se han descrito alteraciones en la vía de señalización de 

leptina en pacientes humanos con EA (Bonda et al. 2014). En dicho estudio, los 

autores detectaron un aumento significativo en los niveles de leptina tanto en el 

líquido cefalorraquídeo (LCR) como en el hipocampo de pacientes con EA. 

Curiosamente, un aumento en los niveles circulantes de la hormona se acompañó 

a una reducción en los niveles de ARNm de receptor de leptina haciendo alusión 

a la posibilidad de resistencia a la leptina (Bonda et al. 2014). 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
ALTERACIONES METABÓLICAS EN EL PROCESO DE AMILOIDOGÉNESIS EN EL HIPOCAMPO DE RATONES APP/PS1 
Ignacio Pedrós Martín 



123 

 

En nuestro modelo de Alzheimer se detectó una reducción del receptor de 

leptina a los 6 meses, tanto en la expresión de su mRNA como en el contenido 

proteico.  

Paralelamente, se estudió otra adipocina llamada prolactina que activa la misma 

ruta y parece tener efectos neuroprotectores en las neuronas hipocampales 

(Warren et al. 2012). Ambas moléculas comparten receptores del tipo citocina, 

lo cual sugiere la posibilidad de que tengan efectos sinérgicos entre ellas. Los 

efectos protectores de la prolactina se han puesto de manifiesto en un modelo 

murino de epilepsia (Morales 2011); parece que esta adipocina tenga una función 

relevante en el control de la ingesta de alimentos en humanos (Garfield et al. 

2012; Lacquaniti et al. 2013). Otro estudio relaciona la prolactina con el proceso 

de la neurogénesis y la mielinización de las neuronas en el hipocampo (Mak & 

Weiss 2010). 

Nuestros resultados en ratones de 3 meses muestran que se produce una 

reducción del receptor de prolactina, tanto en la expresión del mRNA como en 

los niveles de proteína, y una desregulación de Stat5b dependiente del receptor 

de prolactina. 

Tanto leptina como prolactina comparten la vía de señalización JAK/STAT/SOCS 

que implica diferentes factores de transcripción citoplasmáticos de la familia 

STAT. En los ratones APP/PS1 de 3 meses de edad se ha detectado una reducción 

de la subunidad de del gen STAT5b, junto con una reducción de SOCS1, SOCS2 y 

SOCS3. Esto podría estar indicando que hay una desregulación de la vía en una 

fase inicial de la amiloidogénesis. 

 

Ácidos grasos y colesterol  

El colesterol es especialmente abundante en las estructuras mielinizadas del 

cerebro y del sistema nervioso central. La concentración de colesterol en el SNC 

es la mayor de todos los tejidos corporales (23mg/g). Así el SNC representa solo 

el 2,1 % del peso corporal pero contiene el 23% de todo el colesterol presente en 

el cuerpo. (Dietschy & Turley 2004). 

La homeostasis del colesterol en el sistema nervioso central es independiente de 

la que se realiza en el resto del cuerpo. Por lo tanto, en el cerebro todo el 

colesterol se sintetiza de forma endógena. El colesterol no se puede degradar en 

el cerebro ya que las altas concentraciones de colesterol libre son tóxicas para las 

neuronas y, por lo tanto, se secreta a la circulación sistémica. Cerca del 60% se 

secreta en forma del metabolito conocido como 24S-hidroxi-colesterol (24OHC), 

y el 40% restante a través de vías aún desconocidas, que pueden implicar la 
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apolipoproteina E (ApoE) y el transportador ATP-Binding Cassette transporter 

(ABCA1) (Vanmierlo et al. 2010). 

La colesterol 24S-hidroxilasa (CYP46A1) es una enzima que convierte el colesterol 

en 24OHC, uno de los principales metabolitos del colesterol en el cerebro, capaz 

de atravesar la barrera hematoencefálica (Dietschy & Turley 2004). Una 

disminución en los niveles 24OHC en el cerebro puede ser, por tanto, un 

marcador indirecto de niveles elevados de colesterol.  

En nuestro estudio, hemos detectado una reducción significativa en el ARNm de 

cyp46a1 en el hipocampo a 3 meses de edad en los ratones transgénicos, en 

comparación con los controles. Nuestros resultados están en concordancia con 

estudios que han evaluado los niveles en plasma de pacientes con EA, e 

identifican una disminución de los niveles de 24OHC (Heverin et al. 2004; Ali et 

al. 2013). 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que las alteraciones en las vías del 

metabolismo de colesterol del cerebro pueden estar asociados con los primeros 

signos de EA como en un modelo de ratón APP/PS1. 

 

Metabolismo y biogénesis mitocondrial 

La fisiopatología de la EA se desarrolla cuando las mitocondrias pierden su 

capacidad funcional, e incrementan la apoptosis neuronal, la deposición de Aβ y 

ovillos neurofibrilares. 

El metabolismo mitocondrial del hipocampo está alterado en los ratones 

transgénicos APP/PS1 a los 3 meses de edad como pone de manifiesto la 

reducción significativa de los complejos OXPHOS, es decir en la fosforilación 

oxidativa de los complejos I, II, II y IV. Por otra parte, hemos detectado cambios 

significativos en el contenido de las moléculas que participan en la biogénesis 

mitocondrial incluyendo PGC-1α, NRF1 y NRF2.  

PGC1-α es un miembro de la familia de co-activadores transcripcionales que 

desempeña un papel central en la regulación del metabolismo de la energía 

celular. Estimula la biogénesis mitocondrial y participa en la regulación del 

metabolismo de carbohidratos y lípidos. Por tanto, participa directamente en los 

trastornos metabólicos como la obesidad y la diabetes. Sin embargo, su papel en 

el SNC es menos claro. Se ha publicado que PGC-1α podría ser un biomarcador 

potencial de la enfermedad EA. En efecto, se ha observado una reducción de la 

actividad transcripcional y del contenido de PGC-1α  en los cerebros post mortem 

de pacientes con EA (Shirwany & Zou 2014; Kim et al. 2007; Qin et al. 2009; 

Galluzzi et al. 2009) 
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PGC1α, además de regular directamente la biogénesis mitocondrial activando 

OXPHOS, también es un regulador transcripcional clave de la IDE (Hoover et al. 

2010; Shukla et al. 2012; L. Zhang et al. 2012) y el metabolismo oxidativo de 

PGC1α interviene en la eliminación de insulina (Austin & St-Pierre 2012).  

No detectamos diferencias de expresión en IDE, y la razón podría encontrarse en 

que los cambios de IDE mitocondrial serían enmascarados por la IDE citosólica 

(Shukla et al. 2012).  

 

Proteínas sinápticas 

La pérdida de conexiones sinápticas puede ocurrir como resultado de la 

acumulación de oligómeros Aβ, en fases anteriores a la formación de las placas 

seniles. Hemos medido los niveles de SYP y PSD95, en los ratones APP/PS1, que 

son marcadores sinápticos. Los resultados muestran que no se vieron afectados 

en el ratón transgénico. Estos resultados indican que, a estas edades todavía no 

se han producido alteraciones importantes en la neurotransmisión.   

 

2. Efectos de la dieta HFAT en ratones salvajes y APP/PS1 a 6 

meses 

2.1 Dieta HFAT y alteraciones periféricas  

El presente trabajo trata de considerar la enfermedad de Alzheimer como un 

desorden metabólico, en el cual los trastornos cognitivos están relacionados con 

alteraciones en la vía de señalización de la insulina y del metabolismo energético 

a nivel periférico y central.  

El objetivo de esta parte de la tesis doctoral fue evaluar los cambios metabólicos 

que produce una dieta HFAT en el modelo murino APP/PS1. En particular, se 

quiso determinar si la dieta grasa acelera el desarrollo de la enfermedad en 

nuestro modelo.   

En nuestro trabajo observamos que la dieta grasa es capaz de inducir pérdida de 

memoria en ratones de 6 meses de edad y sugiere que sea debido al incremento 

de la resistencia a la insulina a nivel periférico. 

La dieta control suministrada a los ratones tenía un 18% de Kcal provenientes de 

la grasa; mientras que la dieta HFAT aportó un 45%. Los ratones sometidos a 

HFAT presentan obesidad inducida por la dieta, con diferencias en el peso 

corporal que empiezan a ser detectadas alrededor de los 2 meses de edad. Al 

final del tratamiento (5 meses), se registró un aumento de peso de 

aproximadamente el 50%.  
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Las características clásicas del síndrome metabólico están presentes tanto en los 

ratones control como en los ratones transgénicos tratados con la dieta HFAT. Es 

decir detectamos obesidad, dislipidemia, hiperinsulinemia periférica e 

intolerancia a la glucosa e insulina. 

Por tanto, la dieta causó el efecto esperado y, por ello, se estudiaron en detalle 

las diferencias entre las dos cepas. En los ratones control los niveles de glucosa 

basal en sangre se mantuvieron normales mientras que en los transgénicos se 

observó un incremento muy significativo. No obstante los niveles de insulina en 

plasma se incrementaron en los dos tipos de ratón. Este dato nos indicaría que la 

glucosa no se está metabolizando adecuadamente en el ratón transgénico. Para 

comprobar está hipótesis se realizaron las curvas de glucosa e insulina, se 

observó que el ratón salvaje HFAT y el APP/PS1 control compartían un patrón de 

eficiencia similar en la metabolización de glucosa, mientras que el ratón APP/PS1 

alimentado con dieta HFAT emporaba su rendimiento de forma significativa.   

Así pues, parece que una elevada secreción cerebral del péptido Aβ es suficiente 

para producir cambios en el metabolismo periférico de los hidratos de carbono 

que son comparables a los que se observan con la administración crónica de una 

dieta grasa. 

Es importante recordar que no se conoce todavía si el Aβ es responsable por si 

solo del fenotipo metabólico del ratón APP/PS1. Algunos estudios correlacionan 

los niveles de Aβ42 en plasma con el incremento de índice de masa corporal en 

pacientes sanos (Balakrishnan et al. 2005). La insulina en plasma en condiciones 

normales es degradada por la IDE enzima que también degrada Aβ (Deprez-

Poulain et al. 2015). Los dos substratos podrían producir una inhibición 

competitiva de la enzima IDE. Esto podría teóricamente llevar a un aumento de 

los niveles plasmáticos de insulina y producir intolerancia a la glucosa. 

 

2.2 Dieta HFAT y alteraciones en el sistema nervioso central  

Existe una relación bien establecida entre la obesidad humana y el deterioro 

cognitivo (Beydoun et al. 2008; Lee 2011). La obesidad y dietas hipercaloricas 

alteran funciones cerebrales específicas relacionadas con la memoria contextual 

y espacial en el hipocampo pueden ser particularmente vulnerables (Greenwood 

& Winocur 2005; Valladolid-Acebes et al. 2012; Yamada-Goto et al. 2012; Kosari 

et al. 2012). Curiosamente, se ha demostrado que los animales obesos cuya dieta 

se revierte de nuevo a una dieta estándar, recuperan la funcionalidad de la 

memoria (Sobesky et al. 2014). 

En nuestros resultados la dieta grasa produce pérdida de memoria en ratones de 

6 meses de edad. Según una prueba conductual, asociada a evaluar la pérdida de 
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memoria, los ratones APP/PS1 y los ratones salvajes alimentados con dieta grasa, 

pierden la memoria. Confirmando el papel de la dieta hipercalórica en el proceso 

del déficit cognitivo. Es importante remarcar que se empezó a administrar la 

dieta en el momento del destete, cuando aún los procesos de neurogénesis están 

en curso. Estudios recientes han comprobado que el tipo de dieta condiciona el 

desarrollo neuronal (Boitard et al. 2012).  

Los mecanismos moleculares a través de los cuales una dieta rica en grasa es 

capaz de empeorar los procesos cognitivos en modelos animales no están del 

todo explicados. 

 

Amiloidogénesis y tau 

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que los niveles de péptidos 

Aβ en la corteza de ratones salvajes con y sin dieta grasa no fueron significativos. 

Al contrario, observamos un incremento significativo de los niveles de Aβ42 

insoluble en el córtex de ratones transgénicos alimentados con dieta grasa, 

respecto a los ratones transgénicos sometidos a la dieta control.  

Este resultado podría sugerir que la dieta grasa contribuye a la formación de 

placas amiloides en animales transgénicos. Lamentablemente, el número y el 

tamaño de las placas en los animales APP/PS1 no resultaron modificadas en 

respuesta al tratamiento HFAT, dejando abierta la cuestión de si una dieta 

hipercalórica contribuye de forma aditiva al desarrollo de la patología de 

Alzheimer en ratones transgénicos.  

Por otro lado, la proteína tau, fosforilada en serina 404, resultó incrementada en 

ratones de tipo salvaje sometidos a una dieta rica en grasa. Otros autores han 

publicado que la obesidad acelera la fosforilación de tau en ratones 

predispuestos al desarrollo de déficits cognitivos, acelerando la progresión de la 

enfermedad (Gendron et al. 2013).  

En otro estudio publicado con ratones 3xTgAD (modelo murino de Alzheimer), no 

se encuentra incrementada la fosforilación de tau S202 después de administrar 

una dieta HFAT (Knight et al. 2014). Otros autores en cambio sí observan 

variaciones en tau en serina 214, tau 422 y tau 404. (Leboucher et al. 2013). Esta 

diversidad de resultados podría ser debida a la complejidad de evaluar de forma 

individual las fosforilaciones de la proteína tau. Es importante recordar que dicha 

proteína puede fosforilarse en 85 residuos distintos, y 28 son específicos de la EA 

(Martin et al. 2013). 

En los ratones salvajes alimentados con dieta hipercalórica, observamos un 

incremento de CDK5/p35, una disminución de la vía de señalización AKT/GSK3β 

y un incremento notable de las cinasas JNK1 y ERK. La desregulación de las vías 
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AKT/GSK3β y CDK5/P35 ya estaba presente en los ratones APP/PS1 alimentados 

con dieta control. Por lo tanto, la administración de la dieta HFAT tendría un 

impacto en la patología a nivel central ya que también se produce una alteración 

en la actividad de las cinasas ERK y JNK1. 

Estas cinasas pueden explicar el aumento observado en la fosforilación de tau en 

S404 en ratones de tipo salvaje alimentados con dieta HFAT.  

 

Vía de señalización de la insulina en el hipocampo 

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que el tratamiento con la 

dieta HFAT provocó cambios en la señalización de la vía de la insulina en el 

hipocampo en comparación con la dieta normal, tanto en los ratones salvajes 

como en los transgénicos.  

La insulina/Igf es reconocida por sus receptores mediante la subunidad alfa. Una 

vez formado el complejo se inicia una serie de autofosforilaciones en los residuos 

Tyr de la subunidad beta, que a su vez fosforila IRS1/2, permitiendo así que estas 

proteínas adaptadoras puedan interactuar con un gran número de moléculas.  

La activación de IRS1 y 2 se realiza mediante un mecanismo que involucra 

múltiples cinasas que fosforilan IRS en más de 50 residuos, (Copps & White 2012). 

Mediante la activación de IRS se activan diferentes rutas como PI3K/AKT/GSK3β; 

AMPK/PGC1α; que regulan el correcto metabolismo energético. 

En el presente trabajo, se evaluaron los niveles de mRNA de preproinsulina 

(INS1), del IR, IRS1, IRS2, IGF1 e IGFR. La dieta HFAT produjo un incremento 

significativo en la INS1, lo que puede significar dos cosas: A) No llegaría suficiente 

insulina a las células del cerebro, lo que podría dar lugar a los mecanismos 

compensatorios que activan la expresión endógena de insulina directamente en 

el hipocampo; B) La obesidad inducida por dieta produciría resistencia a la 

insulina en el hipocampo. 

Otro hallazgo muy interesante es el comportamiento de IGF1 y su receptor IGF1R. 

La expresión del mRNA de IGF1 se incrementó en ratones salvajes alimentados 

con HFAT y fueron ligeramente reducidos en ratones transgénicos, mientras que 

la expresión del mRNA de IGF1R disminuyó en los ratones transgénicos expuestos 

a la dieta hipercalórica. Es de destacar que en muestras de cerebros post-mortem 

de pacientes con EA se han descrito niveles reducidos de IGFR (Freude et al. 

2009). 

La reducción de la expresión de IGF1 se ha correlacionado con el deterioro 

cognitivo en la EA (Kimoto et al. 2015). Así pues, nuestros datos están de acuerdo 

con estas observaciones. La razón por la cual se produce un aumento de 
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expresión en ratones de tipo salvaje tratados con HFAT es menos evidente, pero 

puede implicar mecanismos compensatorios similares a los descritos 

anteriormente para la insulina.  

También se evaluaron los niveles proteicos de IRS2 mediante Western blot. Los 

análisis realizados en extractos hipocampales mostraron que IRS2 se encontraba 

inactiva tanto en ratones transgénicos como por la administración de la dieta 

hipercalórica. 

El IRS2 modula el comportamiento alimentario y reproductor; los ratones IRS-2-

/- (knockout para el IRS-2) dan como resultado ratones hiperfágicos y obesos 

como consecuencia de la defectuosa señal de la insulina (Masaki et al. 2004). 

Estudios con imágenes cerebrales de humanos indican que la incorrecta 

utilización de glucosa en el cerebro precede a los déficits cognitivos (de la Monte 

2012b). En este contexto, tanto la insulina, como IRS1 y IRS2 podrían modular la 

plasticidad sináptica del hipocampo y la consolidación de la memoria (M. de la 

Monte 2012; Leal et al. 2013; de la Monte 2012b; de la Monte & Wands 2008).  

 

Metabolismo y biogénesis mitocondrial 

Como se ha comentado anteriormente, la funcionalidad de la mitocondria tiene 

un papel fundamental en el proceso de neurodegeneración. La hipótesis de la 

cascada mitocondrial fue propuesta por Swerdlow & Khan. Los autores proponen 

que el daño mitocondrial en la patología de Alzheimer es anterior a la 

acumulación del β-amiloide (Swerdlow & Khan 2004b). Conociendo que una 

dieta rica en grasa puede alterar la funcionalidad mitocondrial (Godoy J.A. et al, 

2014), en nuestro trabajo hemos querido evaluar en qué medida una dieta 

hipercalórica puede afectar a la actividad mitocondria a nivel del sistema 

nervioso central, y de esta forma contribuir al desarrollo de la patología de 

Alzheimer. 

En este sentido los resultados de este trabajo han permitido observar que la 

obesidad inducida por la dieta grasa en los ratones salvajes ha producido una 

reducción significativa de todos los complejos OXPHOS. Cuando se evaluaron los 

ratones transgénicos con y sin dieta HFAT no se observaron diferencias entre los 

diferentes complejos OXPHOS, probablemente porque la alteración mitocondrial 

ya era demasiado grave. Aun así, estos datos demuestran que una dieta rica en 

grasa es suficiente por sí sola, para provocar una disfunción mitocondrial. Por lo 

tanto la cadena de transporte de electrones se ve alterada de forma similar entre 

la obesidad/DM2 y la EA. Por otro lado, el daño mitocondrial en condiciones 

basales en los ratones transgénicos es suficientemente grave y el síndrome 

metabólico no lo empeora. 
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También se evaluaron otros marcadores de la funcionalidad mitocondrial, como 

los reguladores de la biogénesis mitocondrial: los factores de transcripción 

nuclear factor respiratorio 1 y 2 (NRF-1 y NRF-2), el factor de transcripción 

mitocondrial A (Tfam) y el coactivador PGC-1α.  

Se observó que la dieta HFAT reducía los niveles de estos marcadores tanto en 

ratones salvajes como en los transgénicos. En conjunto, nuestros datos 

demuestran claramente que el síndrome metabólico afecta significativamente a 

la funcionalidad y a la biogénesis mitocondrial del hipocampo en ratones de tipo 

salvaje. En el grupo transgénico, las deficiencias en estos procesos ya están 

presentes incluso antes de la administración de la dieta grasa. 

 

Mecanismos de eliminación de los agregados y depósitos amiloides  

El mecanismo principal para la eliminar el fragmento Ase produce por 

degradación in situ mediante proteasas específicas. Entre estas proteasas, las que 

tienen mayorrelevancia fisiológica en el cerebro son la neprilisina (NEP),la 

enzima degradadora de insulina (IDE) y la enzima convertidora de endotelina 

(ECE) (Iwata et al. 2001; Qiu et al. 1998).

En un estado de resistencia periférica a la insulina, el transporte de insulina a 

nivel del sistema nervioso central está alterado y, en consecuencia, se observa 

una fuerte reducción de los niveles de insulina en el cerebro. En condiciones 

basales, el exceso de insulina circulante es eliminado por la IDE. La disminución 

de los niveles de insulina en el hipocampo, producida por un estado de resistencia 

a la insulina, provoca una reducción en la actividad de IDE.  

De acuerdo con ello, en el presente trabajo observamos una reducción 

significativa en la expresión de IDE en el hipocampo de los ratones alimentados 

con dieta grasa, tanto en el grupo salvaje como en el grupo transgénico. Estos 

datos confirman que la administración de la dieta rica en grasa altera la tolerancia 

a la insulina no solo a nivel periférico, sino también en el cerebro. Por otro lado, 

IDE está también involucrada en un mecanismo de defensa que implica la 

degradación del péptido Aβ. Por lo tanto, la reducción en los niveles de IDE que 

se producen en consecuencia al estado de resistencia a la insulina podría 

contribuir a exacerbar el fenotipo transgénico.  En estas circunstancias, para 

compensar la falta de una de las proteasas responsables de la degradación del 

péptido β-amiloide, parece que haya un aumento de neprilisina, otra enzima 

degradadora de péptidos de Aβ. 
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3. Resumen general 

El proceso de amiloidogénesis y las alteraciones de la vía de señalización de 

insulina en estados iniciales de la enfermedad afecta a moléculas relevantes de 

la biogénesis mitocondrial como son AMPK, PGC1α, OXPHOS y NRF1.  

La activación del complejo de P35/CDK5 participa en la resistencia a insulina 

periférica y en nuestro modelo participa en la hiperfosforilación de tau antes de 

la formación de placas. Identificar los procesos antes y después de la formación 

de placas ha sido uno de nuestros objetivos (figura 19).  

 

 

Figura 19. Resumen de los procesos que conducen a la EA antes y después de la formación de placas 

(Pedrós et al. 2014). 

La dieta rica en grasa produce obesidad, resistencia a insulina (a nivel periférico 

y central) y provoca pérdida de memoria en ratones control y transgénicos.   

La dieta HFAT y los niveles elevados de Aβ, provocan una activación de las cinasas 

JNK1 y ERK, de forma que inhiben la vía de señalización de la insulina en el 

hipocampo mediante el bloqueo de IRS.  

La insulina es responsable de la activación de moléculas clave en el metabolismo 

energético como PGC1α. Estas funciones quedan alteradas y provocan una 

reducción en la fosforilación oxidativa y del ATP generado. En los ratones 

transgénicos los niveles de Aβ40 y Aβ42, las placas seniles y los niveles elevados 

de tau incrementan el daño mitocondrial, contribuyendo al desarrollo de 

trastornos cognitivos (Figura 20)  
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Figura 20. Mecanismo propuesto que relaciona la vía de señalización de insulina y la desregulación 

mitocondrial en el hipocampo de ratones APP/PS1 y salvajes alimentados con una dieta grasa 

(Petrov et al. 2015). 
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CAPÍTULO VI. CONCLUSIONES 

A partir del trabajo experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral, puede 
concluirse: 

 

I. Si bien no se han hallado depósitos de placas de péptido ß-amiloide en 

ratones transgénicos APP/PS1 a los tres meses de edad, sí se ha hallado un 

aumento en la actividad transcripcional del gen app en el hipocampo. 

Igualmente, se ha observado la presencia de péptido amiloide ß42 soluble 

en los extractos corticales. 

 

II. Se ha observado la implicación de genes relacionados con la biogénesis 

mitocondrial en fases tempranas de la amilodogénesis, con una disminución 

en la expresión de la proteína PGC1-α en el hipocampo de ratones APP/PS1 

a los tres meses de edad, así como de la expresión de NRF1. 

 

III. Las alteraciones en la fosforilación oxidativa mitocondrial (OXPHOS) en 

ratones APP/PS1 tienen lugar ya a los tres meses de edad, y se mantienen a 

los 6 meses. 

 

IV. El ratón APP/PS1 presenta una mayor fosforilación de la proteína tau a 

partir de los 3 meses de edad, fenómeno que se intensifica a los 6 meses, 

probablemente relacionado con una mayor expresión de la cinasa CDK5. 

 

V. Los ratones APP/PS1 presentan una reducción de la actividad de la proteína 

IRS2 y cambios en la expresión de genes involucrados en la señalización de 

la insulina y de IGF, que podrían estar involucrados en alteraciones en la 

tolerancia a la glucosa y la insulina. 

 

VI. Los ratones APP/PS1 de seis meses de edad presentan una disminución en 

la expresión génica del receptor de la leptina, de Neuropéptido Y y de la 

hormona corticótropa, respecto a los controles, así como la expresión de 

proteínas de la cascada de activación de la prolactina (SOCS1 y 2). Por todo 

ello, parece que en este modelo experimental estarían afectadas vías de 

señalización de adipocinas. 
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VII. La alimentación con dieta HFAT provoca un incremento en las 

concentraciones plasmáticas de insulina, triglicéridos e intolerancia a la 

glucosa e insulina tanto en ratones APP/PS1 como en salvajes, pero sólo los 

ratones transgénicos presentan hiperglucemia basal. 

 

VIII. La dieta HFAT contribuye a elevar las concentraciones de péptidos ß-

amiloides en el cerebro, altera la expresión de genes relacionados con la 

señalización de insulina en el hipocampo, así como incrementa el déficit 

cognitivo. 

 

IX. La dieta HFAT, en ratones salvajes, incrementa la fosforilación de JNK1, 

CDK5/P35 y ERK. En ratones APP/PS1 los niveles son por si elevados y solo 

incrementa la JNK1. Estas cinasas son responsables de la fosforilación de tau 

S404.  

 

X. El metabolismo mitocondrial se halla alterado en el hipocampo de ratones 

salvajes alimentados con dieta HFAT y en los APP/PS1 con dieta control y 

HFAT. En concreto, se afectan todas las proteínas estudiadas, desde el 

complejo I al V. 
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