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4EBP: proteina de unidn al factor 4E de
iniciacion de la traduccién eucariota
(eukaryotic translation initiation factor
4E binding protein)

ABCA7: miembro 7 de la subfamilia de
cassettes de unién a ATP (ATP-binding
cassette sub-family A member 7)

ABI3: miembro 3 de la familia del gen
ABI (ABI gene family member 3)

ACE: enzima convertidor de
angiotensina 1 (angiotensin 1
converting enzyme)

ACTH: hormona adrenocorticétropa
(adrenocorticotropic hormone)

ADAM: a-secretsa (a disintegrin and
metalloprotease domain)

ADAMTS1: un motivo similar a Ia
desintegrina y metaloproteasa con
trombospondina tipo 1 ndmero 1 (a
disintegrin-like and metalloprotease
with thrombospondin type 1 motif no. 1)

ADAS-Cog: Escala de Evaluacién de la
Enfermedad de Alzheimer-Subescala
Cognitiva (Alzheimer's Disease
Assessment Scale-Cognitive Subscale)

ADDL: oligdmeros difusibles (AB-
derived diffusible ligands)

AEP: endopeptidasa de asparagina
(asparagine endopeptidase)

AgRP: proteina relacionada con el aguti
(agouti-related protein)

AHN: nucleo hipotalamico anterior
(anterior hypothalamic nucleus)

AICD: dominio C-terminal intracelular
de APP (APP intracellular C-terminal
domain)

AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropidnico (a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid)

AMPK: proteina quinasa activada por 5’
AMP (5" AMP-activated protein kinase)

APH1: faringe anterior defectuosa 1
(anterior pharynx-defective 1)

APH1B: homdlogo B de APH1 (APH1
homolog B)

APOE: apolipoptroteina E
(apolipoprotein E)

APP: precursor de la proteina amiloide
(amyloid precursos protein)

ARC: nucleo arcuato (arcuate nucleus
(ARC)

AB: B-amiloide (amyloid-8)
An: n-amiloide (amyloid-n)

BACE1: B-secretasa (beta-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 1)

BCKDK: cetoacido deshidrogenasa
quinasa de cadena ramificada
(branched chain ketoacid
dehydrogenase kinase)

BDS: Escala de Demencia de Blessed
(Blessed Dementia Scale)

BIN1: integrador de puenteo 1 (bridging
integrator 1)

BMD: densidad mineral dsea (bone
mineral density)

BVR-A:  biliverdina reductasa A
(biliverdin reductase A)

C83: fragmento C-terminal a (CTF,)
C99: fragmento C-terminal § (CTFg)

CAA: angiopatia amiloide cerebral
(cerebral amyloid angiopathy)

CART: transcrito regulado por cocainay
anfetamina (cocaine- and
amphetamine-regulated transcript)

CASS4: miembro 4 de la familia de
proteinas de andamiaje cas (cas
scaffolding protein family member 4)



CAT: catalasa (catalase)

CBF: flujo sanguineo cerebral (cerebral
blood Flow)

CD2AP: proteina asociada a CD2 (CD2-
associated protein)

CD33: cluster de diferenciacion 33
(cluster of differentiation 33)

CDK5: quinasa dependiente de ciclina 5
(cyclin-dependent kinase 5)

CLNK: enlazador de células
hematopoyéticas dependiente de
citoquinas (cytokine dependent
hematopoietic cell linker)

CLU: clusterina (clusterin)

CR1: receptor de complemento 1
(complement receptor 1)

DCI: D-Chiro-inositol

DMN: nucleo dorsomedial (dorsomedial
nucleus)

DPIN: D-Pinitol (3-O-metil-DCl)
DRX: difraccién de rayos X
EA: enfermedad de Alzheimer

ECE: enzima convertidora de endotelina
(endothelin-converting enzyme)

EED: desarrollo de ectodermo
embridnico  (Embryonic  Ectoderm
Development)

EIF4G: factor de iniciacion de la
traduccidn eucariota 4y (eukaryotic
translation initiation factor 4y)

EM: microscopia electrénica (electron
microscopy)

EPDR1: relacionado a ependimina 1
(ependymin related 1)

EPHA1: receptor de efrina tipo Al
(ephrin type-A receptor 1)

ERK: quinasa regulada por sefales
extracelulares (extracellular signal-
regulated kinase)

FDG: fluorodesoxiglucosa

FERMT2: homodlogo 2 de la familia de
ferritina (ferritin family homolog 2)

FOS: protooncogén c-Fos (c-Fos
protooncogen)

FPR: receptor de péptido de formilo
(formyl peptide receptor)

FSH: hormona foliculoestimulante
(follicle-stimulating hormone)

FTIR-ATR: resonancia infrarroja con
transformada de Fourier — reflactancia
total atenuada (Fourier transform
infrared resonance - total attenuated
reflactance)

GFAP: proteina acida fibrilar glial (glial
fibrillary activation protein)

GH: hormona de crecimiento (growth
hormone)

GHSR: receptor de la hormona
secretagoga de la GH (GH secretagogue
receptor)

GIP: polipéptido inhibidor gastrico
(gastric inhibitory polypeptide)

GLP-1: péptido similar a glucagéon 1
(glucagon-like peptide 1)

GLUT: transportadores de glucosa
(glucose transporter)

GnRH: hormona liberadora de
gonadotropina (gonadotropin-releasing
hormone)

GOT/AST: transaminasa glutamico-
oxalacética  (glutamic  oxaloacetic
transaminase)

GPT/ALT: transaminasa glutamico-
pirtvica (glutamate pyruvate
transaminase)



GPx: glutatidon peroxidasa (glutathione
peroxidase)

GRB2: proteina 2 unida al receptor del
factor de crecimiento (growth factor
receptor-bound protein 2)

GSK-3B: glucdgeno sintasa-quinasa 3
(glycogen synthase kinase 36)

GSM: modulador de la y-secretasa (y-
secretase modulators)

GST: glutatidn-S-transferasa
(glutathione-S-transferase)

GTT: prueba de tolerancia a la glucosa
(glucosa tolerance test)

GWAS: estudios de asociacion del
genoma completo  (genome-wide
association study)

HDL: lipoproteina de alta densidad
(high density lipoprotein)

HLA-DQA1l: complejo de antigeno
leucocitario humano DQA1 (human
leukocytary antigen complex 1 DQA1)

IBA1: molécula adaptadora de union al
calcio ionizado 1 (ionized calcium-
binding adapter molecule 1)

IDE: enzima degradadora de insulina
(insulin-degrading enzime)

IECA: Instituto de Estadistica vy
Cartografia de Andalucia

IGF-1 factor de crecimiento de tipo
insulinico 1 (insulin-like growth factor 1)

IL-1B: interleuquina 1B (interleukin 18)
IL34: interleuquina 34 (interleukin 34)
IMC: indice de masa corporal

INE: Instituto Nacional de Estadistica

INPP5D: inositol polifosfato-5-fosfatasa
(inositol-polyphosphate 5-phosphatase)

IPG: inositol fosfoglicano (inositol
phosphoglycan)

IR: receptor de insulina (insulin
receptor)

IRS1: sustrato del receptor de insulina 1
(insulin receptor substrate 1)

JUN: factor de transcripcion AP-1 (AP-1
transcription factor)

Karp: canales de potasio modulados por
ATP

LDL: lipoproteina de baja densidad (low
density lipoprotein)

LDLR: receptor de lipoproteina de baja
densidad (low density lipoprotein
receptor)

LH: hormona luteinizante (luteinizing
hormone)

LN: nucleo lateral (/atera nucleus)

LRP1: proteina 1 relacionada con el
receptor de lipoproteinas de baja
densidad (low density lipoprotein
receptor-related protein 1

LTP: potenciacién a largo plazo (long-
term potentiation)

MAPK: proteina quinasa activada por
mitégeno (mitogen-activated protein
kinase)

MAPT: proteina tau asociada a
microtubulo  (microtubule-associated
protein tau)

MCH: hormona concentradora de
melanina (melanin-concentrating
hormone)

MEC: Mini-Examen Cognoscitivo

MEK: MAPK/ERK quinasa (también
conocida como MAPKK) (MAPK/ERK
kinase)

Micro-CT: micro-tomografia
computerizada  (Micro-computerized
tomography)



MINDY2/ADAM10: proteina 10 que
contiene el dominio de desintegrina y
metaloproteinasa  (disintegrin  and
metalloproteinase domain-containing
protein 10)

MMSE: Mini Examen del Estado Mental
(Mini-Mental State Examination)

MN: nucleos mamilares (mammillary
nuclei (MN)

MNK: quinasa que interactia con la
sefial de MAP quinasa (también
conocida como MKNK) (MAP kinase
signal-interacting kinase)

MoCA: Evaluacion Cognitiva de
Montreal (Montreal Cognitive
Assessment)

MRI: imagen de resonancia magnética
(magnetic resonance imaging)

MS4A: atravesador de membrana 4A
(membrane-spanning 4A)

mTOR: complejo 2 de la diana de la
rapamicina de los mamiferos
(mammalian target of rapamycin
complex 2)

MWM: prueba del laberinto acuatico de
Morris (Morris water maze)

NFAT: factor nuclear de células T
activadas (nuclear factor of activated T
cells)

NF-kB: factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

NFT: ovillo neurofibrilar (neurofibrillary
tangle)

NIA: Instituto Nacional de Edad
(National Institute on Aging)

NIA-AA: Instituto Nacional de Edad y
Asociacion de Alzheimer (National
Institute on Aging and Alzheimer’s
Association)

NMDA: de N-metil-d-aspartato (N-
methyl-d-aspartate)

NOS: especies reactivas de nitréogeno
(nitrogen-reactive species)

NPY: neuropéptido Y (neuropeptide Y)

NVC: acoplamiento neurovascular
(neurovascular coupling)

p70S6KpB: p70 quinasa S6 ribosomal
(también conocida como S6KB2) (p70
ribosomal S6 kinase 8)

p90S6K: proteina ribosomal S6 quinasa
1 de 90 kDa (también conocida como
S6Kal) (90 kDa ribosomal protein S6
kinase 1)

PAI-1: activador de plasmindgeno 1
(plasminogen activator 1)

PCOS: sindrome de ovario poliquistico
(polycystic ovary sindrome)

PDHP: piruvato deshidrogenasa
fosfatasa (pytuvate dehydrogenase
phosphatase)

PDK1: proteina quinasa 1 dependiente
de 3-fosfoinositida (3-phophoinositide-
dependent protein kinase 1)

PDK1: proteina quinasa 1 dependiente
de 3-fosfoinositida (pyruvate
dehydrogenase  lipoamide  kinase
isozyme 1)

PET: tomografia por emisién de
positrones (positron-emission
tomography)

PGC1: coactivador 1 (coactivator 1)

Pgp: glucoproteina-P o glucoproteina
de permeabilidad (permeability
glycoprotein)

PHF: filamentos helicoidales
emparejados (paired helical filaments)

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa
(phosphatidylinositol 3-kinase)



PICALM: proteina ensambladora de
clatrina que se une al fosfatidilinositol
(phosphatidylinositol binding clathrin
assembly protein)

PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-difosfato

(phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate)
PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(phosphatidylinositol (3,4,5)-
bisphosphate)

PKA: proteina kinasa A (protein kinase
A)

PLC: fosfolipasa C (phospholipase C)

PLCG2: fosfoinositido fosfolipasa Cy2
(1-Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate phosphodiesterase y2)

PLD: fosfolipasa D (phospholipase D)

PN: nlcleo posterior (posterior nucleus
(PN)

POMC: proopiomelanocortina
(proopiomelanocortin)

PON: nlcleo predptico (preoptic
nucleus)

PP2A: proteina fosfatasa 2A (protein
phosphatase 2A)

PP2C: proteina fosfatasa 2C (protein
phosphtase 2C)

PPAR: receptor activado por

proliferador de peroxisomas
(peroxisome proliferator-activated
receptors)

PS1 (PSEN1): presenilina 1
PS2 (PSEN2): presenilina 2

PTEN: proteina homdloga de fosfatasay
tensina  (phosphatase and tensin
homolog protein)

PTK2B: proteina tirosina quinasa 2 f
(protein tyrosine kinase 2 B)

PVN: nucleo paraventricular
(paraventricular nucleus)

RANKL: ligando de receptor activador
para el NF-kB (ligand of receptor
activator of NF-kB)

rhGH: GH recombinante humana
(recombinannt human GH)

RICTOR: compafiero insensible a la
rapamicina de mTOR (rapamycin-
insensitive companion of mTOR)

ROS: especies reactivas de oxigeno
(oxygen-reactive species)

sAPPa: fragmento a soluble de APP
(soluble APP a)

sAPPB: fragmento B soluble de APP
(soluble APP 8)

SCIMP: adaptador de CSK y proteina de
membrana que interacttiia con CSK (SLP
Adaptor And CSK Interacting Membrane
Protein)

SCN: nucleo supraquiasmatico
(suprachiasmatic nucleus)

SHC: proteina transformadora de SHC
(SHC-transforming protein)

SKAR: S6K1 objetivo similar a Aly/REF
(también conocido como POLDIP3)
(S6K1 Aly/REF-like target)

SLC24A4: miembro 24 de la familia de
intercambiadores de solutos (solute
carrier family 24 member 4)

SOD: superoéxido dismutasa (superoxide
dismutase)

SON: nucleo supradptico (supraoptic
nucleus)

SORL1: receptor relacionado con
sortilina L1 (sortilin-related receptor L1)

SOS: son of sevenless (son of sevenless)

SPI1: factor de transcripcion PU.1
(transcription factor PU.1)



SPPL2A: péptido sefial similar a la
peptidasa 2A (signal peptide peptidase-
like 2A)

SR: receptor scavenger (scavenger
receptor)

SREBP: proteina de unién a elementos
reguladores de esteroles (terol
regulatory element-binding protein)

STAT5: transductor de sefales vy
activador transcripcional 5 (signal
transducer and activator of
transcription)

STZ: estreptozotocina (streptozotocyn)

T1DM: diabetes de tipo 1 (type 1
diabetes mellitus)

T2DM: diabetes de tipo 2 (type 2
diabetes mellitus)

TAG: triglicérido (triacylglycerol)
Tg>FAP/-: modelo heterocigoto de 5xFAD

TgSXFAD/SXFAD:  modelo  homocigoto de
5xFAD

TLR: receptores de tipo toll (toll-like
receptor)

TMN: nucleo
(tuberomammillary nucleus)

tuberomamilar

TNF-a: factor de necrosis tumoral a
(tumor necrosis factor a)

TREM2: receptor desencadenante
expresado en células mieloides 2
(triggering  receptor expressed on
myeloid cells 2)

TRH: hormona liberadora de tirotropina
(thyrotropin-releasing hormone)

TSC1: complejo de esclerosis tuberosa 1
o hamartina (tuberous sclerosis complex
1 or hamartin)

TSC2: complejo de esclerosis tuberosa 2
o tuberina (tuberous sclerosis complex 2
or tuberin)

TSH: hormona estimulante de la
tiroides (también llamada tirotropina)
(thyroid-stimulating hormone)

TSPOAP1: proteina 1 asociada a TSPO
(TSPO associated protein 1)

UNCS5CL: proteina similar al homdlogo C
de Unc 5 (Unc-5 homolog C-like protein)

USP6NL: proteina similar a N-terminal
USP6 (USP6 N-terminal-like protein)

VLDL: lipoproteina de muy baja
densidad (very low density lipoprotein)

VLDLR: receptor de lipoproteinas de
muy baja densidad (very low density
lipoprotein receptor)

VMN: nucleo
(ventromedial nucleus)

ventromedial

WNT3: Wnt 3 (Wnt 3)

YM: prueba de laberinto en Y (Y-maze)
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1. SUMMARY




1.1 Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent form of dementia, being one of the most
determinant health problems in the world given its incidence and the continuous growth of
cases associated with population aging. One of the certainties of AD is that it manifests at the
biological level through the accumulation of extracellular plaque deposits of amyloid-B (AB)
peptide due to its overproduction and a deficient clearance mechanism, in addition to the
formation of neurofibrillary tangles (NFTs) of hyperphosphorylated tau in a pathological process
that results in an inflammatory response accompanied by a loss of synapses and neuronal death,
sequentially in appearing in brain regions controlling memory, reasoning, and language (1). This
results in death after 3 to 9 years of initial diagnosis based on cognitive decline. Although the
amyloid cascade theory, which implies the formation of AP plaques as the trigger of AD cellular
pathology, is widely accepted as the probable cause or cause-effect of AD development, there
is still a large information gap on all possible events contributing to the development of the
pathology up to 20 years before the onset of cognitive decline. The timing of pharmacological
intervention and the difficulty to identify reliable biomarkers of AD are two of the main obstacles
to reaching a successful therapy.

There has been a recent shift in the trend towards understanding how other factors not intrinsic
to amyloid pathology might pose a risk and contribute to the development of AD. There is
increasing evidence linking disorders of food intake, and peripheral metabolism with processes
that induce neuroinflammation and neurodegeneration such as AD which is associated with the
accumulation of AB plaques, hyperphosphorylation of tau, and the appearance of neurofibrillary
tangles, as well as central insulin resistance. Recent epidemiological studies reveal that low body
mass index (BMI) and unintentional weight loss during midlife contribute to an increased risk of
AD (2-9). In addition, neuroendocrine disturbances such as low blood insulin levels and
hormonal imbalances during aging and menopause are interrelated and positively correlated
with the development of AD in humans, favoring the deposition of AR and hyperphosphorylated
and tau (10, 11). However, the biological mechanisms by which they are reproduced and how
they might affect the development of AD in the context of genetic vulnerability are still
unknown.

There are currently several preclinical studies and clinical trials based on the use of drugs
targeting insulin for the treatment of AD, such as metformin or intranasal insulin itself, showing
mixed results so far. The use of these pharmacological treatments also poses certain challenges
associated with safety, bioavailability, and undesirable secondary effects in the body. The need
arises for a pharmacological approach that can be administered safely, whose route of
administration is manageable for the patient, and has a well-described mechanism of action.
Given this situation, one of the proposed alternatives is the use of nutraceuticals such as D-chiro-
inositol (DCl), a compound normally incorporated in the diet and an intermediate of the non-
canonical insulin signaling pathway, which promotes insulin secretion, exerts antioxidant and
anti-inflammatory activity, and whose use is safe (12). A detailed description of the origin of DClI,
its sources, mechanism of action, and prospects as a treatment for neurodegenerative diseases
in AD has been made in the first article included in this Ph.D. project.

For the past two decades, murine models carrying mutations normally associated with familial
AD in the APP and PSEN1 genes have been developed with the aim of reproducing the pathology
of Alzheimer's disease as closely as possible, in order to study the efficacy of targeted therapies
to reverse the progression of AD. The murine model has several advantages: adaptability to
small space environments, ease of handling and maintenance, physiological similarity to humans
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and a short life cycle. These animal models try to reproduce the pathological alterations of AD;
however, they are not able to reproduce with full fidelity the amyloid pathology both at the
biological level and in the cognitive characteristics developed. Most models based on combined
APP and PSEN1 mutations promote the formation of AB1-42 fragments and the accumulation of
diffuse and senile plagues (13-15). The 5xFAD mice co-express and co-inherit familial
Alzheimer’s disease (FAD) mutant forms of human transgenes for APP (the Swedish mutation:
K670N, M671L; the Florida mutation: 1716 V; the London mutation: V7171) and PS1 (M146L;
L286V) under transcriptional control of the neuron-specific mouse Thy-1 promotor (14). These
mice show the greatest similarity in cellular and molecular events in human amyloid pathology;
hence we chose the 5xFAD mouse model of AD to study the metabolic disturbances occurring
during the initial stages of AD that could contribute to amyloid-derived cognitive decline (14).
The study of these metabolic changes could provide information for the detection of possible
early metabolic biomarkers indicative of the development of Alzheimer's pathology. Knowing
the mechanisms through which these metabolic changes occur is necessary to establish the
pathway of action and the efficacy of therapeutic strategies such as the use of DCl as a treatment
for loss of insulin signaling and metabolic imbalance.

In the present Ph.D. thesis, we have evaluated the efficacy of treatment with DCI, a natural
compound that intervenes and activates insulin signaling, possesses anti-inflammatory and
antioxidant properties, as a potential treatment for AD in early stages. Essentially, in prodromal
stages of AD, metabolic and hormonal changes are observed that increase the risk of AD,
including lower body weight accompanied by progressive weight loss, low insulin levels and
brain insulin resistance, liver dysfunction or osteoporosis. These processes have been described
in a transgenic model of AD such as the 5xFAD mouse, allowing us to analyze the efficacy of DCI
administration in slowing and halting progressive metabolic and cognitive deterioration in these
animals. The most relevant contributions of this work are:

1) The description of the physiological activity of inositols, proposing a model of insulin
signaling pathway where the DCI participates, and describing its antioxidant capacity
according to the results seen so far. Subsequently, the capacity of DCI as a possible
treatment for AD has been further explored, intervening in the formation and toxicity
of AB-peptide in addition to other possible treatment targets related to metabolic
dysfunction in the periphery

2) The characterization of those mechanisms that lead to physiological and metabolic
alterations observed in AD in prodromal states, both centrally and in the periphery in
the 5xFAD mouse model of AD.We defined structural and endocrine signaling
alterations in the hypothalamus, as well as in the periphery, leading to a negative energy
balance and weight loss in 5XxFAD mice similar to what has been observed in AD
patients. It was determined that the inflammatory process in the hypothalamus and the
loss of hormonal signaling were related to weight loss in 5xFAD animals, which was more
pronounced in females and was due to a lower intake of the animals, compensated by
a decrease in energy expenditure, a pattern observed during aging. There was also
evidence of liver damage and deregulation of plasma triacylglycerol levels specifically in
5xFAD females, which could be associated with a deregulation of lipid metabolism.

3) We evaluated the ability of DCI to reverse the negative energy balance in 5xFAD mice,
focusing on the effects of DClI on parameters of intake, energy expenditure,
hypothalamic inflammation, plasma hormone levels, and liver pathology. In this study,
male and female 5xFAD homozygotes were used and it was observed that treatment
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with DCI from 6 months of age, where the pathophysiological mechanisms of
metabolism in this model were first described, until 10 months of age. DCI was able to
reverse progressive weight loss by increasing food intake, as well as slowing the
deterioration of short-term memory and cognitive flexibility. In addition, DCI treatment
normalized abnormally low levels of insulin, gastric inhibitory polypeptide (GIP), and
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) in 5xFAD animals, which in turn was associated with the
hypothalamic inflammatory process and weight loss. The 5xFAD females showed a fatty
liver phenotype and hepatic amyloid accumulation, and an osteoporotic phenotype,
which was reversed by DCI administration.

Overall, these results depict that the 5xFAD mouse model of AD reproduces metabolic
imbalances seen as risk factors for AD development in humans, linking the metabolic
disturbances seen in prodromal states to latent amyloid pathology. This study opens a range of
possibilities regarding the potential efficacy of insulin-sensitizing agents, such as DCI, in the
development of metabolic disorders that may lead to aggravation of AD.



1.2 Literature review

As the life expectancy of the population increases, age-related degenerative disorders are
increasing their health and socioeconomic impact on public health. It is estimated that 10% of
adults over 65 years of age are currently living with AD and that, over the next 30 years, its
incidence worldwide will reach 152 million. The main distinguishing cellular and molecular
features of AD are twofold: 1) the abnormal deposition of extracellular plaques of B-amyloid
(AB) peptide, which is formed from the breakdown of a larger protein, called amyloid precursor
protein (APP), which is subject to the protease activity of B-secretase (the B-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 1 (BACE1) isoform being predominant) and y-secretase; 2)
the formation of neurofibrillary tangles of tau protein, which under normal conditions binds and
stabilizes to microtubules, but in the AD process, tau loses its ability to bind to microtubules and
attaches to other tau molecules, forming intracellular "fibrils" that cause neuronal damage and
loss of synaptic communication between neurons (1). There are three stages in the progression
of AD: 1) a preclinical pathogenic stage, in which changes start to happen at the cellular and
molecular level years before symptoms appear; 2) a prodromal stage of mild cognitive
impairment, in which the initial symptoms and signs of AD appear but do not significantly affect
daily activities, such as word-finding issues, slight visuospatial disorientation, and some decline
in reasoning; and 3) a clinical phase where further memory impairment is
experienced, progressing to a moderate state where damage to brain areas controlling
language, reasoning, smell, and sensory processing, leads to severe problems in recognizing
relatives, performing simple tasks or facing new situations, until the patient enters a state of
total dependence (16). Death occurs between 3 and 9 years after diagnosis, being the fifth
leading cause of death in the world.

The difficulty in diagnosing AD is one of its major drawbacks. Currently, three criteria are used
to diagnose non-familial AD (lack of genetic mutations causing familial AD): 1) a demonstration
of memory and/or learning impairment; 2) tracking of progressive decline over time without
possible plateaus or stages of stabilization; and 3) the absence of other neurodegenerative
pathologies, cerebrovascular diseases, or other conditions that may cause cognitive problems
with a mixed etiology (17). The severity of cognitive impairment is typically assessed based on
anamnesis and the results of cognitive tests that assess, among other things, short-term
memory, temporal-spatial orientation, language, concentration, problem-solving skills, and
dependency levels. Several approaches using biomarkers, such as the presence of AR and
phosphorylated tau in the cerebrospinal fluid, have been implemented in the definition of AD
patients in research, whereas clinical diagnosis is still based on cognitive symptoms (18).

Cases of AD are usually classified according to the age of onset of characteristic symptoms and
the patient’s family history. When the patient presents with symptoms between the ages of 30-
50 years, it is known as early-onset or familial AD, whereas, if the development occurs after the
age of 60 years, it comprises late-onset or sporadic AD. Familial AD comprises between 1-6% of
cases of AD and is the consequence of a dominant monogenic mutation. Mutations leading to
familial Alzheimer's disease are those affecting the amyloid precursor protein (APP) gene, the
presenilin 1 (PS1) and presenilin 2 (PS2) genes, thus leading to exacerbated production of AB.
On the other hand, sporadic AD comprises most cases, whose origin of symptoms occurs
between approximately 60-65 years of age, and its prevalence increases with advancing age.
The origin of sporadic AD is insidious, although over the years it has been described that
environmental causes, dietary habits, comorbidity with other diseases, and the presence of
certain polymorphisms in specific genes, influence the probability of developing this pathology.
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So far, the mechanism of AB plaque formation and tau tangle formation has been extensively
studied, although there are still disparate opinions as to whether these events are causal or a
consequence of the true onset of sporadic AD. The generation of the AB peptide occurs from
the sequential processing of the APP protein, which generates AB fragments of 37 to 43 amino
acids, the main toxic species being the APi4 and APi4; fragments, produced by the
amyloidogenic processing of APP (19). The amyloidogenic pathway of APP processing is initiated
by the activity of the enzyme B-secretase, which is active in the lumen of vesicles and exhibits
an endocytic pathway, and then followed by y-secretase (consisting of PS1, PS2, nicastrin, and
APH-1 subunit), resulting in the formation of the AR peptide, which is released into the
extracellular space. Depending on the amino acid where the cleavage occurs, different types of
AB fragments are formed, predominantly ABi.40 fragments, and ABi.s;, the latter being more
hydrophobic and with a tendency to form potentially neurotoxic aggregations.

AP peptides can be released into the extracellular milieu by the action of secretases or formed
within endolysosomes. In its soluble monomeric form, the AB peptide is innocuous. The main
difference between the ABi1.40 and AB1.42 peptide isoforms is the presence of two hydrophobic
amino acids in the latter, which confer an ability to aggregate into soluble oligomers and
subsequently into insoluble plaques, which have a neurotoxic effect. So far it is known that
oligomeric AR mediate the production of reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (NOS), alter
the stability of the plasma membrane of neurons and microglia, and cause the interruption of
neuronal synapses, autophagic processes, and mitochondrial dysfunction resulting in cell death
(1, 20). These events trigger inflammatory processes and promote the hyperphosphorylation of
tau. Insoluble AB fibrils aggregate in the parenchyma and begin to form extracellular deposits,
such as senile or amyloid plaques, which are easily recognizable by immunohistochemical
methods. One of the mechanisms described for the formation of dense plaques is the
internalization of the AP peptide by endo- and phagocytosis processes, where fibrils have
generated that end up forming amyloid plaques that promote cell death and their release to the
extracellular medium. These neuritic plaques arise years before the onset of cognitive decline.
Due to the presence of AB, dense bodies of lysosomal origin and high mitochondrial content can
be found in the dystrophic neurites surrounding dense plaques (21-23).

The brain has several mechanisms to eliminate AR deposition. Microglia can recognize the AB
peptide in amyloid plaques through their binding to membrane receptors, leading to a
phagocytic process that ends up in the intracellular degradation of AR through the activity of
various protease enzymes such as neprilysin, cathepsins, metalloproteases, plasminogen
activators, angiotensin 1 converting enzyme (ACE), endothelin-converting enzyme (ECE) or
insulin-degrading enzyme (IDE) (24-28). The binding of AB to toll-like receptors on microglia and
astrocytes triggers an inflammatory response with the secretion of cytokines, leading to
impaired AB degradation (29). Clearance of AP also occurs through the blood-brain barrier, the
vascular system, and the lymphatic system. This occurs mostly as a result of apolipoprotein E
(APOE) binding to the AB complex. In response to astrocyte stimuli, APOE is primarily produced
by astrocytes and, to a lesser extent, by microglia and neurons (30). Although APOE promotes
intracellular AB cleavage, the complex of APOE and AB can bind to the low-density lipoprotein
receptor-related protein 1 (LRP1) as well as the very low-density lipoprotein receptor (LDLR) in
the astrocytes surrounding the brain's vascular endothelium, facilitating their transfer across the
blood-brain barrier (31, 32). Furthermore, AB peptide in its soluble monomeric form can be
cleared by direct binding to LRP1 (33).



Generally, the most widely accepted hypothesis as a plausible cause of AD is that arising from
the amyloid cascade, which has been supported for more than two decades (34). In this
assumption, the production of AB peptide is the central axis leading to cognitive impairment,
which accumulates with age due to an increase in its production and a reduction in clearance
mechanisms. The formation of soluble oligomers of AB has a neurotoxic effect,
that may cause neuronal dysfunction. As a result, several protein kinases such as glycogen
synthase kinase 3B (GSK-3B) and cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) are activated, leading to
hyperphosphorylation of tau. One of the main underpinnings of the amyloid cascade hypothesis
is the presence of mutations affecting the amyloidogenic processing of APP, which are sufficient
to cause sporadic AD.

The fact that the amyloid cascade hypothesis, the most widely accepted by the scientific
community, has certain gaps in explaining the causality of AD, has led to the parallel formulation
of other hypotheses on the possible origin of AD. One hypothesis proposes that oxidative stress
and neuroinflammation, which are events that are produced by the accumulation of AB and tau
neurofibrillary tangles (NFTs), may not only be mere secondary players in response to the
pathology, but one of the main causes. Early astrocyte reactivity may be one of the causes
leading to synaptic dysfunction, as well as the inability to eliminate AR by APOE (35, 36). In
addition, the production of cytokines such as interleukin 1B (IL-1B) or tumor necrosis factor 1a
(TNF-a) are factors that promote AP production, deriving in a positive feedback mechanism
where there is an overactivation of the response of microglia and astrocytes in the brain (29).
Another possible cause is exposure to pro-inflammatory stimuli such as peripheral system
cytokines, which trigger microglia hyperreactivity so that a continuous inflammatory state in the
organism could contribute to a neuroinflammatory response and defective clearance of AB
peptide. This systemic inflammatory state may be due to causes such as peripheral insulin
resistance, which generates an inflammatory response that alters autophagy dynamics in the
brain and promotes the production of ROS that alter synaptic integrity (37-40).

Insulin regulates energy balance by stimulating gluconeogenesis and the production of
triacylglycerols (TAGs). Insulin is a 51 amino acid hormone released by pancreatic B-cells. Both
neurons and glial cells express the insulin receptor (IR), which is important for maintaining brain
activity as it facilitates glucose use as an energy source and exerts neurotrophic activity by
promoting synaptic plasticity and cell growth (41-45). On the other hand, the hypothalamus, a
region of the brain that finely regulates the processes of food intake and energy expenditure,
senses peripheral insulin plasma levels.

It has long been shown that AD progression is associated with dysregulation of insulin signaling
in those regions associated with cognitive pathology, such as the limbic system and the
hippocampus. A decrease in insulin gene expression has been observed in a pattern similar to
the increased expression of APP and the astrocytic activation marker glial acidic protein (GFAP)
and microglial ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) (46). In another post-mortem
analysis of human hippocampus, a correlation has been found between elevated levels of
phosphorylation at serine residues of insulin receptor substrate 1 (IRS1) with levels of oligomeric
AB, which in turn were negatively associated with performance on working memory and
episodic memory tasks (47). One of the mechanisms associated with dysfunction of insulin
signaling in the brain is the susceptibility of the APOE- €4 allele, which has been shown in animal
models to interact with IR and promote its sequestration in endosomes, preventing IR trafficking
to the cell membrane and decreasing insulin signaling (48). These studies are consistent with
brain glucose hypometabolism observed in APOE-g4 carriers (49). Another possible factor
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contributing to decreased insulin signaling is sustained neuroinflammation in the brain of AD
patients. Furthermore, it has been observed in a study performed in Beagle dogs that insulin
signaling, through the protein biliverdin reductase A (BVR-A) the internalization of B-secretase
in endosomes, decreasing the amyloidogenic pathway of APP processing and A
generation (50).

Insulin signaling has also been repeatedly associated with the regulation of tau activity. Brain
insulin resistance results in increased activity of GSK-3f3, a secondary messenger on the insulin
pathway which promotes tau hyperphosphorylation (51).. Tau, in turn, interacts with the
phosphatase and tensin homolog protein (PTEN), promoting inhibitory phosphorylation at
serine residues of IRS1 and decreasing insulin signaling in a positive feedback mechanism (52).

As of 2022,as many as 442 clinical trials in AD and related dementias are currently
supported, according to the National Institute on Aging (NIA) (53). Half of these are
nonpharmacological treatments are based on the care and well-being of patients with AD
dementia, including the development of new technologies for patient care and monitoring of
patient well-being. However, currently there are only 65 pharmacological clinical trials, of which
only 8 reached clinical phase 3. Of these pharmacological interventions, most of them are
targeting the AB peptide or aim to modulate the inflammatory response. Most of these
pharmaceutical therapies target the AB peptide or include substances that lessen inflammatory
response, making them the most prevalent. Most pharmaceutical strategies used to treat
Alzheimer's disease in recent years have been based on the amyloid cascade hypothesis.
However, these approaches fail to reach significant clinical results given the timing of
administration, since molecular and cellular hallmarks of AD occur decades before cognitive
symptoms manifest. Therefore, it is becoming ever more important to adopt a new approach
focused on preventing or slowing down the disease's potential development. Evidence in recent
years suggests that peripheral metabolism disorders, including alterations in body weight,
endocrine system, and energy homeostasis processes may be early signs of risk for late-life AD
development and severity. It is plausible that metabolic manifestations are interrelated to latent
amyloid pathology, making it crucial to ascertain the metabolic imbalances related to the AD
process. This would present new opportunities. This would open up new avenues of treatment,
based on pharmacological alternatives that can be safely delivered in the prodromal stage of the
disease.

Involuntary weight loss is one of the signs that can be observed during aging. Epidemiological
studies have shown for years that weight loss and low BMI during middle age are associated
with a higher rate of frailty and the development of neurodegenerative diseases such as AD in
the elderly (2-9). Unwanted weight loss over the years in cognitively normal individuals is a
marker of increased risk of developing AD and about 40% of people with dementia experience
weight loss (54-56). Prospective studies have linked low BMI during middle age with increased
plasma AB misfolding, indicative of the formation of soluble toxic oligomeric species (57). The
causes by which weight loss occurs in AD are still unknown. In general, weight loss occurs
through a negative energy balance, in which caloric intake does not compensate for energy
expenditure, involving both external and internal factors. Follow-up studies suggest alterations
in food intake, basal metabolism and sleep patterns are related to weight loss in AD patients
(58, 59).

The control of energy balance is finely regulated by the hypothalamus, a heterogeneous brain
region with adaptive ability to control the physiological mechanisms of energy intake and
expenditure through the endocrine and autonomic nervous systems. Postmortem analyses have
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shown atrophy of the hypothalamus in patients with AD (60-62). Studies in animal models of AD
suggest that early weight loss in AD is related to a dysfunction of those hypothalamic nuclei
responsible for the control of energy balance such as the arcuate nucleus (ARC), depicting
hypothalamic inflammation and loss of neuropeptide Y (NPY, orexigenic) and
proopiomelanocortin (POMC, anorexigenic) (63).

Given that reduced insulin and leptin plasma levels have been stablished as risk factors for AD,
negative energy balance could be a result of hypothalamic dysfunction derived from a
continuous neuroinflammation and decreased endocrine signaling in a feed-forward
mechanism. Epidemiological studies have linked low insulin levels to the risk of AD. Studies in
both male and female populations have found that excessively low basal plasma insulin levels
are greater predictors of risk for the development of dementia and AD compared with high
insulin levels, independently of the preclinical development of type 2 diabetes mellitus (T2DM)
(10, 11). Aging reduces the activity of B-pancreatic cells. Therefore, low insulin levels could be
indicative of premature aging, which could be found to be related to AD in its early stages.
Although evidence in humans is scarce, murine models of AD depict loss of loss of B-pancreatic
cell mass, interfering with insulin release and glucose homeostasis (10, 64, 65). Another insulin-
related hormone is leptin, whose plasma levels are dependent on the volume of visceral white
adipose tissue. Epidemiological studies have observed that plasma leptin levels are generally
lower in patients with dementia and AD (66). However, this association has been found in older
patients, so that reduced leptin levels could be a secondary consequence of weight loss
occurring at earlier stages. Insulin secretion is also regulated by the hypothalamus, and insulin
signaling in the hypothalamus is essential to initiate mechanisms for glycemic control and body
weight maintenance. Insulin is a trophic factor essential for glial functioning, hence disruption
of insulin signaling in the brain leads to defective glial-neuron coupling and progressive
neurodegeneration.

In recent years, research has shown the existence of comorbidity between low bone mineral
density, osteoporosis, and bone fracture in patients with dementia (67-69). AD patients have
more than twice the risk of experiencing decreased bone density and bone fracture. The
connection between brain and bone occurs through the control of the autonomic nervous
system over the dynamic balance of bone remodeling. The central nervous system regulates
autonomic nervous system signaling on bone through the dorsal raphe nucleus and the
ventromedial nucleus (VMN) of the hypothalamus. In this regard, neuroimaging studies have
shown a correlation between hypothalamic atrophy in early AD patients with lower bone
mineral density (BMD) (70). On the other hand, during middle age, a decrease in plasma levels
of steroid hormones such as estrogens during menopause are also stablished risk factors for AD
incidence (71). Follicle-stimulating hormone (FSH) plasma levels rise during menopause as a
response to defective ovulation. High plasma FSH is linked to higher deposition of AB plaques
and the formation of tau NFTs in the hippocampus and cortex accelerating cognitive decline
(72).

One of the mechanisms described for the reduction of AB load in the brain occurs via systemic
circulation, implying its elimination in organs such as the liver, kidneys, or gastrointestinal tract.
This mechanism begins through the binding of the AP peptide to APOE, forming a complex that
crosses the blood-brain barrier thanks to the binding of APOE to the LRP1 receptor (33). Indeed,
the removal of AB in the periphery reduces the AR load in the brain (73). In fact, it has been seen
that AP degradation in liver extracts from AD patients is lower than in that of patients without
AD, pointing to a relationship between liver dysfunction and amyloid pathology, in a cause-effect
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relationship (74). Furthermore, increased hepatic degradation of AP prevents cognitive
impairment in murine models of AD (75).

The contribution of the liver to AP clearance suggests that the incidence of liver problems could
be a risk indicator for AD. In animal models, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) been linked
to AD, producing neuroinflammation and accumulation of AB plaques (76). Indeed, it has been
observed in the 5xFAD murine model of AD that overexpression of human AP in the liver causes
cognitive impairment and hepatic fat accumulation, suggesting a role for AR in hepatic
metabolism that could contribute to the development of NAFLD (77). In addition to NAFLD, other
liver pathologies such as cirrhosis or inflammation caused by hepatitis B virus also decrease the
hepatic capacity to clear AR and could be associated with an increased risk of AD (78, 79). The
fact that hepatic dysfunction and loss of systemic AB clearance capacity in the liver is a risk factor
for AD provides an opportunity for a liver-directed pharmacological intervention to treat AD
from a non-brain-oriented perspective, focusing on metabolic health as a compelling factor in
the development of AD.

Currently, there are several clinical trials based on the use of drugs that have insulin as a target
for the treatment of AD. Anti-diabetic drugs such as metformin or intranasal insulin itself, have
shown mixed results so far. The use of these pharmacological treatments also entails certain
challenges associated with their safety, bioavailability, and undesirable secondary effects. The
need arises for a pharmacological approach that can be administered safely, is manageable for
the patient, and has a well-described mechanism of action. One of the proposed alternatives is
the use of nutraceuticals such as DCI, a natural compound incorporated found in soy and plants
and an intermediate of the non-canonical insulin signaling pathway, which promotes insulin
secretion, exerts antioxidant and anti-inflammatory activity and has long been safely used for
the treatment of polycystic ovary syndrome (PCOS). The incorporation of DCl into membrane
phospholipids forming inositol phosphoglycans (IPGs) makes them substrates for phospholipase
D (PLD) activity, which can mediate the activation of non-canonical insulin pathways leading to
IRS1 and IRS2 phosphorylation (80). DCl is able to activate per se the PI3K/AKT pathway and
plays a crucial role in insulin activity (4). Administration of DCI and its 3-O-methyl derivate, D-
Pinitol (DPIN) promote insulin release in a mechanism similar to that produced by glucose in -
pancreatic cells (81-83). The administration of DPIN and DClI, in addition, prevent weight loss
produced in insulin-deficient animal models, promote lipogenesis in adipocytes synergistically
with estrogens, and exert a hepatoprotective mechanism (84-86).

it has been observed that DCI or its analog DPIN act on several common targets in Alzheimer's
disease. Centrally, DCl is transported across the blood-brain barrier, promoting insulin signaling
in the brain. In vitro studies in hippocampal neurons have shown that DCI stimulates insulin
signaling, decreasing the toxicity of soluble AP oligomers in neurites (1). DPIN, in turn, has
further been shown to have selective y-secretase inhibitory activity decreasing APP, but not
notch, processing. Furthermore, orally administered DPIN is able to decrease tau
hyperphosphorylation in rodents in a mechanism associated with reduced activity of CDKS5, a
tau protein kinase (87, 88). DPIN has been shown to be effective in reversing metabolic
imbalances resulting from insulin deficiency, such as weight loss depicted in murine models of
streptozotocin (STZ) injection-induced diabetes (84). These results suggest that DCl has
therapeutic potential as a treatment in early metabolic impairment of insulin signaling and the
development of vascular dysfunction, which promote oxidative stress and proinflammatory
cytokine release, ultimately contributing to amyloid pathology in the context of brain insulin
resistance in AD.
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In order to study the effectiveness of targeted therapies to slow down the progression of AD,
over the past 20 years, murine models carrying familial AD mutations in APP and PS1 genes have
been created. The goal of these animal models is to closely mimic the pathology of AD.

The mouse model provides several benefits, including a short life cycle, simplicity of handling
and maintenance, physiological resemblance to humans, and adaptability to small space
conditions. These animal models try to reproduce the pathological alterations of AD; however,
they are not able to reproduce with full fidelity the amyloid pathology both at the biological level
and in the cognitive characteristics developed. Most animal models based on combined APP and
PS1 mutations promote generation of ABi.4; fragments and the formation of diffuse and senile
plagues (13-15). The 5xFAD mice co-express and co-inherit familial Alzheimer’s disease (FAD)
mutant forms of human transgenes for APP (the Swedish mutation: K670N, M671L; the Florida
mutation: 1716 V; the London mutation: V7171) and PS1 (M146L; L286V) under transcriptional
control of the neuron-specific mouse Thy-1 promotor (14). These mice show the greatest
similarity in cellular and molecular events in human amyloid pathology (14); hence we chose the
5xFAD mouse model of AD to study the metabolic disturbances occurring during the initial stages
of AD that could contribute to amyloid-derived cognitive decline. The study of these metabolic
changes could provide information for the detection of possible early metabolic biomarkers
indicative of the development of Alzheimer's pathology. Knowing the mechanisms through
which these metabolic changes occur is necessary to establish the pathway of action and the
efficacy of therapeutic strategies such as the use of DCl as a treatment for loss of insulin signaling
and metabolic imbalance.
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1.3 Hypothesis and aims of the study

The general hypothesis of this doctoral thesis is that the metabolic alterations that occur during
AD’s course could influence the processes of neuroinflammation and neurodegeneration of
amyloid pathology. These metabolic disorders could be an early marker of the disease itself,
being an effective target for its treatment, so it is of great importance to describe which are the
cellular and molecular events that derive from them. The use of DCI, a natural compound that
promotes insulin signaling and has anti-inflammatory and antioxidant properties, could
represent a therapeutic alternative to slow the process of metabolic and cognitive deterioration
in Alzheimer's disease.

Therefore, the main objective of this work is to physiologically characterize the metabolic
changes that occur during the development of Alzheimer's disease in a humanized model of AD,
the 5xFAD mouse. In doing so, identifying, and describing targets such as altered body weight,
loss of insulin signaling, and other hormonal changes, and characterizing the pathology in the
hypothalamus, the region responsible for the control of energy balance, are necessary
objectives to determine the efficacy of DCI treatment in slowing the progression of AD.
Therefore, the following specific objectives are proposed:

1. Objective 1. Description of the mechanism of action of DCI on insulin signaling, anti-
inflammatory, and antioxidant activity, and possible therapeutic targets in Alzheimer's
disease.

1.1 A literature review of all available data on the biological activity of DCI and other
inositol analogues, including data from clinical trials and patents generated for their
use in neurodegenerative diseases and Alzheimer's disease, will be performed.

1.2 The pharmacodynamics and pharmacokinetics of DCI will be described in a rat model,
in a subacute administration, where its effect on insulin sensitizing in a glucose
tolerance test and plasma metabolite levels in a biochemical analysis will be
determined. This work will be carried out in collaboration with the Biotechnology
company Euronutra S.L. in a one-year research stay.

1.3 Collaboration in the study of the effect of DCl and DPIN administration on plasma
concentrations of glucose and hormones that regulate glucose homeostasis (insulin,
glucagon, and ghrelin), and the effects of DPIN on plasma concentrations of pituitary
hormones (growth hormone (GH), prolactin, tyrotropin (TSH), luteinizing hormone (LH)
and FSH) in human volunteers. This work will be carried out in collaboration with the
biotechnology company Euronutra S.L. in a one-year research stay.

2. Objective 2. Characterization of the metabolic dysregulation phenotype in a model of
Alzheimer's disease, the 5XxFAD mouse, at an initial age of 6 months, in which early signs of
cognitive impairment and amyloid pathology can be observed.

2.1 The homozygous Tg5xFAD/5xFAD mutant phenotype and the heterozygous Tg5xFAD/-
will be compared to determine the penetrance in metabolism of the introduced
mutations (which have a cumulative gene dosage effect for APP and PS1 production).
Males and females will also be used to determine possible differences in auxological
and metabolic parameters that are due to sex.
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2.2 It will be determined if the 5xFAD animals present an alteration in body weight, in
addition to changes in the pattern of intake and energy expenditure by means of
indirect calorimetry, which explain the energy balance observed.

2.3 The presence or absence of plaques in the hypothalamus of 5xFAD animals will be
determined by immunohistochemical techniques to rule out amyloid pathology in the
hypothalamic region and compared with the hippocampus, a region that has already
been described as harboring AB plaques in this animal model at 6 months of age. The
presence of inflammatory response in the hypothalamus will also be determined by
molecular biology techniques.

2.4 Plasma metabolic hormone levels of 5xFAD mice will be determined and the activation
status of hormone receptors and signaling pathways in the hypothalamus will be
measured, establishing a relationship between hormone dysregulation and body
weight of 5xFAD mice.

Objective 3. To study the efficacy of dietary supplementation of DCI for 4 months, from 6-7
months to 10 months in homozygous 5xFAD males and females, to reverse or palliate the
metabolic and cognitive alterations on the targets identified in the 5xFAD model. Additional
metabolic alterations will also be observed as mice age.

3.1 The effect of DCI on auxological parameters of body weight, intake pattern and energy
expenditure will be determined by indirect calorimetry. The effect of DCI on cognitive
impairment of 5xFAD mice will also be assessed by behavioral tests of short-term
working memory and learning memory.

3.2 The efficacy of the DCI in restoring normal insulin signaling and altered hormonal
parameters in the 5XxFAD mouse and the impact of these on the differential metabolic
dysregulation phenotype between males and females will be evaluated.

3.3 The anti-inflammatory capacity of DCI in the hypothalamus and the effect on altered
levels of hypothalamic neuropeptides controlling energy balance will be determined.

3.4 The hepatoprotective capacity of DCl in the 5xFAD female-specific fatty acid
accumulation pathology associated with AR accumulation and hormonal changes will
be evaluated.

3.5 The ability of DCI to reverse the 5xFAD female-specific bone mass loss associated with
hormonal changes and premature aging and menopause will be determined.
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1.4 Material and methods

1.4.1 Animals and treatment

The animals used are: Wistar rats and male and female 5xFAD-type transgenic mice in
heterozygosis (Tg>") and homozygosis (Tg>*"P7>FAP  3lso simplified as 5xFAD), as well as their
non-transgenic littermates as controls (non-Tg). The 5xFAD transgenic mouse model carries 5
frequent mutations in familial Alzheimer's disease (FAD). 5xFAD mice co-express and co-inherit
familial Alzheimer’s disease (FAD) mutant forms of human transgenes for APP (the Swedish
mutation: K670N, M671L; the Florida mutation: 1716 V; the London mutation: V7171) and PSI
(M146L; L286V) under transcriptional control of the neuron-specific mouse Thy-1 promotor
(Tgb6799 line) (14). 5xFAD lines (B6/SIL genetic background) were maintained by crossing
heterozygous transgenic mice with B6/SJL F1 breeders (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA). Wild-type non-Tg littermate mice served as control, given the absence of AR deposition in
the brain at 6 months of age (a hallmark of 5xFAD mice) and lack of cognitive impairment and
metabolic imbalances. All animal models were already available at the Animal Experimentation
Center of the University of Malaga. A standard rodent diet (STD, 2.9 kcal/g) was used, the latter
used in the heterozygous model to determine the deleterious effect of diet on cognitive
impairment in a partial Alzheimer's model. The compound DCI, supplied by the company
Euronutra S.L. (https://www.euronutra.com) in the form of fine crystalline powder, was
supplemented. For the 5xFAD model, the compound was dissolved in water and administered
ad libitum orally at a concentration of 200 mg/kg, based on preliminary data, from 6 to 10
months of age to assess metabolic and cognitive decline in middle-aged mice. The DCI was
administered via gavage to Wistar rats at 100 mg/kg for 10 days in a subacute study.

1.4.2 Physiological, metabolic, and behavioral analysis
During the period from 6 to 10 months of age, we evaluated the body weight of male and female
5xFAD mice weekly. We also evaluated daily food intake, energy expenditure, respiratory
quotient and locomotor activity (Panlab Oxilet indirect calorimetry) at 6 and 10 months of age.
All animals were used for behavioral testing at basal age and during treatment:

- Novel object recognition (NOR), to analyze activity (locomotion), anxiety and long-term
memory. Evaluated at 6 months of age (before DCl treatment).

- Y-maze (YM), to analyze short-term memory. Evaluated at 6 and 8 months of age (before
and during DCI treatment).

- Elevated-plus maze (EPM), for analyzing anxiety from another parameter. Evaluated at
6 months of age (before DCl treatment).

- Morris water maze (MWM), to analyze working memory, short term memory, long term
memory and plasticity to create new memories. Evaluated at 8 months of age (during
DCl treatment).
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1.4.3 Molecular and histological analysis
All animals in the 5xFAD study were sacrificed at 6 and 10 months of age with sodium
pentobarbital (150 mg/kg, intraperitoneally). Blood was drawn directly from the right atrium.

Samples for histology were obtained from the left hemisphere of the brain and liver.
Samples for biochemical analysis were also obtained from the right hemisphere of the
brain, liver, white fat, and femurs.

Specific protein levels were analyzed by western blot, determining the expression of
proteins related to inflammation, oxidative stress, lipid metabolism, insulin signaling
pathway, leptin, GSK-3B and tau.

Presence of AB, GFAP and IBA1 staining were assessed by immunohistochemistry and
immunofluorescence at 6 and 10 months of age in hippocampal and hypothalamic
sections (30 um) cut with a cryostat. Free-floating coronal sections containing the
mouse hypothalamus and hippocampus were selected from - 1.22 to - 1.94 mm of
Bregma levels.

The expression of specific neuropeptides responsible for the control of intake and
circadian activity in the hypothalamus was determined by gPCR.

Basal levels of a panel of hormones regulating energy balance were determined using
an ELISA-multiplex system (based on magnetic bead technology): insulin, leptin,
glucagon, ghrelin, GLP-1, resistin, GIP and PAI-1.

An analysis of plasma biochemical parameters (glucose, free fatty acids, triglycerides,
cholesterol, creatinine, urea, uric acid and transaminases) was performed to determine
possible liver damage that could affect the animal's metabolism.

Fat content in the liver was determined by total fatty acid extraction. Samples from the
left lateral lobe of the liver were cut into sections of 5 um of thickness. Liver morphology
was assessed with hematoxylin-eosin staining, and presence of amyloid deposits were
determined by Congo Red staining.

Morphometric and porosity analysis of trabecular and cortical bone of 5XxFAD mouse
femurs treated with DCI at 10 months of age was assessed by micro-computerized
tomography (micro-CT).
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1.5 Results and discussion

In this Ph.D. work, we characterized those parameters related to metabolism, endocrine
signaling and energy balance that are altered in the 5XxFAD mouse, a murine model that
generates a sequential AR accumulation in the brain similar to that observed in AD patients and
that reproduces those associated pathological features such as synaptic dystrophy, immune and
neuroinflammatory response and neuronal death. Epidemiological studies increasingly indicate
that changes occur at the physiological level at a prodromal or early stage of AD, which are
indicative of the development of the disease. However, the events at the molecular and cellular
level that trigger these mechanisms are still unknown. Moreover, the interrelationship of these
problems is still unclear. One of the proposals of this group is the use of DCI, a natural compound
of vegetable origin and obtained through the diet, which interacts with several of the proposed
targets, since it promotes insulin signaling in the organism, exerts hepatoprotective mechanisms
and possesses anti-inflammatory and antioxidant properties. Its oral route of administration,
the safety of its use and its ability to cross the blood-brain barrier make it an ideal candidate as
a treatment to slow the development of AD.

1.5.1 Preliminary results

A preliminary pharmacodynamic study of subacute oral administration of DCI at a dose of 100
mg/kg in male Wistar rats for 10 days was performed to determine its ability to promote insulin
signaling in a glucose tolerance test and its effect on the parameters of a biochemical analysis
was analyzed, demonstrating safety in its use. The DCl-treated rats manifested an increase in
high density lipoprotein cholesterol levels (HDL), and a decrease in low density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels, resulting in an improved plasma lipid profile. An increase in plasma bilirubin
was also observed, not associated with hepatotoxicity parameters such as urea or transaminase
enzymes, so this result suggests that the DCI promotes the release of bilirubin, which is a
molecule with potent antioxidant activity in the body. The glucose tolerance test showed a
significant effect of the DCI in decreasing glucose levels between 5 and 60 minutes after the
glucose bolus with respect to the control group, which reaffirms that the DCl is able to promote
insulin release and signaling when administered continuously.

1.5.2 Study 1: The biomedical uses of inositols: a nutraceutical approach to

metabolic dysfunction in aging and neurodegenerative diseases

In the first study, we conducted a literature review on the role of DCl in the insulin signaling
pathway, and the mechanisms through which DCI is involved in inflammation processes,
oxidative stress and endothelial dysfunction were described, also identifying potential
therapeutic targets for the treatment of AD. The DCl is part of the family of inositols, 6-carbon
alicyclic polyols with a sugar-like structure, present both in cellular fluids and in the
phospholipids and glycans of plasma membranes, either incorporated into IPGs (elements of the
outer leaflet of the plasma membrane that can serve as anchors for proteins) or
phosphatidylinositols (PlIs) (responsible for membrane trafficking and intracellular signaling).
Inositols are involved in multiple physiological functions (89, 90). Inositols can be incorporated
through the diet (89), or synthesized by the body. The DCI can be obtained from its analog myo-
inositol through the action of an epimerase (91, 92). DCI can also be obtained through acid
demethylation produced in the stomach of its 3-O-methylated analog, DPIN, which is found in
large amounts in products such as soybeans and wheat. These molecules can be derived from
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biotechnological processes of plant extraction and fermentation, as remnants of food
production. During my Ph.D. thesis, | carried out a one-year research stay in the biotechnological
company Euronutra S.L., where | participated in pharmacokinetic trials of DCI and DPIN in
humans and in the process of obtaining DCI from carob pods in a padlock industrial process
without the use of polluting organic solvents.

DCI exhibits some insulin-like activities, such as stimulation of lipogenesis, glucose transport,
and glycogen synthesis (80), and alterations in inositol metabolism play an important role in
diseases involving insulin resistance, such as diabetes and polycystic ovary syndrome (7). In our
study, we have defined that DCl is able to act on insulin signaling in three ways: 1) by acting in
the form of inositol-glucan, a pseudodisaccharide consisting of galactosamine and 3-O-
methylated DCI (DPIN) in a B-1,4 bond; which is an allosteric modulator of PP2C and PDH; 2)
stimulating insulin signaling through the non-canonical pathway, in the form of membrane-
anchored IPGs whose release stimulated by an insulin-activated PLD promotes signaling of
proteins such as pp59Lyn on IRS1, second messengers of the insulin receptor; and 3) modulating
direct insulin secretion in a mechanism similar to that produced by glucose in B-pancreatic cells
(81-83).

In addition to promoting insulin signaling, DCI and its analog DPIN have been found to promote
the activity of antioxidant enzymes such as catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase (GST), in addition to decreasing the
inflammatory response and the secretion of cytokines such as TNF-a or IL-1B (93-98). DCI and
its analog DPIN have proven to be potential pharmacological tools due to their positive effects
in different pathologies: anticancer (97), antidiabetic (99), antioxidant (98), hepatoprotective
(85, 100), immunosuppressant (101), antiosteoporosis (102, 103), antiaging (26) and brain
disorders associated with insulin resistance, such as Alzheimer's disease (AD) (1, 87, 104).

Since DCl is known to cross the blood-brain barrier and its presence in the brain has been
described, researchers have been examining the impact of treatment with DCl and its analogues
on the molecular features of AD (A formation and accumulation, tau hyperphosphorylation, or
neuronal death). DCI has been found to be able to decrease the toxicity of soluble AB oligomers
in hippocampal neurons in vitro by decreasing their binding to the lipid membrane and
preventing the formation of dystrophic neurites, via a mechanism involving intracellular insulin
signaling. Other recent studies have suggested that DPIN, is able to decrease APP processing by
y-secretase reducing AB formation without modulating processing of notch, thus suggesting that
DPIN could partially modulate the amyloidogenic pathway of AB production. However, the
mechanism through which this effect occurs is still unknown. DPIN has so far formed part of two
phase 2 clinical trials, in which it was administered (under the name NIC5-15) to patients with
moderate AD, claiming potential y-secretase inhibition and insulin sensitizing activity. This study
showed stabilization of cognition as determined by the ADAS-Cog test in AD patients (26).
However, no phase 3 study has been reported to date.

DCI has been shown to have an anti-aging effect in Drosophila melanogaster through increased
insulin signaling and regulation of autophagy mechanisms, which are disrupted during aging and
cell death (105, 106). It has also been reported that DCI prevents neuronal damage and axon
degeneration through a mechanism associated with decreased oxidative stress in insulin-
deficient mice (107). On the other hand, it has been shown in microglial cell cultures that DPIN
inhibits the inflammatory response by reducing the production of ROS, NOS, prostaglandins and
the expression of inflammatory cytokine expression such as TNF-q, IL-1B and IL-6 in a mechanism
associated with TREM2 activation and NF-kB inhibition (108).
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In this PhD Thesis work, | collaborated in a study of the action of DPIN on tau phosphorylation
in relation to insulin signaling-mediated inhibition of tau protein kinases GSK-3B or CDK5 (51,
109). In this study we described the ability of DCI and DPIN to modulate and decrease tau
phosphorylation in the hippocampus of rats and the 3xTg mouse model of AD, implying a
mechanism associated with CDK5 inhibition independently of GSK-3B and any tau regulatory
protein kinase. This work was recently published (88) and allowed us to file the patent
"Composition for preventing and treating tauopathies" W02021048195A9, registered in China,
Japan, Canada, the United States and Europe (110). This work implies that DCI has multiple
targets in AD associated with its mechanism of action.

We have approached AD from the point of view of the early stages of the disease, as the aging
process is closely related to the development of metabolic dysregulations leading to insulin
resistance, where inositols could have a potential beneficial use. This comprehensive review of
the physiological role of inositols helps us to understand what benefits their external
administration may bring. The fact that the last decade has seen an increase in the number of
patents and the start of clinical trials on the use of inositols such as DCI or its analogues in AD
responds to a need and opens an avenue for expansion in the use of inositols as a potential
treatment. The description of the mechanisms of metabolic dysregulation occurring in AD
patients associated with an imbalance of insulin signaling and associated inflammatory
processes are vital to evaluate the efficacy of the DCI.

1.5.3 Study 2: A Negative Energy Balance Is Associated with Metabolic
Dysfunctions in the Hypothalamus of a Humanized Preclinical Model of

Alzheimer's Disease, the 5xFAD Mouse

We chose the 5XxFAD mouse model of AD to study early manifestations of metabolic imbalances
to understand the pathophysiological processes occurring in the early stages of AD. We aimed
to determine potential targets for DCI treatment, thereby allowing for later evaluation of a
possible DCl treatment in 5XFAD mice. Therefore, the phenotype of metabolic dysregulation was
characterized in a model of Alzheimer's disease, the 5XxFAD mouse, using both males and females
in heterozygosis (Tg5*"*) and homozygosis (Tg>™P>"A% also simplified as 5xFAD) for the AD
mutations, at an initial age of 6 months in which early signs of cognitive impairment and amyloid
pathology can be observed.

Tg>FAY- and Tg>FAP/>FAD mice depict weight loss, which is primarily due to a decrease in food
intake, partially compensated by a decrease in energy expenditure in an adaptive mechanism of
the organism, as indicated by metabolic cages. Immunohistochemical analysis showed no traces
of AB plague formation in the hypothalamus, the main regulatory center for energy balance
controlling food intake and energy expenditure. Using western blot and gPCR techniques, it was
determined that there is, however, an activation of the glial population and an inflammatory
response in the hypothalamus of 5xFAD animals, shown by higher total levels of GFAP (astrocytic
reactivity), IBA1 (microglia activation), II-18 or TNF-a. These results suggest that the
inflammatory response in the hypothalamus could be associated with the presence of soluble
AP oligomers not detectable in immunohistochemistry and/or, with other metabolic processes.
In a correlation analysis, the inflammatory process was shown to be related to lower body
weight specifically in Tg>"P- and Tg>"P/>FAD females. The 3xTg mouse model of AD also shows
elevated gene expression of //1b, Tnf and //6 in the hypothalamus (111, 112). It has been claimed
that both IL-1B and TNF-a participate in altering energy homeostasis in the hypothalamus, such
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that, in the ARC of the hypothalamus, IL-1B can cause hypophagia and decrease body weight
(63), whereas it has been shown that TNF-a in the hypothalamus can cause decreased energy
expenditure and insulin resistance (113). The fact that the APP and PS1 transgenes in the 5xFAD
model are controlled by the Thy1 promoter (also known as CD90), which is neuron-specific, leads
us to think that the hypothalamus could be overproducing AB, despite absence of amyloid
plaques. For this reason, we cannot exclude the possibility that oligomeric soluble forms of AB
could be the cause of a possible alteration of hypothalamic function. Since we also found an
increase in tau phosphorylation in the hypothalamus of 5xFAD mice, without promoting a
hyperphosphorylated state of tau, this suggests that there could be the presence of oligomers
and soluble forms of AB triggering the inflammatory response (114).

Since brain insulin resistance is a pattern observed in mouse models of AD and AB expression
has been observed in other peripheral regions such as the pancreas and gastrointestinal tract ,
we wanted to determine whether a possible alteration of plasma levels of insulin, adipokines or
hormones involved in insulin secretion could be related to a deficient response of the
hypothalamus, whose inflammatory process could also exacerbate a deficient response to these
hormones reflecting poor management of energy balance and weight loss. ELISA multiplex assay
depicted lower plasma levels of insulin, ghrelin, GLP-1, and GIP in Tg>"A% and Tg>"AP/>FAD mjce,
as well as dysregulation of insulin and leptin signaling in the hypothalamus. This was reflected
in the changes found in the pattern of intake and metabolic expenditure, there being a
correlation between lower plasma levels of insulin, GIP, and GLP-1 with lower body weight in
Tg>FAP/- and Tg>FAP/SFAD mice. Follow-up studies in humans have highlighted the predictive value
of fasting plasma insulin in AD. There is a U-shaped association of increased risk of dementia in
patients with either non-normal high or low plasma insulin (11, 115). The metabolic phenotype
of 5XxFAD mice at 6 months of age was accompanied by decreased hypothalamic signaling of
insulin, leptin, and GLP-1, as evidenced by low activity of insulin and leptin receptors and
secondary messengers IRS1 and signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5),
respectively, as well as the metabolic sensors mTOR, AMPK, and ERK, which interact in the
signaling pathway of both insulin and leptin to regulate cell metabolism and hypothalamic
responses hormones to cue hormonal status. Inflammation of the hypothalamus, which is seen
in AD mice, is known to reduce the neuronal response to neuroendocrine signals like insulin and
leptin. Both hormones are crucial neuroprotective growth factors, and it has been proven that
impaired insulin, leptin, and GLP-1 signaling in the hypothalamus contributes to the progression
of AB pathology. While low levels of GIP and GLP-1 may represent one of the potential causes
of decreased plasma insulin levels, it's also feasible that hypoinsulinemia in 5xFAD mice is
brought on by other factors, such as the presence of AB oligomers in the pancreas, as it has been
depicted in the 3xTg mouse model of AD, contributing to B-pancreatic cell loss and lower plasma
insulin levels (116, 117).

In addition, the transgenic animals had lower expression levels of the orexigenic neuropeptides
Npy and Agrp, as well as altered levels of the neuropeptide’s orexin and Mch, which are
responsible for determining circadian regulation of appetite. It has been described that the
presence of AP fragments causes the expression of Npy to decrease in brain slices from Tg2576
mice models of AD (118). Moreover, a lower expression of Npy, Agrp, Pomc and Cartpt has
already been described in Tg2576 mice, whereas another study revealed an increased
expression of inflammatory genes in the hypothalamus of 3xTg mice, which were related to
lower levels of Agrp and Pomc (63, 119). Decreased levels of the neuropeptide NPY have been
detected in the cerebral cortex region, amygdala, as well as in plasma in human AD patients,
which is linked to neuroprotection and stress (120-123). It is conceivable that an underlying
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amyloid pathology might alter the expression and release of hypothalamic neuropeptides
involved in control of energy homeostasis, provoking a neuroinflammatory state that would
alter the response of hypothalamic neurons as the center integrating information on the energy
state of the organism.

We also conducted a biochemical analysis of lipidic molecules and metabolites in plasma, since
population studies have long linked altered TAGs and cholesterol with higher risk of AD. We
found that TAGS, LDL and HDL cholesterol levels of Tg>™P/>FAP mice were altered, with sexual
dimorphism being more pronounced in females. Hepatic transaminase GOT levels were also
elevated, suggesting a potential liver dysfunction, which could be contributing to cognitive
impairment by impaired clearance of peripheral AB. Patients with lower insulin and low BMI also
depict decreased plasma TAGs, while other studies notices a significant association between
weight loss and plasma TAG levels as factors of AD risk, as well as a tendency for decreased
plasma cholesterol (11, 124).

These results highlight that the 5xFAD animal model reproduces several of the metabolic
alterations defined as risk factors for Alzheimer's disease in middle age, which could be potential
targets for DCl treatment.

1.5.4 Dietary administration of D-chiro-inositol attenuates sex-specific
metabolic imbalances in the 5xFAD mouse model of Alzheimer’s

disease

The characterization of the cellular and molecular mechanisms that derive in a metabolic
dysregulation phenotype of 5xFAD mice allowed us to define those targets susceptible to be
evaluated with DCI treatment. Therefore, we subsequently evaluated the ability of DCI to
reverse the negative energy balance by acting on the insulin signaling pathway, hypothalamic
inflammation, and liver pathology, which was detected at older ages in 5xFAD females. A
treatment of DCI administered orally in the drinking water at a dose of 200 mg/kg (150 mg/L,
with an average consumption of 4 mL daily in a mouse weighing 30g) was defined, eh
homozygous male and female animals (now simplified as 5xFAD), for 4 months, from 6 to 10
months of age.

In the auxological follow-up of 5xFAD animals treated with DCI from 6 to 10 months of age, a
progressive weight loss of 5xFAD mice compared to their non-transgenic littermates was
observed. DCI treatment of 5xFAD male and females for 4 months prevented weight loss, due
to an increase in food intake, which was in turn reflected in higher energy expenditure. In
addition to normalizing the metabolic deficit, it was observed that DCI treatment slowed the
progression of cognitive impairment in short-term memory processes, as observed at 2 months
of treatment in the Y-maze (YM) test, as well as cognitive flexibility determined in the Morris
water maze (MWM).

Based on previous data depicting altered hormone secretion in 5XxFAD mice at 6 months of age
we evaluated the effect of DCI administration on plasma metabolic hormone profile, as well as
pituitary-released hormones such as GH, FSH or LH. In summary, DCI administration restored
normal plasma values of insulin, GIP, and GLP-1 (which were decreased in 5xFAD mice), as well
as normalizing abnormally elevated plasma FSH in 5xFAD females, indicative of menopause
associated with premature aging, as well as BDNF, a trophic factor whose rise in plasma are
associated with an early stage of cognitive impairment and an inflammatory response. DCI

20



treatment also evidenced a rise in plasma TAGs, which could in turn be a result of increased
white adipose tissue mass.

The ability of DCI to normalize plasma insulin levels in 5XxFAD mice reside in several factors. Some
research indicates that DCI, in addition to being an insulin sensitizer and decreasing insulin
requirement during ingestion, is able to promote B-pancreatic cell activity and stimulate insulin
release via allosteric modulation of PP2C, which in turns activates ATP-modulated potassium
channels (Katp) (81, 125). It is also feasible that DCI might restore insulin secretion is by
preventing the binding of AB oligomers to pancreatic cells, preserving pancreatic islet
functionality, and/or preventing cell damage caused by oxidative stress, as previously shown in
pancreatic islets from STZ-injected rat and mouse models of diabetes (24, 134-136). Regarding
GIP and GLP-1, previous research has proven that supplementation with DPIN replenishes the
abundance of gut bacteria associated with glycemic control in diabetic rats, so that DCI
supplementation could infer on the microbiome of 5xFAD mice in a mechanism involving
deficient production of GIP and GLP-1. In support of this hypothesis, there is evidence of
amyloidosis in the gut of 3xTg mice, as well as impaired GLP-1 and GIP secretion in late life (116,
117). Since elevated FSH is negatively associated with low plasma insulin in menopause, it is
feasible that DCI may regulate FSH levels indirectly through restatement of insulin signaling
(126). In a pharmacokinetic study recently published by our group acute administration of DPIN
in humans decreased plasma FSH levels non-significantly, supporting the fact that DCI could
reverse elevated FSH levels via an alternative mechanism (127). Given that BDNF was associated
with the inflammatory response observed in the hypothalamus (specifically with GFAP), it is
possible that the reduction in plasma BDNF associated with DCI treatment in female 5xFAD mice
is derived from its anti-inflammatory activity.

In a closer look into the hypothalamus, DCI was able to reverse the increased expression of Igf1
(which is secreted by astrocytes in the brain) and Gfap (also decreasing astrocyte GFAP
immunoreactivity observed by immunofluorescence). This hypothalamic astrocytic reactivity
was associated, in turn, with decreased expression of neuropeptides such as Npy and Agrp,
leading to low food intake, weight loss and abnormal deficiencies on the plasma levels of insulin
and its secretagogues. It is possible that hypothalamic inflammation and astrocyte activation in
5xFAD mice is triggered by the presence of AP oligomers in the hypothalamus undetected by
immunohistochemistry. Since it has been observed that DCl is able to decrease the neurotoxicity
associated with AB oligomers, it is possible that this is one of the mechanisms by which DCI
restores hypothalamic control of energy balance (1).

One of the peripheral organs responsible for eliminating AB is the liver and there are studies
linking liver damage to elevated AP levels. After observing signs of liver damage in 5xFAD
females at 6 months of age, which could influence amyloid pathology, the metabolic status of
the liver was determined through the analysis of fat content by total fatty acid extraction, in
addition to determining the expression of genes involved in the lipogenesis, lipolysis,
inflammatory response and oxidative stress pathways. It was observed that 5xFAD females
showed abnormal fatty acid accumulation in the liver, despite lower body weight, and increased
gene expression of factors involved in lipogenesis and B-oxidation of fatty acids, evidencing a
response to hepatic fatty acid accumulation. This was accompanied by elevated plasma levels of
the liver enzymes glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) and glutamate pyruvate
transaminase (GPT), an increase in which indicates possible liver damage. Treatment with DCI
showed a significant decrease in fatty acid accumulation in the liver of 5xFAD females,
evidencing a hepatoprotective effect. Interestingly, in 5XxFAD females, fatty acid deposition in
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the liver was associated with decreased plasma insulin and, in turn, with increased plasma FSH
and BDNF. Insulin resistance is one of the features shown in lipodystrophy, where ectopic fat
distribution occurs outside the white adipose tissue, due to deficient hormone-sensitive lipase
(HSL) activity, which is activated by insulin in fat tissue, resulting in fatty acid accumulation in
the liver (128). It has been shown that there is an association between plasma FSH levels and
the prevalence of fatty liver (129), while on the other hand, elevated FSH levels promote
lipogenesis through the activation of peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR-y)
(130). Since abnormally low plasma insulin levels were associated with fatty acid accumulation
in the liver, similar to ectopic fat deposition in TLDM mouse models (131), we observed that DCI
administration increased the activation of the insulin receptor (IRB) and its second messenger
(IRS1) in the liver of 5xFAD females, which was associated with lower hepatic fat content.

These results support the efficacy of DCI as a nutraceutical treatment that prevents metabolic
and cognitive decline in an animal model of AD. The DCI restores the loss of insulin signaling,
decreases inflammation shown in the hypothalamus restoring energy balance and decreases
fatty liver-associated liver damage specifically in 5xFAD females.

1.5.5 Complementary results: efficacy of DCl administration in amyloid
pathology in the liver and osteoporotic phenotype in 5xFAD female
mice

Given the association of AD risk and comorbidity with hepatic steatosis, we sought to determine
the presence of amyloidosis in the liver of 5xFAD mice, assessing the possible hepatoprotective
effects of oral administration of DCI. In a histochemical analysis, we were able to observe the
presence of amyloid plagues in the liver of 5xFAD mice. Interestingly, amyloid plague count was
directly associated with increased hepatic fatty acid content in 5xFAD females, but also with
lower plasma insulin levels. It is known that insulin signaling promotes AB clearance (147),
suggesting that AP protein accumulation directly interferes with hepatic metabolism in the
5xFAD model, aggravating the previously observed metabolic defects. 5xFAD females treated
with DCI had a lower number of amyloid plaques, suggesting that DCl interfered with AB plaque
accumulation, possibly through insulin re-sensitization (132-135).

Although DCI can prevent toxicity caused by the binding of diffusible AB oligomers in neurons in
vitro, no studies have been conducted on its efficacy in systemic AB clearance. Consequently,
future research on this topic could describe a potential mechanism to prevent systemic
inflammation and toxicity caused by Alzheimer's disease. Given our results, overall, DCI
treatment is able to partially restore metabolic flux in the liver of 5xFAD females.

Bone density and structure are altered during aging, so that bones become more fragile and may
break more easily. Patients with AD have an increased risk of fracture, while osteoporosis is a
risk factor for the development of dementia of the Alzheimer's type, especially in women (136,
137). The loss of bone volume fraction and number of trabeculae in the femur are features
displayed during the aging processes, which were displayed by 5xFAD females at 10 months of
age, indicating an osteoporotic phenotype (138). Female-specific microarchitecture alterations
were related to low plasma insulin.

Although evidence of pathological accumulation of AB in the bone of AD patients is scarce, AD-
related genes such as APP are expressed in the bone of AD patients and associated as well with
the expression of genes involved in bone resorption, suggesting a common pattern between
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neurodegeneration and bone loss, through amyloid pathology (139). Furthermore, the presence
of AP protein inhibits the proliferation of osteoblasts in vitro, responsible for the deposition of
new bone matrix, while facilitating the activation of osteoclasts through the activation of NF-kB,
ERK, ligand of receptor activator of NF-kB (RANKL), nuclear factor of activated T cells c1 (NFATc1)
and calcium oscillation pathways (140, 141).

DCl supplementation from 6 to 10 months of age was able to reverse the loss of trabecular and
cortical bone mass in 5xFAD females, normalizing bone microstructure parameters to those
shown by non-transgenic females. Administration of DCI, as well as its analog DPIN, are able to
inhibit osteoclast activity through the activity of RANKL and NFATc1 proteins and reduce the rate
of bone resorption in vitro (102, 103). Osteoclast activity is influenced by the presence of
inflammatory factors such as TNF-a, which activate the RANKL pathway, so the anti-
inflammatory capacity of DCI could contribute to the decrease in the rate of bone resorption
(170). On the other hand, the ability to inhibit the binding of AB oligomers to the cell surface
shown by DCI could influence osteocyte activation (1, 140, 141). Efficacy of DCI treatment on
preventing the osteoporotic phenotype of 5xFAD females could also be mediated by
resensitization of insulin signaling, which promotes bone growth and osteocalcin formation, that
stimulates insulin secretion in a positive feedback mechanism (142). Hypothalamic
neuropeptides AgRP and POMC regulated bone remodeling via the sympathetic nervous system,
and atrophy of the hypothalamus in AD patients could be associated with prevalence of
osteoporosis (143). Therefore, DCl could also reduce bone resorption via increased Agrp
expression in the hypothalamus as it has been evidenced in 5xFAD mice. Overall, these results
suggest that DCI could be a promising treatment for osteoporosis in AD.
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2. INTRODUCCION
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2.1 Introduccién de los trabajos presentados

La presente Tesis Doctoral, recogida en un compendio de tres articulos, nace de la estrecha
colaboracién entre la empresa biotecnolégica malaguefia Euronutra S.L., el Instituto de
Investigacion Biomédica de Malaga y la Universidad de Mdlaga. Euronutra S.L. es una compaiiia
biotecnoldgica europea activa en la investigacion, desarrollo, fabricacién y comercializacion de
ingredientes bioactivos naturales mediterraneos. De la cuenca del mediterrdneo nace la
algarroba, de la cual Euronutra S.L. es pionero en la extraccidn del compuesto D-Chiro-inositol,
un componente de los fluidos y las membranas celulares cuyas funciones han sido descritas a lo
largo de los afios. El D-Chiro-inositol representa una oportunidad para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas, dada sus propiedades sensibilizantes de
insulina, su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Una de las patologias prevalentes que
suponen un desafio para la sociedad y la sanidad mundial es la enfermedad de Alzheimer. La
dificultad para encontrar un farmaco efectivo que revierta el proceso neurodegenerativo ha
llevado a dar un giro a la investigacion en busca de nuevos biomarcadores que permitan
identificar de forma temprana el inicio de la enfermedad y sirvan como dianas terapéuticas
complementarias para el estudio y desarrollo de nuevas terapias. Cada vez hay mas evidencias
gue apuntan a la aparicion de alteraciones fisiolégicas y metabdlicas del organismo afios antes
del desarrollo de sintomas cognitivos graves, indicativas de riesgo de desarrollar Alzheimer.

2.1.1 Usos biomédicos de los inositoles

Con el objetivo de generar un enfoque sencillo, seguro y sostenible para las demencias basado
en la tecnologia alimentaria y farmacéutica, en el primer articulo publicado de esta Tesis
Doctoral, hemos caracterizado la estructura, farmacocinética, funcion fisioldgica, y potenciales
vias de seializacidn a través de las cuales los inositoles, y en especial el D-Chiro-inositol podria
ejercer un mecanismo de neuroproteccion basado en la sefalizacion de insulina y la
neuroinflamacion. Este trabajo de revision bibliografica recoge todos los aspectos de la
investigacion llevada a cabo en el campo de los inositoles y el D-Chiro-Inositol, el cual ha ganado
un creciente interés en su papel en la sefializacion de insulina en el organismo y su actividad
pleiotrépica antioxidante, antiinflamatoria, hepatoprotectora y recientemente como potencial
candidato para aminorar la patologia amiloide caracteristica del Alzheimer. En este trabajo se
recogen todos aquellos ensayos clinicos y patentes registradas para el uso de inositoles en el
tratamiento de la demencia y la enfermedad de Alzheimer.

2.1.2 Caracterizacién metabdlica del raton 5xFAD modelo de Alzheimer
Dado que aun son mayormente desconocidos los mecanismos patofisioldgicos que conllevan a
alteraciones en el metabolismo de las personas con enfermedad de Alzheimer en estadios
tempranos, como la pérdida de peso, la disfuncidon de la sefializacion de insulina y otras
alteraciones endocrinas, en el segundo articulo publicado de esta Tesis Doctoral, decidimos
estudiar de forma integrada el fenotipo de balance energético de un modelo animal de
enfermedad de Alzheimer, el ratén 5xFAD el cual genera una patologia amiloide similar a la
mostrada por los humanos mediante la inclusion de mutaciones en transgenes humanos de
aquellas proteinas que generan de forma aberrante la proteina amiloide. Decidimos explorar el
modelo en heterocigosis y en homocigosis a una edad temprana del inicio de sintomas
cognitivos para evaluar la penetrancia de la patologia amiloide en la alteracion del metabolismo
del ratdon 5xFAD. De igual forma, empleamos ratones de sexo macho y hembra, dada la mayor
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prevalencia de la enfermedad de Alzheimer en las mujeres, para estudiar posibles alteraciones
especificas ligadas al sexo. En este trabajo evaluamos la patologia amiloide y neuroinflamatoria
en el hipotalamo, la regién cerebral encargada del control la homeostasis de energia, y
evaluamos posibles alteraciones en los niveles plasmaticos de hormonas metabdlicas
incluyendo a la insulina, asi como la sefializacién de éstas en el hipotdlamo, la cual es esencial
para el control hipotaldmico del metabolismo periférico. Como resultado de estos
experimentos, constatamos que, a pesar de la ausencia de agregaciones o placas amiloides en
el hipotdlamo, las cuales si estaban presentes en otras regiones encargadas de la memoria y
procesos cognitivos, se observd una neuroinflamacién relacionada con una pérdida de la
ingesta, derivando en menor peso corporal y un gasto energético disminuido en consecuencia.
Este hecho estaba, a su vez asociado a niveles menores de insulina y sus secretagogos en plasma
y una pérdida de la sefializacién endocrina en el hipotalamo, derivando en un balance energético
negativo general. La caracterizacion del modelo animal 5xFAD nos permitio identificar aquellos
procesos fisioldgicos que podria suponer dianas terapéuticas susceptibles a la accidon
sensibilizante a la insulina, antioxidante y antiinflamatoria del D-Chiro-inositol.

2.1.3 Eficacia del D-Chiro-inositol en el declive metabdlico y cognitivo del

ratén 5xFAD modelo de Alzheimer

Tras la caracterizacién de fenotipo de desregulacion metabdlica del modelo animal 5xFAD, en el
tercer articulo publicado de esta Tesis Doctoral se evalud la eficacia del D-Chiro-inositol para el
tratamiento del desbalance metabdlico y cognitivo del ratén 5xFAD. En esta ocasion, se utilizé
el modelo en homocigosis, tanto machos como hembras para determinar posibles efectos
especificos del sexo en el avance de la patologia y la efectividad del tratamiento desde los 6
hasta los 10 meses de edad. En este trabajo pudimos determinar que la neuroinflamacion
asociada a la respuesta de astrocitos afectaba a la secrecidon de neuropéptidos hipotalamicos,
encargados de regular el apetito y el gasto energético. En este sentido, el D-Chiro inositol redujo
parcialmente la inflamacion hipotalamica, restaurando la ingesta y evitando una pérdida de peso
progresiva. Este hecho fue acompaiiado por el freno del avance del deterioro cognitivo, de
forma que el D-Chiro-inositol fue capaz de revertir aquellos cambios asociados a la pérdida de
memoria de trabajo y flexibilidad cognitiva. La administracién del D-Chiro-inositol normalizé los
niveles excesivamente bajos de insulina y sus secretagogos en plasma, paliando el déficit
metabdlico patente en el modelo 5xFAD. Se observé que las hembras 5XxFAD mostraban un
fenotipo de higado graso que no se daba en los machos 5xFAD. El desarrollo de higado graso se
encontraba relacionado con la sefializacion de insulina, la elevacién de los niveles plasmaticos
de la hormona foliculoestimulante, indicativa de menopausia, y a un evento neuroinflamatorio.
A través del restablecimiento de la sefializacidn de insulina y hormona foliculoestimulante y la
reduccion de la inflamacién hepatica, el D-Chiro-inositol revirtid la acumulacién ectodpica
hepatica de grasa. Gracias a estudios complementarios, pudimos comprobar que la patologia
hepatica se encontraba asociada a amiloidosis hepatica, revertida por la administracién de D-
Chiro-inositol. Las hembras 5xFAD también mostraron indicios de osteoporosis asociada a la
sefalizacion de insulina y revertida por la administracidon de D-Chiro-inositol.

La caracterizacién de las alteraciones metabdlicas en la enfermedad de Alzheimery la evaluacion
preclinica de la eficacia del D-Chiro-inositol como tratamiento abre la posibilidad de futuras
lineas de investigacion interdisciplinares y traslacionales para el uso de compuestos naturales
como potenciales tratamientos en patologias con necesidades médicas no cubiertas como la
enfermedad de Alzheimer.
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2.2 Principales caracteristicas y epidemiologia de la
enfermedad de Alzheimer a nivel mundial

A medida que aumenta la esperanza de vida de la poblacién, los trastornos degenerativos
relacionados con la edad aumentan su impacto sanitario y socioecondmico en la Salud Publica.
La enfermedad de Alzheimer (EA) es un importante trastorno neurodegenerativo relacionado
con la edad y la principal causa de demencia, suponiendo hasta un 60-70% de los casos de
demencia en todo el mundo. Las principales caracteristicas celulares y moleculares distintivas
de la EA son: 1) la deposicién anormal de placas extracelulares del péptido B-amiloide (AB), que
se forma a partir de la descomposicién de una proteina mas grande, llamada proteina precursora
de amiloide, que esta sujeta a la actividad proteasa de la B-secretasa (siendo predominante la
isoforma de beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 (BACE1)) y la y-secretasa; 2)
la formacidn de ovillos neurofibrilares de la proteina tau, que en condiciones normales se uney
estabiliza a microtubulos, pero que, en el proceso de la EA, tau pierde su capacidad de unién a
microtubulos y se adhiere a otras moléculas de tau, formando “fibrillas” intracelulares que
provocan dafio neuronal y pérdida de comunicacion sindptica entre neuronas (1).

En el desarrollo de la EA se observan: 1) una etapa patogénica preclinica, donde se empiezan a
producir cambios a nivel celular y molecular afios antes del inicio de los sintomas, seguido de 2)
una etapa prodrdmica de deterioro cognitivo leve, donde aparecen los primeros sintomas y
signos propios de la EA que no llegan a interferir de forma significativa con el desempefio de sus
actividades diarias como pueden ser problemas a la hora de encontrar palabras, ligera
desorientacidn viso-espacial y cierto declive en el razonamiento; y por udltimo de 3) una etapa
clinica, donde se experimenta un mayor deterioro de la memoria, progresando hacia un estado
moderado donde el dafio producido en zonas cerebrales de control del lenguaje, razonamiento,
olfato y procesamiento sensorial, deriva en severos problemas para reconocer familiares, llevar
a cabo tareas simples o enfrentar situaciones nuevas, hasta que el paciente entra en un estado
de total dependencia (16). La muerte se produce entre 3 y 9 afos después del diagnéstico,
siendo la quinta causa de muerte del mundo.

La EA afecta actualmente a 55 millones de personas en todo el mundo. Se estima que el 10% de
los adultos mayores de 65 afos viven actualmente con la EA y que, en los préximos 30 afios, su
incidencia a nivel mundial alcanzara los 152 millones (144). Por lo tanto, con el envejecimiento
de la poblacién mundial, se espera que el nUmero de pacientes que sufren la EA aumente en el
futuro, lo cual posiciona a la EA como uno de los mayores retos a los que se enfrenta la sociedad,
el sistema sanitario y la economia mundial.

2.3 Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer en

Andalucia y Espafia

La Sociedad Espafiola de Neurologia (SEN) estima que actualmente podrian existir unas 800.000
personas en Espafia con EA (145). Segun la SEN, la EA y otras demencias son la segunda causa
especifica de muerte en Espafia, mientras que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala
que la demencia es el grupo de enfermedades que mas han aumentado en mortalidad en los
ultimos afios. Segun sendos informes del Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia
(IECA) y del Instituto Nacional de Estadistica (INE) sobre defunciones segln la causa de muerte
mas frecuente, en el afio 2020 se registraron un total de 2.609 muertes debidas a la EA en la
comunidad auténoma andaluza, ascendiendo la cifra de fallecidos a 15.571 en Espania, siendo

27



mas de dos tercios de ellos mujeres. A pesar de que no se encuentras diferencias en la incidencia
de demencias de tipo no Alzheimer entre hombres y mujeres, la EA afecta de forma desigual y
mas prevalentemente en mujeres, cuyas causas se ha sugerido que pueden deberse a una
combinacion de factores bioldgicos, hormonales, inmunolégicos y a una mayor esperanza de
vida.

El envejecimiento de la poblacidon en Andalucia y Espafia provoca un ascenso progresivo e
inevitable de la incidencia y morbilidad de la EA. El ascenso progresivo de la esperanza de vida
afecta por igual a hombres y mujeres, teniendo una esperanza de vida mayor las mujeres que
los hombres. El informe mundial de la OMS 2015 situa a la mujer espaiola como la segunda del
mundo en esperanza de vida después de la mujer japonesa, siendo la de mayor esperanza de
vida de nuestro continente. Estos hechos tienen una gran importancia con relacién a la EA y
otras demencias, ya que, aunque se desconoce su etiologia en la gran mayoria de casos, se sabe
que una edad avanzada es el principal factor de riesgo para su aparicién. Asi pues, aunque
pueden existir casos tempranos incluso en personas con treinta afios, su mayor incidencia se
produce a partir de los 65 afios. El porcentaje de personas afectadas por algln tipo de demencia
esta alrededor del 6,5% en mayores de 65 afios, incrementando conforme aumenta la edad
(hasta un 13% en mayores de 80 afios). A partir de un estudio de EURODEM (todavia vigente) y
del Informe de Estrategia de Alzheimer en Andalucia (elaborado por la Consejeria de Salud en
2017) (146); se puede estimar que en 2030 tendremos en Andalucia aproximadamente 156.683
personas afectadas de demencias. De ellas, el 70% correspondera a demencia tipo Alzheimer.

2.4 Diagnostico actual de la enfermedad de Alzheimery

nuevas perspectivas

Uno de los principales inconvenientes para el tratamiento de la EA es la capacidad de
diagndstico. Actualmente, el diagndstico de la EA no familiar (ausencia de mutaciones genéticas
causantes de la EA familiar) se realiza en base a tres criterios: 1) evidencia de deterioro en la
memoria y/o aprendizaje; 2) observacion en el tiempo de declive progresivo sin posibles
mesetas o etapas de estabilizacidon y 3) ausencia de otro tipo de patologias neurodegenerativas,
cerebrovasculares u otras afecciones que puedan derivar en problemas cognitivos evidenciando
una etiologia mixta (17). El grado de deterioro cognitivo suele determinarse en base a la
anamnesis y la puntuacidn obtenida en pruebas cognitivas que evallan entre otros aspectos la
memoria inmediata, la orientacion temporal-espacial, el lenguaje, la capacidad de
concentracién, la resolucién de tareas cotidianas y el grado de dependencia. Entre las pruebas
que suelen utilizarse en los distintos sistemas sanitarios, se encuentra el Mini-Mental State
Examination (MMSE), el cual es la herramienta de cribado de deterioro cognitivo utilizada
mayormente en la sanidad andaluza en su version traducida y adaptada por Lobo en 1979 (Mini-
Examen Cognoscitivo (MEC)) con la ventaja de requerir un tiempo estimado de 10 minutos la
prueba (147, 148). Otras pruebas ampliamente utilizados son el Montreal Cognitive Assessment
(MoCA), el Blessed Dementia Scale (BDS) y el Alzheimer's Disease Assessment Scale-cognitive
(ADAS-cog) (149, 150). Estas pruebas forman parte de un cribado realizado por el profesional
sanitario y no son indicadores de diagndstico per se, dado que se deben cumplir los criterios
arriba mencionados, pero son la principal herramienta de seguimiento para la evaluacion del
deterioro cognitivo, acompafiadas de otras pruebas como el indice de Barthel o el indice de
Lawton Brody, que determinan el grado de autonomia de la persona para realizar actividades
diarias de forma autosuficiente (151).
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Las estimaciones del diagndstico de la EA dan un 87% de mediana de sensibilidad (capacidad de
diagnosticar pacientes que verdaderamente presentan la EA respecto a falsos positivos),
mientras que la especificidad se reduce a una mediana del 58% (capacidad de excluir casos que
no presentan la EA respecto a falsos negativos) (152). La baja especificidad en el diagnéstico de
la EA resulta en un problema en el sistema sanitario a la hora de comenzar una intervencién en
los pacientes. El estudio histopatolégico postmortem del cerebro de los pacientes con deterioro
cognitivo es actualmente el método mads aceptado para el diagndstico certero de la EA, en el
cual se observa incluso en estadios tempranos la presencia de depdsitos de placas AB en el area
de asociacién parietal-temporal-occipital de la corteza (encargada de recibir y coordinar
informacidn visual, auditiva y somatosensorial), ovillos fibrilares de tau en el l6bulo temporal
medial (incluyendo el hipocampo, parahipocampo y amigdala, encargadas de procesar
informacién sensorial y la formacion de memoria a largo plazo) y el sistema limbico (con
funciones relacionadas a las emociones, el aprendizaje o la motivacion para desarrollar tareas)
(18). A nivel macroscdpico, se puede observar una atrofia cortical y pérdida de volumen en los
giros o circunvoluciones cerebrales y un incremento del espacio intraventricular, lo cual se
comprende con una pérdida de la capacidad para realizar tareas relacionadas con la visidn
(lectura, orientacion, distincion de objetos o personas), los cuales van acompafiados de la
patologia amiloide y la hiperfosforilacion de Tau anteriormente mencionadas (153). Estos
cambios a nivel macroscépico pueden determinarse en vida mediante imagen de resonancia
magnética (magnetic resonance imaging (MRI)), pero no son suficientes para determinar un
diagndstico de Alzheimer (18).

En 2011, el National Institute on Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA) definié una serie
de directrices para el diagndstico de la EA segln la estapa sintomatica clinica (EA leve, moderado
0 avanzado) destinadas a ayudar en la toma de decisiones en la clinica y un punto de partida en
la investigacion (154-156). Entre otras propuestas, se discutio la importancia de un cambio de
tendencia necesario hacia la implementaciéon de la deteccion de biomarcadores como la
presencia de AB en el liquido cefalorraquideo unido al uso de técnicas de imagen como la
tomografia por emision de positrones (PET). En 2018, el NIA-AA llevé a cabo una actualizacién
del trabajo publicado en 2011, en el cual se establecié un esquema unificado de clasificacion
para el uso de biomarcadores en la EA con propdsito de la investigacidn, en paralelo a la practica
clinica, la cual se define por metodologia observacional del progreso de deterioro cognitivo en
los pacientes. Este esquema se etiqueta como “AT(N)”, definiendo con la letra “A” la PET de la
proteina amiloide o los niveles de AB en el liquido cefalorraquideo, mientras de “T” se refiere a
la agregacion de Tau determinada por PET o la presencia de Tau hiperfosforilada en el liquido
cefalorraquideo, y la “N” a un estado de neurodegeneracién o dafio neuronal determinado por
MRI o un estado hipometabdlico de regiones corticales del cerebro determinado por PET de %-
fluorodesoxiglucosa (FDG) (157). A pesar de que el uso de biomarcadores puede crear un sesgo
en el juicio clinico dada la tendencia a establecer correlaciones causales con el estado de
deterioro cognitivo del paciente, el NIA-AA determina que el sistema AT(N) es flexible y permite
la adicidn de nuevos biomarcadores en tanto que sean avalados por los estudios cientificos y se
encuentre disponible una metodologia de deteccidn eficaz (157), destacando su potencial como
herramienta en la investigacidn de ensayos clinicos para el tratamiento de la EA.
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2.5 Enfermedad de Alzheimer familiar y esporadica

Los casos de EA suelen clasificarse segun la edad del inicio de los sintomas caracteristicos y los
antecedentes familiares de los pacientes. Cuando el paciente presenta sintomas entre los 30-50
afos, se conoce como la EA de aparicién temprana o EA familiar, mientras que, si el desarrollo
se produce a partir de los 60 afios, comprende a la EA de aparicion tardia o EA esporadica.

2.5.1 Enfermedad de Alzheimer familiar
La EA familiar comprende entre un 1-6% de los casos de EA, y es consecuencia de una mutacion
monogénica dominante. Las mutaciones que derivan en Alzheimer familiar son aquellas que
afectan al gen de la proteina precursora amiloide (APP), el gen de la presenilina 1 (PSEN1,
también llamado PS1) y la presenilina 2 (PSEN2, también llamado PS2) (Tabla 1).

Tabla 1. Genes cuya mutacion deriva en una de las formas de enfermedad de Alzheimer monogénica o
familiar.

Gen Locus N2  mutaciones | Funcidn en el organismo (159) Fenotipo de EA (160-162)
cromosomico descritas (158)
Patogénicas: 138 Da lugar a wuna proteina | Inicio de deterioro cognitivo entre los 40
s ’ transmembrana (PS1), subunidad | ylos 50 afios, con fenotipo similar a la EA
catalitica del enzima y-secretasa, | esporadicay edad de fallecimiento entre
Probablemente encargada de la protedlisis de | los 50 60 afios. Algunos casos
PSENI | 14q24.3 patogénicas: 150 | C'8 ap v - 8 -
diversas proteinas como notch o | presentan paraparesia espastica
- APP, precursor del péptido AB. Se | (mutaciones p.Pro264Leu, p.Leul73Trp
Significado ) . . . .
incierto: 35 encuentra ampliamente | 6 p.GIn222His) asi como ataxia
) distribuida por la célula. cerebelosa (mutacién p.Gly378Glu)
Patogénicas: 7 ,
Da lugar a una proteina - ) e
, Inicio de deterioro cognitivo similar a las
transmembrana (PS2) homdloga R
Probablemente . mutaciones de PSEN1 con algunos casos
o de PS1 (66% homologia), S A
PSEN2 | 1qg31-g42 patogénicas: 6 . o . de inicio en edades posteriores (60-70
subunidad catalitica del enzima y- o . L
X afnos de edad). Fenotipo similar a la EA
N secretasa. Localizada en "
Significado . esporddica.
e lisosomas y endosomas.
incierto: 46
Patogénicas: 6 Inicio de deterioro cognitivo entre los 50
Da lugar a wuna proteina | alos65 afios de edad. Fenotipo similar a
Probablemente transmembrana (APP) que | la  EA esporddica, con algunas
APP 21qg21.2 patogénicas: 15 participa en procesos de sinapsis, | mutaciones que causan angiopatias
precursora del péptido AB y del | (mutacion Jlowa p.Asp694Asn) o
Significado péptido soluble sAPPa. hematomas intracerebrales (portadores
incierto: 34 de duplicacién de la APP) .

2.5.2 Enfermedad de Alzheimer esporadica

Por otra parte, la EA esporadica comprende la mayoria de casos (94-99% de éstos), cuyo origen
de sintomas se produce entre los 60-65 afios aproximadamente y su prevalencia es mayor a
medida que se avanza en el rango de edad. El origen de la EA esporadica es insidioso, si bien a
lo largo de los afios se han descrito que causas ambientales, hdbitos alimenticios, comorbilidad
con otras enfermedades y la presencia de ciertos polimorfismos en genes concretos
(relacionados con el sistema inmune, metabolismo del colesterol o endocitosis y conexiones
sindpticas), influyen en la probabilidad de desarrollar esta patologia (163). Recientes estudios
de asociacion del genoma completo (genome-wide association study (GWAS)) a gran escala han
encontrado hasta 75 loci cromosdmicos de riesgo para la EA y otras demencias relacionadas,
identificando y seleccionando hasta 55 genes de riesgo para la EA (164) (Tabla 2).
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Tabla 2. Genes identificados de riesgo de enfermedad de Alzheimer esporadica.

Gen

Locus
cromosémico

Ruta celular

Principales funciones en el organismo y relacion con la EA

CR1

1q32.2

Respuesta inmune

Unién a elementos que desencadenan la respuesta del sistema de
complemento. Aclaramiento del péptido AB (165).

MS4A

11q12

Respuesta inmune

Activacidn de receptores y canales iénicos y promotores de la respuesta
inmune (166, 167).

EPHA1

7934-g35

Respuesta inmune

Receptor con dominio tirosina-quinasa, relacionado con la sefializaciéon
del factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor Alpha (TNF-a))
(166, 168).

CD33

19q13.3

Respuesta inmune
Endocitosis

Inhibicién de la fagocitosis celular. Control de la activaciéon microglial
dependiente de TREM2 (169).

TREM2

6p21.1

Respuesta inmune

Supresién de la respuesta inflamatoria y la activacion microglial (166,
169).

CLu

8p21.1

Metabolismo lipidico
Muerte celular

Proteina chaperona del reticulo de Golgi. Inhibicién de la muerte celular
mediada por apoptosis via activacion de la proteina p53 (165).

ABCA7

19p13.3

Metabolismo lipidico
Endocitosis

Proteina transportadora que interviene en la liberacion de fosfolipidos
celulares y colesterol y participa en la formacién de las lipoproteinas de
alta densidad (high density lipoprotein (HDL)). Participa en la fagocitosis,
la cual inhibida por elevados niveles de colesterol intracelular.(167, 169)

PICALM

11g14.2

Endocitosis

Endocitosis mediada por clatrina. Aclaramiento del péptido AB (170).

BIN1

2q14.3

Endocitosis
Transmision sinaptica

Participacidn en el sistema nervioso central en la endocitosis en las
vesiculas y la transmisidn sinapticas (171).

CD2AP

6p12.3

Endocitosis

Implicada en el tréfico de membrana a través de endocitosis y la
remodelacién del esqueleto de actina. Interviene en la produccién del
péptido AB y la hiperfosforilacion de Tau (172).

INPP5D

2g37.1

Respuesta inmune
Muerte celular

Hidroliza la unién del fosfatidilinositol trifosfato (PI3P) a la membrana,
alterando la unidén de proteinas a ésta. Regula negativamente la
proliferacién y supervivencia de células del sistema inmune (173).

CLNK

4p16.1

Respuesta inmune

Proteina con funcién inmunomoduladora que regula la sefializacién de
receptores de células Ty B del sistema inmune (174, 175).

HLA-
DQA1

6p21.32

Respuesta inmune

Pertenece al complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2 (major
histocompatibility complex, class Il o MHC class /l). Se encuentra en la
membrana celular de células presentadoras de antigenos, encargada de
presentar péptidos derivados de proteinas exdgenas. Se expresa en la
microglia (176).

UNC5CL

6p21.1

Respuesta inmune
Muerte celular

Regulador negativo de NF-kB en respuesta a citoquinas. Su inactivaciéon
podria derivar en una mayor muerte neuronal en respuesta a estimulos
como la presencia del péptido AB (177).

EPDR1

7p14.1

Muerte celular

Glucoproteina de membrana que participa en procesos de adhesion
celular, asociada a procesos de apoptosis.(178).

APOE

19913.32

Metabolismo lipidico

Apolipoproteina de unidén a colesterol y lipidos, presente en los
quilomicrones. En el sistema nervioso es producida por microglia y
astrocitos y se une a los receptores de APOE presentes en neuronas.
Promueve la escision y aclaramiento del péptido AB en neuronas.
Presenta tres isoformas, APOE-g2 (asociada con mayor riesgo de
hiperlipoproteinemia), APOE-€3 (variante natural y mas abundante) y
APOE-€4 (tiene una capacidad reducida para promover la eliminacion
del péptido AB, ademas de estar relacionada con otros trastornos como
aterosclerosis o enfermedad cardiovascular isquémica). Un 40-65% de
pacientes de EA esporddica presentan el alelo APOE-g4, incrementando
el riesgo de EA cuando los dos alelos estan presentes (179-181).

PTK2B

8p21.2

Transmision sinaptica

Proteina citoplasmatica que participa en la regulaciéon de canales
idnicos y en la regulacion de la actividad neuronal. Promueve la pérdida
sinapsis debido a deficiencias en las dendritas en un mecanismo
activado por la presencia del péptido AB (182).

USP6NL

10p14

Endocitosis

Promueve la formacién de endosomas independientemente de
clatrina y el transporte retrégrado desde la membrana plasmatica al
reticulo de Golgi. La asociacion de polimorfismos en USP6NL con la EA
se da en personas que no portan el alelo APOE-€4 (183).

SPI1

11p11.2

Respuesta inmune

Factor de transcripcién que regula la expresion génica en células del
sistema inmune (184).

EED

11g14.2

Expresidn génica

Proteina que interviene en la desacetilacion de histonas, inhibiendo la
expresion de genes entre generaciones. Su actividad es necesaria para
la re-mielinizacion de oligodendrocitos en el sistema nervioso central
(185).

SORL1

11g24.1

Metabolismo lipidico

Receptor de APOE en la membrana plasmatica. Promueve la
redistribucion de APP al reticulo de Golgi, asi disminuyendo la
produccion de AB (186)
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Continuacion de Tabla 2.

FERMT2

14221

Transmision sinaptica

Regula la actividad de integrinas. Interactua en el metabolismo de APP,
el crecimiento axonal y la plasticidad sindptica (187).

SLC24A4

14qg32.12

Endocitosis

Proteina intercambiadora de sodio/calcio dependiente de potasio,
implicada en el desarrollo neuronal (188).

SPPL2A

15¢21.2

Respuesta inmune
Endocitosis

Proteina de membrana lisosomal. Cataliza la escision intramembrana de
TNF-a, derivando en la liberacién de su dominio intracelular, implicado
en la generacion del péptido AB (164).

MINDY2/
ADAM10

15q21.3

Respuesta inmune

Proteina a-secretasa que escinde la proteina APP dentro de la regién
AB, dando lugar al fragmento secretado sAPPa, el cual tiene un efecto
neuroprotector (189).

APH1B

15022.2

Ruta de sefializacion de
notch

Proteina transmembrana que forma parte del complejo de la y-
secretasa junto a la presenilina y nicastrina (174).

BCKDK

16p11.2

Metabolismo de
aminoacidos

Proteina reguladora de las rutas de catabolismo de aminoacidos de
cadena ramificada (190).

L34

1622.1

Respuesta inmune

Citoquina que promueve la proliferacién de células del sistema inmune.
Disminuye en macréfagos la expresion de genes involucrados en el
reconocimiento y degradacion de los péptidos AB (191).

PLCG2

16¢23.3

Respuesta inmune

Cataliza la conversidn del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) a inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol. En la microglia cerebral, interviene en la
respuesta inflamatoria mediada por NF-«kB (192).

SCIMP

17p13.2

Respuesta inmune

Proteina transmembrana involucrada en la sefializacion intracelular
mediada por el complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2 en
macrdéfagos (193).

WNT3

17921.31-
q21.32

Transmision sinaptica
Proliferacién celular

Proteinas que activan diferentes rutas celulares implicadas en la
reorganizacion del citoesqueleto y la proliferacion celular (194). En
neuronas, su sefializacion estd implicada en la formacion de sinapsis y
la plasticidad sinaptica (195). WNT3 ejerce una actividad
neuroprotectora y previene el efecto neurotoxico del péptido AB (196).

ABI3

17921.32

Respuesta inmune

Proteina que interviene en la polimerizacion de la actina. Promueve la
migracién y actividad fagocitica de la microglia en la eliminacidn del
péptido AB (197). Algunos polimorfismos de ABI3 estan relacionados
con niveles elevados de Tau en el liquido cefalorraquideo (198).

TSPOAP1

17922

Respuesta inmune

Proteina subunidad del complejo receptor de benzodiacepinas en la
mitocondria, asociado con la neuroinflamacién. Su actividad en el
cerebro estd relacionada con la sintesis de esteroides y disminucién de
la acumulacion de péptidos AB (199).

ACE

17923.3

Respuesta inmune

Proteina que cataliza la conversidn de angiotensina 1 en angiotensina 2,
con actividad vasopresora. Polimorfismos de ACE relacionados con la
acumulacion y actividad de la angiotensina 1 en el cerebro promueven
mecanismos de neuroinflamacién y neurodegeneracion aumentando la
susceptibilidad neuronal a la presencia del péptido AB (200). La
actividad de ACE podria estar relacionada con la degradacidn directa o
indirecta del péptido AB (201).

CASS4

20q13.31

Transmision sinaptica

Proteina de andamiaje o scaffolding que regula la actividad tirosina-
quinasa de la proteina kinasa B (PKB o Akt). Varios polimofrismos de
CASS4 se encuentran relacionados con un mayor riesgo de desarrollar
EA. La actividad de CASS4 se encuentra asociada a la funcién del
citoesqueleto, el transporte axonal y la expresién de APP, asi como su
acumulacién en placas neuriticas (202, 203).

ADAMTS1

21g21.3

Respuesta inmune

Metaloproteinasa con motivos de trombospondina tipo 1 que participa
en la remodelacién de la matriz extracelular. Su actividad se encuentra
relacionada con mecanismos de neuroplasticidad y respuesta
inflamatoria, derivando en la degradaciéon del proteoglicano en
respuesta a la interleukina 1 (IL1) (204, 205).
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La identificacién del papel de estos genes ha permitido avanzar en el conocimiento de los
cambios producidos a nivel celular y molecular que derivan en la acumulacion del péptido ARy
la consiguiente hiperfosforilacion de Tau, asi como los mecanismos asociados de
neurodegeneracion de sinapsis neuronales y muerte neuronal selectiva; y la respuesta
inflamatoria de la astroglia y microglia, eventos que se observan en la progresién de la EA y se
detallaran en el siguiente apartado.

2.6 Papel de AB en la patologia de la enfermedad de

Alzheimer

Como se ha descrito previamente, a nivel celular y molecular, los dos eventos caracteristicos
que ocurren en la enfermedad de Alzheimer son la acumulacién de depdsitos de placas
extracelulares del péptido AB y la formacion intracelular de ovillos neurofibrilares de la proteina
de unidn a los microtubulos tau. Estos eventos son observados a lo largo de toda la patologia y
afios antes del inicio de sintomas cognitivos y cursan con un estado neuroinflamatorio que
deriva en la pérdida de sinapsis neuronales en diversas regiones cerebrales encargadas del
procesamiento de informacién o la formacidn de memorias a largo plazo (206). Hasta el
momento, el mecanismo de formacion de las placas AB y la formacidn de ovillos de tau ha sido
ampliamente estudiado, si bien aun existen opiniones dispares sobre si estos eventos son
causales o consecuencia del verdadero inicio de la EA esporadica.

2.6.1 Metabolismo del péptido AR

La generacidn del péptido AB se produce a partir del procesamiento secuencial de la proteina
APP, el cual genera fragmentos de AB de 37 a 43 aminodcidos (que dan el nombre al fragmento
de AP segln la secuencia de aminodacidos que la componen), siendo las principales especies
téxicas los fragmentos ABia y AP14. La APP es una aspartil-proteasa, una proteina
transmembrana de un solo paso (tipo 1) con un dominio extracelular extenso (N-terminal). El
splicing alternativo de la APP genera hasta 8 isoformas, siendo las mas comunes la variante
APPgos, predominante en neuronas, asi como las variantes APPzs; y APP770 que se expresan
ubicuamente (19). Parte de la secuencia del péptido AB se encuentra en el dominio externo de
la proteina APP (dominio N-terminal), mientras que la parte final del péptido se encuentra
dentro del dominio transmembrana (dominio C-terminal). A pesar de que la funcién de la APP
aun no ha sido del todo dilucidada, se sabe que puede tener un papel importante en la migracion
neuronal durante el desarrollo, el crecimiento de neuritas (dendritas y axones), la supervivencia
celular o la regeneracién de sinapsis (207, 208). Como se ha descrito en la unidad 4, diversas
mutaciones que afectan al gen de la APP pueden derivar en una sobreproduccion de las formas
toxicas del péptido AB como ABi.42.

En neuronas, la APP recién sintetizada en el aparato de Golgi es transportada directamente por
el axén hacia los terminales sinapticos, donde se inserta en la superficie celular. Es alli donde
prosigue su procesamiento, el cual puede ser no amiloidogénico (generando fragmentos
solubles de APP llamados sAPPa), o amiloidogénico, produciendo fragmentos de péptidos AR,
dependiendo del complejo enzimatico del que sea substrato, ademds de un procesamiento
terciario por rutas no candnicas que se produce en menor medida.
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2.6.2 Procesamiento por ruta no amiloidogénica: a-secretasa y y-secretasa
Este tipo de procesamiento es el predominante en condiciones fisioldgicas dentro de las dos
rutas candnicas descritas. El procesamiento de la APP se produce por la actividad de la proteina
o-secretasa, de la familia de desintegrinas y metaloproteasas (A Disintegrin And
Metalloprotease domain (ADAM)) con mas de 30 sustratos conocidos, la cual realiza una escision
dentro de la secuencia del péptido AB, impidiendo su formacién. Da lugar a una secuencia
peptidica soluble (sAPPq, fragmento N-1, C-16), la cual es liberada al medio extracelular, el cual
es ligando del receptor de notch y participa en procesos de supervivencia celular y crecimiento
de neuritas (209). Durante la escision de APP, se queda anclado a la membrana el fragmento
restante donde se ha producido el corte en el extremo C-terminal, conocido como C83 o
fragmento C-terminal a (CTF,). Este fragmento es posteriormente diana de la actividad de la y-
secretasa, la cual realiza una escision bien en el aminoacido 40 6 42, liberando al medio
extracelular un péptido soluble llamado p23 (N-17, C-40/42). El fragmento restante conocido
como dominio C-terminal intracelular de APP (APP intracellular C-terminal domain o AICD), el
cual es posteriormente internalizado y dirigido al nucleo celular donde actia como factor de
transcripcién (Figura 1A).

2.6.3 Procesamiento por ruta amiloidogénica: B-secretasa y y-secretasa
La via amiloidogénica del procesamiento de APP se caracteriza por la produccion del péptido AR,
la cual se incrementa con la edad. En este caso, el proceso se inicia por la actividad del enzima
B-secretasa (principalmente por la isoforma BACE1). La B-secretasa es también una aspartil-
proteasa, proteina de membrana de un solo paso o tipo 1 que se encuentra activa en el lumen
de vesiculas y presenta una ruta endocitica. La actividad de la B-secretasa se encuentra
relacionada con la mielinizacion de axones en nervios periféricos durante el desarrollo.

Cuando la B-secretasa entra en contacto con APP, se produce una escision en el extremo N-
terminal en el punto de inicio del péptido AB, liberando al medio extracelular el péptido soluble
sAPPB y manteniendo anclado a la membrana el fragmento restante denominado C99 o
fragmento C-terminal § (CTFg). Al contrario que el fragmento de la via no amiloidogénica sAPPa,
las funciones del péptido sAPPB son mayormente desconocidas y no parece tener un papel
importante la proliferacidon neuronal (210). Posteriormente, el fragmento C99 es sustrato de la
actividad del enzima y-secretasa, una proteina multimérica formada por 4 subunidades: 1)
presenilina (mayormente la isoforma PS1 neuronal por encima de PS2, aspartil-proteasas con
actividad catalitica enzimatica), 2) nicastrina (sitio de reconocimiento de sustratos), 3)
potenciador de presenilina o PS2 (presenilin enhancer 2, componente regulador de la actividad
de la presenilina), y 4) faringe anterior defectuosa 1 o APH1 (anterior pharynx-defective 1), cuya
funcidn es la de facilitar la formacion del complejo entre presenilina y nicastrina).

La escisién del fragmento C99 por la y-secretasa en el dominio C-terminal, el cual se produce de
forma secuencial en 4 pasos, deriva en la formacion del péptido AB, que es liberado al espacio
extracelular, y el fragmento AICD. Segun el aminoacido donde se produce la escision, se forman
los diferentes tipos de fragmento de AB, predominando los fragmentos AB1.40 (90% del total de
fragmentos de AB generados), y AB1-42 (5% del total de fragmentos de AB generados), siendo
este ultimo mas hidréfobo y con tendencia a formar agregaciones potencialmente neurotéxicas
(Figura 1B). Debido a que la B-secretasa tiene un punto de actividad éptimo en pH ligeramente
acidos (pH = 5,5-6) y tanto la B-secretasa como la y-secretasa se localizan en el reticulo
endolpasmatico, aparato de Golgi y endosomas, se ha sugerido que la ruta de procesamiento
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amiloidogénica de APP se produce principalmente en endosomas cuya formacion esta mediada
por clatrina en el proceso de endocitosis (211). Debido a que la y-secretasa presenta una amplia
variedad de sustratos, entre los que se encuentra notch, esencial para la neurogénesis y
crecimiento de neuritas en la embriogénesis y en la edad adulta, es poco viable su
posicionamiento como diana terapéutica a pesar del reciente desarrollo de moduladores de la
actividad y-secretasa (y-secretase modulators (GSMs)) (212).

Descubrimientos recientes apuntan a que la escision de APP por la B-secretasa es facilitada y
precedida por la actividad de un enzima endopeptidasa de asparagina (asparagine
endopeptidase (AEP)), la cual actia como una 6-secretasa proamiloidogénica (213). Esta &-
secretasa es liberada al medio extracelular y se asocia con APP, internalizandose en un
endosoma, donde se dara lugar al procesamiento de APP. La &-secretasa escinde a APP en los
aminodcidos en posicion N-373 y N-585, liberando formas solubles de APP vy facilitando la
actividad de la B-secretasa al eliminar el impedimento estérico del dominio extracelular de APP
para acceder al sitio de corte de AR (213). A pesar de que su mecanismo no estda ampliamente
estudiado, se cree que la 6-secretasa podria estar implicada en la hiperfosforilacion de tau en
un mecanismo asociado a la proteina fosfatasa 2A (protein phosphatase 2A (PP2A)) (214).

2.6.4 Procesamiento alternativo: n-secretasa, a-secretasa, B-secretasa y y-

secretasa

Ademas de las dos rutas anteriormente descritas, en 2015 se describié una ruta alternativa de
procesamiento de APP en condiciones fisioldgicas a través de la actividad principal de la n-
secretasa, seguida de las a-secretasa, B-secretasa y y-secretasa (215). Se sabe que esta via de
procesamiento se da en mayor medida cuando la via de la B-secretasa es inhibida. La n-
secretasa, conocida asi por escindir la APP en el un lugar diferente de las secretasas
anteriormente descritas, es una metaloproteinasa de matriz de tipo membrana, la cual escinde
la APP en un aminoacido fuera de los sitios de corte de la a-secretasa y la B-secretasa, liberando
un péptido soluble sAPP, de menor tamafo, quedando anclado a la membrana la mayor parte
de la proteina APP restante, el fragmento C-terminal CTF,). Este fragmento es posteriormente
escindido por la a-secretasa, liberando el péptido amiloide Anq, el cual contiene parte de la
secuencia del péptido AB, o bien por la B-secretasa, liberando un péptido de menor tamafio
llamado Ang. A pesar de que la funcién de los péptidos An es hasta el momento desconocida, se
sabe que el péptido An, inhibe la potenciacidn a largo plazo (long-term potentiation o LTP) en el
hipocampo, mientras que el péptido Ang es aparentemente inocuo (215).
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Figura 1. Procesamiento de APP en las principales vias amiloidogénicas y no amiloidogénicas. A) La ruta
amiloidogéncia comprende la accidén secuencial de la a-secretasa, que genera un sAPPaq, el cual esta
involucrado en mecanismos de supervivencia celular y crecimiento de neuritas, dejando anclado a la
membrana un fragmento C83, el cual es escindido por la y-secretasa, generando un fragmento p23
liberado al medio extracelular, y un fragmento AICD que actua como factor de transcripcion. B)
Alternativamente, la ruta amiloidogénica comprende primero la escision de APP por la B-secretasa,
generando un sAPPB y dejando anclado a la membrana un fragmento C99, escindido posteriormente por
la y-secretasa, generando un péptido AB140 6 AB142, dependiendo del aminodcido escindido, liberado al
medio extracelular, y un fragmento AICD. C) Los péptidos monoméricos de AB, generalmente AP1-42 (mas
insoluble) comienzan a adoptar una conformacion de lamina B, la cual deriva en su agregacion secuencial
formando oligdmeros solubles, protofibrillas, fibrillas insolubles y, finalmente, placas neuriticas que
alteran la sinapsis neuronal y generan una respuesta inmune derivando en la activacion de astrocitos y
microglias, implicados en la eliminacién de AB. D) Secuencia de aminoacidos donde se produce la escision
de APP a través de las secretasas. APP — proteina precursora amiloide; C83 — fragmento C-terminal a; C99
— fragmento C-terminal B; sAPPa — fragmento a soluble de APP; sAPPf — fragmento [ soluble de APP.
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2.6.5 Polimerizacién y neurotoxicidad del péptido AR
Como se ha descrito previamente, los péptidos AB pueden ser liberados al medio extracelular
por la accién de las secretasas o bien formarse dentro de endolisosomas. En su forma
monomeérica soluble, el péptido AB es inocuo. La principal diferencia entre las isoformas del
péptido APi.a0y AP1-42 €s la presencia de dos aminodcidos hidréfobos en este ultimo, los cuales
le confieren una capacidad de agregacion en oligémeros solubles y, posteriormente, en placas
insolubles, los cuales tienen un efecto neurotéxico (Figura 1C, D).

La agregacion de los péptidos APi-.42 se da mediante enlaces de [dmina-B, de forma secuencial,
formando primero dimeros y trimeros, pasando a oligdmeros difusibles (A8-derived diffusible
ligands (ADDLs)), y éstos a protofibrillas y fibrillas. Los estudios indican que la formacién de los
ADDLs puede estar facilitada por la unién de AB a fosfolipidos peroxidados de membrana como
consecuencia del estrés oxidativo producido en la célula y son la forma mds toxica de agregacion
de AB debido a su capacidad de difundir en las membranas, mientras que las fibrillas insolubles
tienen una capacidad neurotdxica menor (216). Hasta el momento se conoce que los ADDLs
median en la produccién de especies reactivas de oxigeno (oxygen-reactive species (ROS)) y
nitrogeno (nitrogen-reactive species (NOS)), alteran la estabilidad de la membrana plasmatica
de neuronas y microglia, provocan la interrupcion de sinapsis neuronales, procesos autofagicos
y disfuncién mitocondrial derivando en muerte celular, desencadenan procesos inflamatorios y
promueven la hiperfosforilacion de Tau (el otro gran factor molecular indicativo de la EA) (1, 20).

En una compactacién mas compleja que los oligémeros, las fibrillas de AB insolubles se agregan
en el parénquima y comienzan a formar depdsitos extracelulares, placas seniles o amiloides, las
cuales son facilmente distinguibles mediante técnicas de inmunohistoquimica. Las placas
amiloides en general se clasifican en “difusas” y “densas” o “neuriticas”, las cuales presentan
propiedades muy diferentes. Las placas difusas no tienen una estructura fibrilar y son las
primeras placas distinguibles que aparecen en el tiempo, siendo comunes en el cerebro de
personas de avanzada edad sin deterioro cognitivo aparente (217). Se cree que a partir de estas
placas difusas se forman las placas neuriticas, con fibrillas empaquetadas de forma mucho mas
densa y rodeadas de neuritas (evento que le da el nombre de “placas neuriticas”), microglia
activada y astrocitos reactivos. Uno de los mecanismos descritos para la formacién de placas
densas es la internalizacién del péptido AR mediante procesos de endo- y fagocitosis, donde se
generan las fibrillas que terminan formando placas amiloides que derivan en la muerte celulary
su liberacion al medio extracelular (218). La aparicidn de estas placas neuriticas se produce afos
antes del inicio de los sintomas de deterioro cognitivo y se puede observar mediante tincién
amiloide (con los colorantes Rojo Congo y tioflavinas). Las neuritas distréficas que rodean a las
placas densas tienen un gran contenido mitocondrial y cuerpos densos de origen lisosomal, los
cuales se forman debido a la presencia de AB, asi como estructuras filamentosas de tau
hiperfosforilada, la cual desestabiliza la estructura microtubular de las neuronas y provoca la
detencion del transporte axonal y una sinapsis disfuncional debido a la acumulacién de vesiculas
de neurotransmisores debido a un transporte deficiente de éstas desde el soma (21-23).

Ademads de acumularse en el parénquima, las placas amiloides se pueden depositar rodeando la
tunica media de vasos sanguineos y arterias leptomeningeales, debido a un mecanismo alterado
de eliminacioén, el cual causa una angiopatia amiloide cerebral (cerebral amyloid angiopathy
(CAA)), presente en hasta un 80% de pacientes con EA y visible mediante tincion amiloide, que
puede provocar, en casos mas graves, hemorragias cerebrales. A diferencia de las placas
amiloides que se forman en el parénquima, estas estdn compuestas mayormente del péptido
AB1-40, €l cual presenta mayor solubilidad (219).
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2.6.6 Eliminacion de AB

El cerebro cuenta con varios mecanismos para eliminar la deposicién de AB. La microglia es
capaz de reconocer el péptido AB en placas amiloides a través de su unién a los receptores de
membrana como los receptores scavenger (scavenger receptor (SR)), receptores de péptidos de
formilo (formyl peptide receptor (FPR)) CD36, CD47 o las integrinas, las cuales median un
mecanismo de fagocitosis del péptido amiloide (220-224). Una vez internalizado, se produce la
degradacion del péptido AB a través de la actividad de diversas enzimas proteasas, como la
neprilisina, catepsinas, metaloproteasas, activadores de plasminégenos, la ACE, la enzima
convertidora de endotelina (endothelin-converting enzyme (ECE)) o la enzima degradadora de
insulina (insulin-degrading enzime (IDE)) (24-28). Si bien la microglia es la principal encargada de
las reacciones de fagocitosis de A, se sabe que los astrocitos y macréfagos también participan
en la internalizacién y degradacion intracelular de AB (35, 36). Por otra parte, la unidon de AP a
receptores de tipo toll (toll-like receptor (TLR)) en microglia y astrocitos desencadena una
respuesta inflamatoria con la secrecidn de citoquinas, las cuales reducen la capacidad de
eliminar AB a través de mecanismos de fagocitosis y degradacién intracelular (29). Por lo tanto,
en estadios mas acanzados de la EA, una respuesta neuroinflamatoria exacerbada indice
negativamente sobre la capacidad del organismo de eliminar la acumulacién de AB.

Otro de los mecanismos esenciales para la eliminacion de AB ocurre a través de la barrera
hematoencefalica, pasando al sistema vascular, y a través del sistema linfatico. Este evento
ocurre mayormente por la uniéon de APOE al complejo de AB. APOE es producido mayormente
por astrocitos y, en menor medida por microglia y neuronas en respuesta a estimulos de los
astrocitos (30). Si bien APOE promueve la escision de AB intracelular, el complejo de APOE y AB
puede unirse a la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (low
density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1)), asi como al receptor de lipoproteinas de
muy baja densidad (very low density lipoprotein receptor (VLDLR)) en los propios astrocitos que
rodean el endotelio vascular del cerebro, facilitando su trasvase a través de la barrera
hematoencefalica (31, 32). Ademas, la eliminacién del péptido AB en su forma monomérica
soluble puede producirse por su unién directa a LRP1 (33). APOE actla en conjunto a otras
proteinas como la glucoproteina-P o glucoproteina de permeabilidad (permeability glycoprotein
(Pgp)) de forma que LRP1 capta el AB del fluido intersticial y Pgp, la cual se localiza en la cara
luminal de las células del endotelio vascular, promueve su liberacidn a la sangre (225). Una vez
en el sistema vascular, se ha observado mediante el marcaje radiactivo de AP con yodo
radiactivo que la acumulacion de AB se produce en érganos como el higado, rifiones o el tracto
gastrointestinal, donde sufre un proceso catabdlico que deriva en su eliminacién sistémica (73).

2.7 Papel de tau en la patologia de la enfermedad de

Alzheimer

Las patologias neurodegenerativas que comparten la presencia de inclusiones intracelulares de
la proteina tau en un estado aberrante formando ovillos neurofibrilares o gliofibrilares son
denominadas como taupatias. Ademas del Alzheimer, otras tauopatias son la encefalopatia
traumatica crénica, la paralisis supranuclear progresiva, la degeneracidn corticobasal, la
demencia frontotemporal, la tauopatia primaria relacionada con la edad, la panencefalitis
esclerosante subaguda, el parkinsonismo postencefalitico, la encefalopatia por plomo o la
esclerosis tuberosa (226). Todas ellas comparten un aspecto neuropatoldgico y es que presentan
degeneracion lobar frontotemporal.
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El gen de la proteina tau asociada a microtubulo (microtubule-associated protein tau (MAPT)),
se localiza en el locus cromosémico 17qg21.1, y da lugar a una proteina tau que sufre una serie
de modificaciones post-traduccionales, entre las que se encuentran la O-glucosilacién y la
acetilacion de residuos. Tau es una proteina de unidén a microtubulos, localizada principalmente
en los axones de neuronas y en menor medida en las dendritas de éstas. Existen seis isoformas
de tau en el sistema nervioso central generadas por splicing alternativo, distinguidas por el
numero de dominios de unidn a microtubulos, bien sean tres (denominadas 3R) o cuatro (4R).
Se ha descrito que Tau posee 85 residuos de serina y treonina con capacidad de ser fosforilados,
de los cuales se han reportado fosforilaciones en 45 de ellos (227). Debido al gran nimero de
residuos fosforilables, tau es un buen sustrato para las proteinas quinasas (228). La mayoria de
las quinasas relacionadas con la fosforilacidon de Tau forman parte de la familia de las proteinas
quinasas se serina/treonina, que incluyen: la proteina quinasa activada por mitégeno (mitogen-
activated protein kinase (MAPK)), la glucégeno sintasa-quinasa 3B (glycogen synthase kinase 38
(GSK-3B)), la proteina quinasa activada por 5" AMP (5’ AMP-activated protein kinase (AMPK)), la
guinasa dependiente de ciclina 5 (cyclin-dependent kinase 5 (CDK5)) o la proteina kinasa A
(protein kinase A (PKA)) (229-234). Ademas, es sustrato de otras fosfatasas, estableciendo un
equilibrio fisiolégico en el estado de fosforilacién/desfosforilacion. En situaciones normales, tau
desfosforilada se asocia a microtubulos en los terminales axdnicos, favoreciendo la agregacion
de la tubulina y su polimerizacién. La actividad de tau permite el transporte axonal mediado por
guinesina y dineina y la liberacién de vesiculas sindpticas. La fosforilacion de tau promueve su
liberacion de microtubulos y permite a tau reorganizar la estructura tubular en la célula.

En la EA se produce un proceso de hiperfosforilacion de tau, en el cual ésta pierde su capacidad
de unidén al microtubulo y la desestabilizacién del citoesqueleto, derivando en una disfuncion de
la estructura y transporte axonal, la acumulacién de vesiculas, dafio mitocondrial y la aparicion
de neuritas distréficas como se vio en la seccion anterior (235). Este proceso se ve mediado por
la agregacioén de las especies de tau hiperfosforilada, la cual es soluble, formando filamentos
helicoidales emparejados (paired helical filaments (PHF)) insolubles que acaban formando
ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles (NFT)) con una gran capacidad citotéxica. Ademas
de estas formas, tau puede encontrarse hiperfosforilada y conformando oligdmeros que son
liberados a la matriz extracelular (227).

Uno de los motivos que “disparan” la hiperfosforilacién de tau es la presencia del péptido AB, el
cual promueve la actividad de la GSK-3 (236) y genera un incremento de los niveles de calcio
intracelulares en neuronas, resultado en la activacion de calpainay, por consiguiente, de la CDK5
(CDK5 permanece activa y unida a p35, mientras que el incremento de calcio promueve la
escision a través de la calpaina de p35 en p25, fragmento que queda asociado a CDK5, y p10,
derivando en un estado hiperactivo de CDK5) (237-239). Ademas, tau es sujeto de escision
proteolitica por la actividad de la caspasa 3 inducida por GSK-3B, la cual genera fragmentos de
tau que tienden a ser hiperfosforilados y que podrian servir de “nido” para la agregacién de
especies de tau hiperfosforiladas de longitud completa (240, 241). Ademas, se ha descrito que
tau hiperfosforilada secuestra y promueve la hiperfosforilacion de otras formas de tau no
patoldgicas (242). Tau hiperfosforilada puede ser liberada mediante exocitosis, y ser
internalizada por otras células en forma de agregados neurofibrilares, promoviendo la
hiperfosforilacion de tau en un mecanismo de propagacion de tipo pridnico célula a célula,
afectando a las regiones cerebrales interconectadas sindpticamente. (243). La propagacion de
tau es especifica y secuencial, de forma que primero afecta a zonas de la corteza entorrinal,
extendiéndose posteriormente hacia el sistema limbico y el hipocampo, generando deterioro
cognitivo leve, y terminando por invadir la corteza cerebral (244).

39



2.8 Hipodtesis de la cascada amiloide como causa de Ia

enfermedad de Alzheimer

Generalmente, la hipdtesis mas aceptada como causa plausible de la EA es la surgida de la
cascada amiloide, la cual se ha sustentado durante mas de dos décadas (34). En este supuesto,
la produccién del péptido AB es el eje central que conlleva al deterioro cognitivo, el cual se va
acumulando con la edad (siendo éste el principal factor de riesgo para la EA), debido a un
aumento de su produccion y una reduccion en los mecanismos de eliminacion (34). Como se ha
discutido previamente, la formacién de oligdmeros solubles de AR tiene un efecto neurotdxico,
que puede provocar la disfuncién neuronal, con una consiguiente activacion de ciertas proteinas
kinasas como GSK-3B y CDK5, derivando en la hiperfosforilacion de tau y una alteracién del
citoesqueleto. En ultima instancia, la formacién de NFTs de tau provoca neurodistrofia, la cual
se observa alrededor de las placas neuriticas, acompafiada de una reaccién neuroinflamatoria
en la que se observa la presencia de microglia activada y astrocitos reactivos. El desarrollo de la
patologia amioloide es, por lo tanto, anterior a la formacidn de NFTs, de forma que se empieza
a observar en la corteza parietal-temporal-occipital, extendiéndose posteriormente hacia la
corteza temporal, mientras que la patologia de tau se origina de forma mas tardia, en la corteza
entorrinal y luego englobando el sistema limbico (Figura 2).
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Figura 2. Patron de desarrollo de la patologia amiloide y la patologia de tau. A) Aparicion secuencial de la
patologia amiloide, que se desarrolla primero en las regiones parietal-temporal-occipital, extendiéndose
hacia la corteza temporal (hipocampo, parahipocampo, amigdala) en un estadio prodromico de la
enfermedad de Alzheimer, y posteriormente en toda la extensién cortical. B) Desarrollo de la patologia
de tau, que primero se observa en la corteza entorrinal, extendiéndose posteriormente hacia el sistema
limbico y el hipocampo, generando deterioro cognitivo leve, y terminando por invadir la corteza cerebral.
Adaptado de Van der Kant et al., 2020 (245).

No obstante, esta hipdtesis no se encuentra exenta de controversia. Uno de los principales
sustentos de la cascada amiloide es la presencia de mutaciones que afecta al procesamiento
amiloidogénico de APP, que son suficientes para provocar la EA esporadica. Se ha observado a
través de estudios de PET amiloide que la acumulacién de depdsitos de AP ocurre precede el
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deterioro cognitivo e incrementa gradualmente, pero no es consistente ni guarda correlacidn
significativa con el grado de deterioro cognitivo (246, 247). Una de las corrientes mas recientes
de esta teoria sugiere que son las formas solubles de AR, las que promueven el deterioro
cognitivo a través de la formacion de NFTs de tau. En un estudio in vivo en modelos animales
que portan mutaciones para sobre expresar APP y/o PS1, el knockout para tau reduce
considerablemente la muerte neuronal, la pérdida de sinapsis y defectos cognitivos y motores
(248). Sin embargo, en un estudio en pacientes de edad avanzada sin deterioro cognitivo
aparente se ha observado que, a pesar de que los niveles en el liquido cefalorraquideo de tau y
tau fosforilada se correlacionan con los niveles de AB1-42, éstos no se encuentran
significativamente asociados al desempefio en los test cognitivos (249). Ademas, el gen MAPT
no encuentra entre aquellos genes de riesgo de Alzheimer, ni se han determinado mutaciones
potenciales causantes de la EA, en tanto que se han descrito hasta 50 mutaciones de tau que
desencadenan en otras taupatias como se recoge en la revisidon de Ghetti et. Al (2015) (250).

2.9 Elestrés oxidativo y la neuroinflamacion como
potenciales mecanismos desencadenantes de la

enfermedad de Alzheimer

El hecho de que la hipdtesis de la cascada amiloide, la mas aceptada por la comunidad cientifica,
tenga ciertas lagunas a la hora de explicar la causalidad de la EA, ha derivado en la formulacién
en paralelo de otras hipétesis sobre el posible origen de ésta. Una de las hipdtesis plantea que
el estrés oxidativo y la neuroinflamacion, los cuales son eventos que se producen por la
acumulacién de AB y NFTs de tau, podrian no ser sélo meros actores secundarios como
respuesta a la patologia, sino una de las principales causas de ésta (251). Uno de los puntos que
sustentan esta propuesta es la presencia de mutaciones que aumentan el riesgo de padecer
Alzheimer en genes relacionados con el sistema inmune, abarcando las funciones que la
microglia y los astrocitos realizan en el cerebro, como los mecanismos de fagocitosis y autofagia
(CD33, TREM2, PICALM, BIN1 CD2AP, US6PNL, SCL24A4 y SPPL2A), presentacién de antigenos
(HLA-DQA1 y SCIMP) o respuesta y secrecidn de citoquinas (/L34, UNC5CL, SPPL2A y ADAMTS1)
como se ha descrito en la Tabla 1.

Se sabe que la microglia se encuentra activada en respuesta a la unién de AB a sus receptores,
lo cual desencadena una respuesta fagocitica para intentar eliminar fibras de AB (252). Sin
embargo, se ha observado en estudios en un modelo murino de sobreexpresiéon de APP y PS1,
gue la activacién de la microglia ocurre de forma previa a la acumulacion de placas neuriticas y
gue, de hecho, la microgliosis podria contribuir a la formacion de éstas (253, 254). De igual
manera que la microglia, también se han observado en modelos animales de EA la aparicién de
astrocitos reactivos (255). La reactividad temprana de los astrocitos puede ser una de las causas
qgue provoquen la disfuncidn sinaptica, asi como la capacidad de eliminar AR mediante APOE
(35, 36). Ademas, la produccién de citoquinas como IL-1p 6 TNF-a son factores que promueven
la producciéon de AR, derivando en un mecanismo de retroalimentacion positiva donde se
produce una sobreactivacién de la respuesta de la microglia y astrocitos en el cerebro (29). Aun
se desconocen cuales podrian ser las causas de la respuesta de microglia y astrocitos previa a la
formacidn de placas de AB, no obstante, no se puede descartar la influencia de formas solubles
u oligdmeros de AB como las posibles causas de la neuroinflamacidn. Otra de las posibles causas
es la exposicion a estimulos pro-inflamatorios como citoquinas del sistema periférico, las cuales
desencadenan una hiperreactividad de la microglia, de modo que un estado inflamatorio

41



continuo en el organismo podria contribuir a una respuesta neuroinflamatoria y a la eliminacién
defectuosa del péptido AB. Este estado inflamatorio sistémico puede deberse a causas como la
resistencia a insulina periférica, la cual genera una respuesta inflamatoria que altera la dindmica
de autofagia en el cerebro y promueve la produccion de ROS que alteran la integridad sinaptica
(37-40). Por otra parte, la actividad neuronal esta estrechamente vinculada a la regulacion local
del flujo sanguineo cerebral (cerebral blood Flow (CBF)) a través de una compleja comunicacion
celular de las células neurales y vasculares denominada acoplamiento neurovascular
(neurovascular coupling (NVC)), por lo que los problemas cardiovasculares también pueden ser
un componente mayor en la respuesta inflamatoria en la enfermedad de Alzheimer (256, 257).

Si bien estos factores podrian contribuir significativamente al desarrollo de la EA, observandose
un patrén de neuroinflamacién temprano antes de la aparicion de sintomas cognitivos, los datos
gue poseemos hasta ahora no indican que la neuroinflamacion per se sea la causa de la aparicion
de la EA, sino mas bien parecen apoyar la idea de que la respuesta de microglia y astrocitos es
un factor mas que contribuye con gran peso en el desarrollo de la EA.

2.10 La senalizacion de insulina en el cerebro

La insulina es una hormona de 51 aminoacidos secretada por las células B pancreaticas, cuya
funcién principal es la de facilitar el transporte de glucosa hacia las células a través de los
transportadores de glucosa (glucose transporter (GLUT)) y regular la homeostasis energética,
favoreciendo su almacenamiento promoviendo la glucogenogénesis, asi como la formacion de
triglicéridos (triacylglycerol (TAG)), entre otros mecanismos. La importancia de la insulina en las
funciones cerebrales ha sido ampliamente revisada en los trabajos de Arnold et, al (2018) (258).
y De Felice et. al (2022) (259). En el cerebro se ha observado expresién local del gen de lainsulina
y tanto neuronas como células gliales expresan el receptor de insulina (insulin receptor o IR),
siendo un factor importante para mantener la actividad cerebral, facilitando el uso de glucosa
como fuente de energia y actuando como factor tréfico, estimulando la plasticidad sinaptica y
la proliferacidn celular (41-45). Estudios recientes han mostrado que el receptor de insulina
tiene una funcidon importante en el hipocampo, ya que regula la transmision sindptica y
promueve la potenciacidn a largo plazo de las transmisiones glutamatérgicas al estimular la
traslocacion a la superficie celular y la fosforilacidon de los receptores de N-metil-d-aspartato (V-
methyl-d-aspartate (NMDA)) y 4acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico (a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)) (260-262). Por otra parte, los
niveles periféricos de insulina son detectados con precision por el hipotdlamo, una region
cerebral encargada de controlar los procesos de ingesta, gasto energético, respuesta endocrina
y nerviosa para mantener la homeostasis de la energia en el organismo. La importancia de la
insulina en esta regidén se encuentra mds ampliamente descrita en el apartado 2.14.

2.11 Mecanismo de sefializacion de la insulina
Para comprender las respuestas celulares a la insulina, es esencial conocer su mecanismo de
sefializacion intracelular, donde se han descrito un mecanismo clasico o candnico y una via

alternativa o no candnica de la accidn de la insulina, descritas en el trabajo de Lépez-Gambero
et. al (2020) (263).
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2.11.1 Via candnica de la sefializacion de insulina

El mecanismo de accidn clasico de la sefializacién de la insulina ha sido ampliamente descrito y
revisado (264-266) (Figura 3). Brevemente, la unidn de la insulina a su receptor (IR) en los tejidos
diana, promueve la autofosforilacién del primer residuo Tyr146 y posteriormente, los residuos
Tyrl05 y Tyrl51. Este grupo de tirosina fosforilada recluta sustratos del IR como las proteinas
sustrato del receptor de insulina (insulin receptor substrate (IRS)) (IRS1 e IRS2 como las mejor
descritas, incluyendo también IRS3 e IRS4) y las proteinas Shc, que son entonces también
fosforiladas. La Shc activa la via Ras/MAPK/ERK, que incluye la unién del complejo SOS/Grb2 a
la Shc fosforilada, la conversidon de Ras-GDP unido a la membrana en Ras-GTP y la activacion
consecutiva de Raf, MEK (via fosforilacién) y ERK (via fosforilacién). Esta via explica
principalmente los efectos promotores del crecimiento de la insulina como factor tréfico. Por
otro lado, los IRS1 y 2 contintan la via PI3K/Akt/mTOR. El dominio regulador p85 del
fosfatidilinositol 3 quinasa (phosphatidylinositol 3-kinase (P13K)) es reclutado por los residuos
fosforilados de las proteinas IRS y conduce a la fosforilacion del fosfatidilinositol (4,5)-difosfato
(phosphatidylinositol  (4,5)-bisphosphate  (PIP2)) en fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(phosphatidylinositol (3,4,5)-bisphosphate (PIP3)). La proteina quinasa 1 dependiente de 3-
fosfoinositida (3-phophoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1))es atraida y activada por el
aumento de los niveles de PIP3, lo que conduce a la activacidn de la fosforilacién de Akt (también
conocida como PKB). La activacion completa de Akt parece necesitar una fosforilacion
complementaria por parte del complejo 2 de la diana de la rapamicina de los mamiferos
(mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2)). A continuacidn, Akt media la mayor
parte de los efectos de la insulina, ya que fosforila e inhibe la glucégeno sintasa quinasa 3p (GSK-
3B), impidiendo la inhibicidn de la glucégeno sintasa (glycogen synthase (GS)) y provocando un
aumento de la sintesis de glucégeno. Akt también promueve la captacién de glucosa mediante
la movilizacion del transportador de glucosa 4 (glucosa transporter 4 (GLUT4)) desde las gotas
internas a la membrana plasmatica y activa el complejo mTOR 1 (mTORC1) mediante la
inhibicion de la esclerosis tuberosa 1 (tuberal sclerosis 1 (TSC1), también conocida como
hamartina) y 2 (TSC2, también conocida como tuberina), lo que conduce a la sintesis de
proteinas vy lipidos. La sefalizacién de la insulina es un proceso mas complejo que implica a
proteinas importantes que participan en la via glucogénica como la fructosa 2,6-bisfosfatasa
(FBPasa-2) o en la via lipogénica como la lipasa sensible a las hormonas (HSL), que estdn
reguladas negativamente por la PKA, también inactivada por Akt.
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Figura 3. Ruta de sefializacion de insulina por la via candnica y principales procesos intracelulares
involucrados. 4EBP - proteina de unidn al factor 4E de iniciacidn de la traduccion eucariota; APP - proteina
precursora de amiloide; EIF4G - factor de iniciacidn de la traduccion eucariota 4y; FOS - protooncogén c-
Fos; GRB2 - proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento; JUN - factor de transcripcién AP-1; MEK
- MAPK/ERK quinasa (también conocida como MAPKK); MNK - quinasa que interactda con la sefial de MAP
quinasa (también conocida como MKNK); NFAT - factor nuclear de células T activadas; p70S6Kp - p70
quinasa S6 ribosomal B (también conocida como S6KB2); p90S6K - proteina ribosomal S6 quinasa 1 de 90
kDa (también conocida como S6Kal); PDK1 - proteina quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositida; PGC1 -
coactivador 1 de PPARy; PIP2 - fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfato; PIP3 - fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfato; PPAR - receptor activado por proliferador de peroxisomas; RICTOR - compafiero insensible a la
rapamicina de mTOR; SHC - proteina transformadora de Shc; SKAR - S6K1 objetivo similar a Aly/REF
(también conocido como POLDIP3); SOS — son of sevenless; SREBP — proteina de union a elementos
reguladores de esteroles; TSC1 - hamartina; TSC2 - tuberina. Adaptado de Arnold et al., 2018 (258).

2.11.2 Via no canodnica de la sefializacion de insulina
La via candnica previamente descrita, sugiere un papel importante del D-chiro-inositol (DCl) y
los inositoles fosfoglicanos (inositol phosphoglycan (IPG)) en la sefializacion de la insulina. La
insulina se encuentra asociado a caveolinas y es capaz de activar a proteinas fosfolipasas, como
la fosfolipasa C (phospholipase C (PLC)) o D (PLD), los cuales liberan el anclaje de proteinas unidas
ala membrana mediante IPGs, y facilita la actividad de la proteina quinasa pp59"", previamente
unida a la caveolina, mediando la fosforilacién de IRS1 o IRS2.

2.12 Evidencias de resistencia a la insulina en la enfermedad
de Alzheimer

Desde hace tiempo se ha mostrado que la progresion de la EA se encuentra asociada a la
desregulacion de la sefializacion de insulina en aquellas regiones asociadas con la patologia
cognitiva, como el sistema limbico y el hipocampo. Se ha observado un descenso de la expresion
del gen de la insulina en un patrén similar al aumento de la expresién de APP y los marcadores
de activacién glial GFAP (glial fibrillary activation protein) y astrocitica IBA1 (ionized calcium-
binding adapter molecule 1) (46). En otro analisis post-mortem de hipocampo en humanos se ha
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encontrado una correlaciéon entre niveles elevados de fosforilacién en residuos de serina
(inhibitoria) de IRS1 con niveles de AB oligomérica, los cuales a su vez se asociaban
negativamente al desempefio en tareas de memoria de trabajo y memoria episddica (47). La
disminucién en la sefalizacién de insulina en el cerebro estd relacionada con el
hipometabolismo energético como consecuencia de un menor uso de glucosa como fuente de
energia en pacientes de Alzheimer (267). Ademas, se ha que la hiperactivacién de mTOR, diana
de la insulina, ocurre en estadios tempranos de la enfermedad en pacientes de AD (268). La
desregulacion de mTOR deriva en defectos en el mecanismo de autofagia celular y la
homeostasis de energia en la célula (269, 270).

Uno de los mecanismos asociados a la disfuncion de la sefializacidn de insulina en el cerebro es
la susceptibilidad del alelo APOE-€4, el cual se ha visto en modelos animales que interactia con
el IR y promueve su secuestro en endosomas, impidiendo el trafico de IR hacia la membrana
celular y disminuyendo la sefializacién de insulina (48). Estos estudios concuerdan con el
hipometabolismo cerebral mostrado en pacientes portadores del alelo APOE-€4 (49). Otro de
los posibles factores que contribuyen a la disminucién de la sefializacién de insulina es la
neuroinflamacidn sostenida en el cerebro de pacientes con EA. Se ha mostrado que la citoquina
inflamatoria TNF-a inhibe la sefializacién de insulina a través de la desregulacion de IRS1 en
células gliales del hipocampo (271).

Ademas de su papel trdéfico, existen evidencias de que la sefializacién de insulina interviene
directamente en los mecanismos patolédgicos de AP y tau. Se ha mostrado en estudios in vitro
que la insulina es capaz de inhibir la unién de oligdmeros de AP a los terminales axdnicos y
reducir el dafio que éstos causan a la sinapsis neuronal (272). Ademas, se ha observado en un
estudio realizado en perros Beagle (modelo de EA) que la sefalizacion de insulina, a través de la
proteina biliverdina reductasa A (biliverdin reductase A (BVR-A)) previene la internalizacion de
la B-secretasa en endosomas, disminuyendo la via amiloidogénica de procesamiento de APP y la
generacion de AB (50).

La senalizacion de insulina también se ha asociado en varias ocasiones a la regulacién de la
actividad de tau. La resistencia a insulina cerebral provoca un aumento de la actividad de la
proteina quinasa GSK-3pB, la cual es un elemento secundario de la ruta de insulina y promueve
la hiperfosforilacién de tau (51). Tau, a su vez, interactia con la proteina homadloga de fosfatasa
y tensina (phosphatase and tensin homolog protein (PTEN)), la cual incrementa la fosforilacidn
inhibitoria en residuos de serina de IRS1y disminuye la sefalizacidn de insulina en un mecanismo
de retroalimentacidn positivo (52). La hiperfosforilacién de tau a través de la resistencia de
insulina también se ha relacionado con los segundos mensajeros Akt y ERK (273). También se ha
observado en un modelo animal de sobre-expresion de tau que la disminucién de la sefializacién
de insulina también esta relacionada con la inhibiciéon de la proteina fosfatasa 2A (protein
phosphatase 2A (PP2A)), una de las mayores fosfatasas que intervienen en la desfosforilacion
de tau (274). Estos mecanismos demuestran una asociacidon clara entre la sefializacién de
insulina en el cerebro y los cambios progresivos observados a nivel celular y molecular en el
Alzheimer.
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2.13 Estado actual de la terapia farmacolégica en la

enfermedad de Alzheimer

En el aflo 2022, hay actualmente respaldados hasta 442 ensayos clinicos sobre la EA y otras
demencias relacionadas, segun el National Institute on Aging (NIA) (53). La mitad de ellos (212
ensayos) son tratamientos no farmacoldgicos orientados hacia el cuidado y bienestar de los
pacientes con demencia de tipo Alzheimer, incluyendo el desarrollo de tecnologias para la
asistencia y monitorizacién de pacientes o el bienestar de éstos. Sin embargo, sélo 65 ensayos
clinicos profesan en torno a aproximaciones farmacoldgicas, de los cuales sélo 8 se encuentran
en la fase clinica lll (mas préxima a alcanzar la validacion como tratamiento por las distintas
agencias reguladoras de medicamentos y farmacos del mundo). De estas intervenciones
farmacoldgicas, las mas abundantes son aquellas que tienen como diana al péptido AR
(mayormente anticuerpos que pretenden unirse y evitar la agregacion de AB y sus efectos
neurotdxicos) o compuestos que modulan la respuesta inflamatoria (Figura 4). Esto es debido a
que, en los ultimos afos, la mayoria de las aproximaciones farmacolégicas orientadas al
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer se han basado en la hipétesis de la cascada
amiloide. No obstante, existe una disparidad entre la aparicion de los primeros rasgos de
patologia amiloide y la posible correlacién con el deterioro cognitivo progresivo en los pacientes
de Alzheimer. Las actuales propuestas farmacoldgicas se enfrentan a diversos ratos que retrasan
la aparicion de una terapia efectiva, como son: la seguridad sobre efectos secundarios de la
administraciéon del farmaco, su capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica, la poca
traslacion entre los resultados en modelos animales de la patologia amiloide con respecto a los
ensayos en humanos, y la correcta eleccién del tiempo de administracion del farmaco, puesto
gue muchos de los ensayos clinicos hasta la fecha se han basado en sujetos que ya mostraban
signos de deterioro cognitivo, disminuyendo la eficacia real del fdrmaco.

Por ello, cada vez se hace mas necesario un cambio de enfoque o paradigma orientado hacia la
prevencion o el freno del posible avance de la enfermedad. Para ello, es necesario la blisqueda
de indicadores de salud y biomarcadores cuantificables y eficaces que permitan iniciar un
tratamiento temprano. En los ultimos afios se han ido recopilando evidencias que relacionan los
trastornos de la ingesta de alimentos y el metabolismo periférico, como los cambios en el peso
corporal, alteraciones del sistema endocrino y los procesos de homeostasis energética pueden
ser indicativos tempranos, no sélo de Alzheimer, sino que se correlacionan con la agresividad
posterior con la que se desarrollardn los sintomas cognitivos de la EA. Una de las posibles causas
es la relacién de estos procesos con la produccién de especies reactivas y estras oxidativo,
neuroinflamaciéon y, en término final, la neurodegeneracién. con procesos que inducen
neuroinflamacion y neurodegeneracion en la EA. Por tanto, es importante determinar cudles
son los cambios que se producen a nivel metabdlico en el organismo, relacionados con el
proceso de la EA, en un contexto en el que varios eventos tempranos podrian estar
interrelacionados entre si, indicando el progreso de la enfermedad. Esto permitiria abrir nuevas
vias de tratamiento, basadas en alternativas farmacolégicas que puedan suministrarse de forma
segura siglos antes de la posible aparicién de sintomas cognitivos. En la actualidad hay 10
ensayos clinicos en marcha basados en intervenciones de la dieta o la suplementacién con
agentes naturales, con una expectativa de crecimiento en los afios posteriores (Figura 4).
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Figura 4. Actuales ensayos clinicos con relacién al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. En azul,
intervenciones farmacoldgicas. En rojo, intervenciones no farmacolégicas. En verde, intervenciones
basadas en el cuidado y bienestar de los pacientes. En violeta, Intervenciones basadas en la busqueda de
biomarcadores de diagndstico y tratamiento de los sintomas neuropsiquiatricos. Tomado del National

Institute on Aging (NIA), julio de 2022 (53).

2.14 El balance energético como factor en la enfermedad de

Alzheimer

Cada vez existen mds evidencias de que la enfermedad de Alzheimer es una patologia mixta en
la que existen multiples factores que contribuyen al desarrollo de ésta, especialmente aquellos
cambios que se observan en regiones periféricas. Esta generalmente aceptado que la obesidad
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y la diabetes en la mediana edad son factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, el cual se encuentra relacionado con la resistencia a insulina periférica, el estado
inflamatorio del organismo y los problemas cardiovasculares que afectan a la irrigacidn
sanguinea en el cerebro (275, 276). No obstante, si bien un indice de masa (IMC) elevado se
considera indicativo de riesgo de padecer EA, estudios epidemioldgicos han apreciado durante
décadas que un IMC bajo y la pérdida de peso en la mediana edad se encuentran, a su vez,
asociadas al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la EA en los pacientes de
avanzada edad (57). Los datos clinicos han demostrado que un bajo IMC y la pérdida de peso
precede al desarrollo de la demencia en la EA y puede ser un indicador preclinico de la
enfermedad (4, 277). Ademas, se sabe que los pacientes con un IMC bajo y alto presentan una
mayor deposicidon de AP teniendo en cuenta factores como la edad, sexo, genotipo de APOE o
diagndstico de diabetes (278). Esta aparente paradoja se encuentra asociada a alteraciones en
el sistema endocrino y la sefializacion de hormonas como la insulina, leptina o secretagogos de
insulina, los cuales se describen a continuacion.

2.14.1 Asociacion entre la obesidad, resistencia a insulina, diabetes y

enfermedad de Alzheimer

Se ha determinado a través de diversos estudios poblacionales que un IMC elevado y el
padecimiento de obesidad en la mediana edad aumenta el riesgo de deterioro cognitivo (5, 279).
Este aumento del riesgo, sin embargo, disminuye a medida que avanza la edad, de forma que
mantener un IMC elevado esta asociado con un menor riesgo de progreso de deterioro cognitivo
leve hacia Alzheimer (279). A pesar de ello, existen divergencias en la forma de categorizar el
riesgo de tener un IMC elevado con el desarrollo de EA, debido a la variabilidad e inconsistencia
a la hora de determinar la progresion de demencia leve hacia Alzheimer o el ajuste de analisis
con covariables que pueden influir en el riesgo per se, como pueden ser los factores de riesgo
cardiovasculares o el genotipo de APOE en estos pacientes.

Uno de los principales factores relacionados con el sobrepeso es el desarrollo de la resistencia a
insulina y, posteriormente, la diabetes de tipo 2 (type 2 diabetes mellitus (T2DM)). Se han
identificado como causas de la resistencia a la insulina una acumulacidn excesiva de grasa blanca
visceral, derivando en una sobreproduccién de citoquinas inflamatorias que interfieren con la
sefializacion de insulina y la liberacion de lipidos que interfieren en la actividad mitocondrial de
células sensibles a la actividad de la glucosa como los miocitos; asi como niveles elevados en
sangre de triglicéridos, los cuales interfieren con la funcion de las células B-pancreaticas (280,
281).

Existen evidencias de que la resistencia a la insulina central es, en muchos casos concomitante
con la ocurrencia de resistencia a insulina periférica. Se ha observado que los pacientes con
T2DM presentan una degeneracidn y atrofia en hipocampo, estriado ventral, cerebelo o
putamen, de forma similar a los pacientes con EA, asi como un deterioro cognitivo temprano
(282, 283). Ademas, también se ha determinado que la resistencia a insulina en pacientes de
mediana edad reduce la capacidad de utilizar la glucosa como fuente energética para sostener
la actividad cerebral, asi como un desacoplamiento del flujo sanguineo vascular y la perfusion
microvascular debido a cambios metabdlicos inducidos por la oxidacidon de acidos grasos, de
forma similar a como se ha determinado en la EA (284, 285).

Por otra parte, en modelos animales expuestos a una dieta rica en grasas, se ha observado que
el desarrollo de resistencia a insulina y T2DM produce una respuesta inflamatoria sistémica que
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media en la neuroinflamacién y la formacién de placas de AR (37-40). La exposicidn a dietas ricas
en grasas también produce cambios en la microbiota intestinal, resultando un aumento de
niveles circulantes de citoquinas, quimiocinas y endotoxinas (286). De esta forma, la resistencia
a insulina ligada a una pérdida de la funcién del endotelio vascular y un estado proinflamatorio
crénico podrian derivar en un entorno adverso para la supervivencia neuronal y agravar el
deterioro cognitivo en eventos observados en la patologia de la EA.

2.14.2 Asociacion entre la pérdida de peso no intencionada, la disfuncién

endocrina y enfermedad de Alzheimer

La pérdida de peso involuntaria es uno de los signos que pueden observarse durante el
envejecimiento del organismo. En contraparte al riesgo asociado a la obesidad, estudios
epidemioldgicos han apreciado durante afios que la pérdida de peso y un IMC bajo durante la
mediana edad se encuentran asociadas a un mayor indice de fragilidad y al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas como la EA en la vejez (2-9). De hecho, la pérdida de peso
en personas cognitivamente normales es un indicativo de mayor riesgo de desarrollo de EA
respecto a aquellas que mantienen su peso corporal con los afos, y alrededor de un 40% de
personas con demencia experimentan pérdida de peso (54-56).

El aumento de la presencia de marcadores de EA (AR y tau total) en el liquido cefalorraquideo
se ha correlacionado con la disminucion del indice de masa corporal (IMC), lo que refuerza el
vinculo entre el peso corporal y las alteraciones metabdlicas con el desarrollo de demencia y EA
(287). De hecho, un estudio en pacientes ha relacionado un bajo IMC durante la mediana edad
con un aumento del plegamiento incorrecto del péptido AP en plasma, el cual es indicativo de
la formacidn de agregados solubles como las especies oligoméricas téxicas y un marcador de
riesgo de EA en adultos de edad avanzada (57).

Las causas por las cuales se produce una pérdida de peso en la EA aun son ciertamente
desconocidas. En general, la pérdida de peso se produce a través de un balance de energia
negativo, en el cual la ingesta de calorias es inferior al gasto energético, en los cuales intervienen
una serie de factores externos e internos. Analisis de pacientes han sugerido que alteraciones
en los patrones de ingesta y el suefio se encuentran relacionados con la pérdida de peso (58,
59). Otros estudios han relacionado alteraciones en el metabolismo basal de pacientes con EA,
con resultados contradictorios mostrando un estado hipermetabdlico (288) e hipometabdlico
(289). El control del balance energético se encuentra finamente regulado por el hipotalamo, una
region cerebral heterogénea préxima al tercer ventriculo cerebral con la capacidad de adaptar
los mecanismos fisioldgicos de ingesta y gasto energético a través del sistema endocrino y el
sistema nervioso auténomo. Andlisis postmortem han mostrado atrofia del hipotdlamo en
pacientes con EA. A pesar de la posible implicacion del hipotdlamo en la patologia de la EA,
existen pocos estudios al respecto dada la tendencia de subestimar las alteraciones metabdlicas
respecto a los signos de deterioro cognitivo en la EA. Otros estudios han encontrado una relacion
aparente con niveles bajos de la hormona insulina y leptina con el riesgo de desarrollar EA, los
cuales también se encuentran relacionados con un bajo IMC. Estas hormonas participan en el
control hipotaldmico de la ingesta y la administracidn de recursos energéticos en el organismo,
por lo que ambos rasgos podrian estar implicados. Ademas, existen evidencias que relacionan
la EA con la incidencia de la menopausia y el riesgo de fractura dsea, los cuales se encuentran a
su vez regulados por cambios hormonales controlados por el hipotdlamo. En general, este
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estado de energia negativa en los pacientes con EA correlacionado con la alteracion de la
sefializacion de la insulina en el cerebro refleja un estado de envejecimiento metabdlico
prematuro que puede exacerbar la patologia de la EA. Sin embargo, los mecanismos que derivan
en la pérdida de peso y el deterioro metabdlico en pacientes con EA aln estan poco descritos y
podrian suponer una diana terapéutica poco explotada en la actualidad.

2.14.3 El control hipotaldmico del balance energético en la EA

El hipotdlamo es una regidn cerebral que consta de un conjunto de nucleos heterogéneos
interconectados. Tiene una localizaciéon privilegiada en el cerebro, bordeando a la eminencia
media, una franja ampliamente vascularizada del tercer ventriculo cerebral que atraviesa la
parte medial-basal del hipotadlamo y le permite tener un contacto estrecho con el liquido
cefalorraquideo, lo que le permite tener un fino control de los niveles de metabolitos como la
glucosa, acidos grasos, aminoacidos y hormonas en plasma. El hipotdlamo puede dividirse en
tres regiones diferenciadas: 1) regidn anterior (supradptica), que engloba a los nucleos predptico
(preoptic nucleus (PON)), supradptico (supraoptic nucleus (SON)), paraventricular
(paraventricular nucleus (PVN)), hipotaldmico anterior (anterior hypothalamic nucleus (AHN)),
supraquiasmatico (suprachiasmatic nucleus (SCN)) y parte del nucleo lateral (latera nucleus
(LN)); 2) region medial (tuberal), que comprende los nucleos dorsomedial (dorsomedial nucleus
(DMN)), ventromedial (ventromedial nucleus (VMN)), arcuato (arcuate nucleus (ARC)) y otra
parte del LN; y 3) region posterior (mamilar), que acoge los nucleos mamilares (mammillary
nuclei (MN)), posterior (posterior nucleus (PN)), tuberomamilar (tuberomammillary nucleus
(TMN)) y también al LN. Cada nucleo hipotaldmico esta especializado y comprenden funciones
como el control de la ingesta, sed, fases del suefio, temperatura corporal, respuestas de lucha-
huida, funciones sexuales o respuestas de estrés. Estas funciones son reguladas a través de la
capacidad del hipotalamo de hormonas al torrente sanguineo de forma directa (por ejemplo:
vasopresina, oxitocina), o a través de su conexién con la hipodfisis (Figura 5). Ademas, el
hipotdlamo posee una amplia red de conexiones con otras regiones cerebrales como el tronco
encefalico, partes del sistema limbico como la amigdala, hipocampo, y la propia comunicacion
entre distintos nucleos hipotalamicos.

En el hipotdlamo, la ingesta de alimentos y el gasto energético se encuentra regulada por
sensores metabdlicos como mTOR y AMPK, proteinas cuya actividad es dependiente del estado
energético de la célula y de la activacion de vias de seiializacidn de insulina o leptina, indicativas
del estado energético del organismo. Las neuronas hipotalamicas sensibles a sefiales externas
indicadoras del estado metabdlico del organismo ejercen un control y activan mecanismos de
compensacion aumentando o disminuyendo la ingesta y el gasto metabdlico a través de la
secreciéon de neuropéptidos orexigenos como el neuropéptido Y (neuropeptide Y (NPY)), la
proteina relacionada con el aguti (agouti-related protein (AgRP)) o la galanina (responsables de
promover el apetito y disminuir la tasa metabdlica) y los neuropéptidos anorexigenos
proopiomelanocortina (proopiomelanocortin (POMC)) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)) (que derivan en la saciedad
y promueven el gasto energético) localizados en el ARC y conectados con el VMN, DMN y PVN.
Otros neuropéptidos como la orexina o la hormona concentradora de melanina (melanin-
concentrating hormone (MCH)), secretados en el LN, regulan la ingesta de forma dependiente al
ritmo circadiano, o la irisina, relacionada con el gasto metabdlico (Figura 5).
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Existen evidencias en humanos que en la EA se produce una disfuncion hipotaldmica en las
primeras etapas de la enfermedad que se asemeja parcialmente a los cambios acontecidos en
otras regiones cerebrales como el hipotdlamo, y que puede contribuir a los cambios metabdlicos
observados en los pacientes de EA. Estudios de MRI y microscopia electrdnica (electron
microscopy (EM)) revelan que los pacientes con EA presentan una atrofia cerebral, asociada a
un aumento del volumen en el tercer ventriculo, mientras que estudios morfométricos
confirman que en el hipotalamo se producen eventos neurodegenerativos caracteristicos de la
EA como alteraciones mitocondriales, distrofia de axones, reduccidon de la arborizacion de las
dendritas neuronales y disminucién de la poblacién neuronal (60-62). No obstante, no se han
encontrado evidencias suficientes de patologia amiloide o NFTs de tau afectando de forma
generalizada y consistente en el hipotalamo de pacientes de EA (62).

Una de las regiones hipotalamicas visiblemente mas afectadas por la patologia de la EA es el
SCN, el cual se ve alterado durante el curso de la enfermedad, que concuerda con las
alteraciones en el suefio y la fase REM que experimentan los pacientes de Alzheimer (290). Es
plausible pensar que otros eventos que suceden en etapas prodromicas de la EA como la pérdida
de peso estén relacionados con una disfuncién de aquellos nicleos hipotalamicos encargados
del control del balance energético como el ARC. No obstante, los estudios en humanos acerca
de posibles alteraciones en las neuronas que regulan la ingesta y gasto energético a través de
los péptidos NPY, AgRP, POMC o CART son escasos. En el modelo murino 3xTg de la EA, con
mutaciones en APP, PS1 y MAPT, se ha observado una inflamacion hipotaldmica y una
disminucién de la poblacién de neuronas NPY y POMC (63). En otro modelo murino Tg2576 de
sobreexpresion de APP, se ha observado de forma similar neuroinflamacién, una pérdida de
funcidn de NPY y una capacidad disminuida de respuesta de las neuronas productoras de NPY a
la leptina, lo cual estaba asociado a un menor peso corporal (119). Dado que se han observado
niveles reducidos de insulina y leptina como factores de riesgo de EA, es posible que el balance
energético negativo en se produzca a través de una disfuncién hipotaldmica derivada de un
estado de neuroinflamacion y una disminucion de la sefializacién endocrina, todos ellos factores
que podrian estar interrelacionados entre si.
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Figura 5. Estructuras y funciones de los nucleos hipotaldmicos. AgRP - proteina relacionada con el aguti;
BDNF — factor neurotréfico derivado del cerebro; CART - transcrito regulado por cocaina y anfetamina;
CCK — colecistoquinina; CRH — hormona liberadora de hormona adrenocorticétropa; GnRH — hormona
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— proopiomelanocortina; TRH — hormona liberadora de tirotropina; VIP - péptido vasoactivo intestinal.
Adaptado de Ishii e ladecola, 2015 (291).
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2.14.4 Pérdida de sefializacién de insulina en la EA

Como se ha descrito antes, existen diversos estudios poblacionales que han relacionado durante
tiempo la diabetes con el riesgo de padecer demencia, y mds en concreto la demencia de tipo
Alzheimer. La T2DM se relacionado en un principio con elevados niveles de insulina en plasma,
debido un mecanismo de sobrecompensacion en la que mayores cantidades de insulina son
necesarias para sobreponerse a la pérdida de sensibilidad de los tejidos a ésta. Los mecanismos
patogénicos asociados a la resistencia a insulina periférica en el cerebro han sido descritos en el
apartado 2.12.

Por el contrario, existen estudios epidemioldgicos que han relacionado niveles bajos de insulina
con el riesgo de padecer EA. Sendos estudios en poblaciones de hombres y mujeres han
determinado que niveles excesivamente bajos de insulina basal en plasma son mayores
predictores de riesgo para el desarrollo de demencia y EA en comparacion con niveles altos de
insulina, independientemente el desarrollo preclinico de T2DM (10, 11) (Figura 6). De hecho,
aquellos pacientes con niveles basales menores de insulina estaban relacionados con un menor
IMC, evidenciando que los bajos niveles de insulina reflejan un estado metabdlico alterado en
el organismo. De hecho, un estudio reciente en pacientes mayores de 50 afios ha determinado
mediante MRI que niveles bajos de insulina estaban asociados con una atrofia del hipocampo, y
que éstos pacientes presentaban menor IMC (292). Ademas, se ha observado en pacientes de
entre 60 y 80 afos de edad que niveles bajos de insulina en plasma en aquellos pacientes de
mayor edad se encontraba asociado a mayores niveles de Ap en plasmay en regiones cerebrales
afectadas por la patologia amiloide (293, 294). En conjunto con estos estudios, se ha visto que
la diabetes de tipo 1 (type 1 diabetes mellitus (T1DM)), la cual se relaciona con una disfuncion
pancreatica y niveles bajos de insulina en sangre, se encuentra asociada a complicaciones micro-
y macrovasculares y se ha observado que los pacientes con TIDM con un pobre control
glucémico tienen un riesgo incrementado de desarrollar demencia (295).

El descenso de insulina basal en plasma es posiblemente debido a un deterioro metabdlico del
organismo que ocurre con la edad. De hecho, el envejecimiento reduce la actividad de las células
B-pancredticas. Por tanto, niveles bajos de insulina podrian ser indicativos de un envejecimiento
prematuro, que podria encontrarse relacionado con la EA en sus estadios iniciales. A pesar de
gue no existen evidencias en humanos, un estudio en el modelo murino de EA, el ratén 3xTg, ha
determinado la pérdida de masa de células B-pancredticas, interfiriendo con la liberacién de
insulina y la homeostasis de la glucosa (10, 64, 65). Se ha mostrado que los islotes pancreaticos
de humanos y ratones expresan APP, y que la formacidn de la fraccidon soluble sAPP estimula la
secrecién de insulina, pero no de glucagén, por lo que es posible que los pacientes de EA
presenten alteraciones en el procesamiento de APP pancreatico, afectando a la capacidad de
liberacion de la insulina de las células B-pancreaticas (296). La secrecidn de insulina también se
encuentra regulada por hormonas secretagogas como el polipéptido inhibidor gastrico (gastric
inhibitory polypeptide (GIP)) o el péptido similar a glucagdn 1 (glucagon-like peptide 1 (GLP-1)).
Existen resultados contradictorios sobre la asociaciéon entre los niveles de GLP-1 o GIP en
humanos y el riesgo del desarrollo de la EA. Aln no se ha determinado si existe una posible
relacion entre niveles bajos de las hormonas secretagogas de insulina con los niveles plasmaticos
de la propia insulina. Otra de las hormonas relacionadas con la insulina es la leptina, cuyos
niveles en plasma son dependientes del volumen de tejido adiposo blanco visceral. Estudios
epidemioldgicos han observado que los niveles de plasma de leptina son generalmente mas
bajos en pacientes con demencia y EA, (66). No obstante, esta asociacién se ha encontrado en
pacientes de avanzada edad, por lo que los niveles reducidos de leptina podrian ser una
consecuencia secundaria de la pérdida de peso que se produce en estadios mas tempranos.
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La secrecién de insulina se encuentra regulada también por el hipotalamo, y la seializacidn de
insulina en el hipotdlamo es esencial para iniciar mecanismos para el control de la glucemiay el
mantenimiento del peso corporal. Ademas, la insulina es un factor tréfico que promueve la
proliferacién de neuronas y el mantenimiento de neuritas. Si bien en la T2DM se observan
niveles elevados de insulina en plasma, la disrupcion del transporte de insulina a través de la
barrera hematoencefalica conlleva un descenso en los niveles de insulina en el liquido
cefalorraquideo, de forma similar a como ocurriria en aquellos pacientes con niveles bajos de
insulina en plasma, por lo que estos dos eventos, en principio contrarios, podrian resultar ambos
en una disfuncién de la sefializacién de insulina en el cerebro y un agravamiento de la patologia
de Alzheimer.

e | : —— CR de demencia

f....i 95%IC

CR (95% IC)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Insulina en ayunas (muUl /L)

Figura 6. Riesgo de demencia en funcidn de los niveles de insulina plasmdtica. CR - cociente de riesgo; IC
- intervalo de confianza; Ul - unidad internacional. Adaptado de Mehlig et al., 2018 (11).

2.14.5 Asociacion de la osteoporosis con la enfermedad de Alzheimer
En los ultimos afios han surgido investigaciones que ponen de manifiesto la existencia de
comorbilidad entre la baja densidad mineral ésea, la osteoporosis y la fractura dsea en pacientes
con demencia (67-69). Estos estudios demuestran que estos pacientes presentan mas del doble
de riesgo (2,5-2,7 veces) de experimentar disminucion de densidad ésea y fracturas que sujetos
de la misma edad y sin enfermedad neurodegenerativa.

Una de las principales diferencias de la osteoporosis en hombres y mujeres de avanzada edad,
es que las segundas tienen una menor fraccion de volumen éseo, un menor engrosamiento
trabecular y una menor calidad del hueso (madurez ésea y contenidos en carbonatos y fosfatos),
medidas mediante técnicas de espectroscopia vibracional (FTIR-ATR), que el hueso de los
hombres de la misma edad (297).

El riesgo de EA en la osteoporosis y el riesgo de osteoporosis en EA son dos condiciones
diferentes que pueden estar relacionadas mediante un mecanismo comun en ambas patologias
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todavia desconocido (136). En relacion a lo expuesto, un estudio prospectivo ha demostrado
gue una menor densidad de masa d6sea y mayores rangos de pérdida de hueso, medidos
mediante difraccidn de rayos X (DRX), se relacionan con un mayor riesgo de EA tanto en hombres
como en mujeres (137), sugiriendo una relacién intrinseca y estrecha entre osteoporosis y EA.
Asi mismo, también ha sido demostrado un incremento de la demencia en pacientes con
osteoporosis (298, 299). La asociacién entre osteoporosis y EA también estad vinculada a un
descenso en la calidad del hueso que resulta en una mayor fragilidad de éste y que tienen como
consecuencia frecuentes fracturas no traumaticas en estos pacientes (2,5-2,7 veces mayor
riesgo), lo que disminuira ain mas su calidad de vida.

La conexion entre cerebro y hueso se produce a través del control del sistema nervioso
auténomo sobre el balance dinamico de la remodelacion del hueso. Cambios en el balance
energético alteran la actividad de reabsorcidn mineral por parte de los osteoclastos y la
formacién del hueso por parte de los osteoblastos (69). El sistema nervioso central regula los
efectos de la sefializacion del sistema nervioso autdnomo sobre el hueso a través del nucleo del
rafe dorsal y el VMN del hipotdlamo. En este sentido estudios de neuroimagen mediante MRI
han demostrado una correlacion entre reducciones en el volumen del hipotdlamo en pacientes
de Alzheimer en estadio temprano con una menor densidad mineral ésea (70). Ademas, se ha
demostrado en un modelo murino de sobreexpresion de tau que existe un patron de
hiperfosforilacion de tau en el nucleo del rafe dorsal, una pérdida de la poblacién neuronal
serotoninérgica (fundamentales en la regulacidn del esqueleto adulto) y una asociacién de estos
eventos con una disminucidn de la densidad mineral ésea (bone mineral density (BMD)) (300).
Se han descrito también otros fenotipos osteopordticos en ratones con mutaciones de EA
Familiar de sobreexpresién de APP y PS1 (69). Ademas, estudios en cultivo han demostrado que
la proteina AB inhibe la proliferacién de osteoblastos y facilita la activaciéon de osteoclastos,
mediante la activacion de las rutas de NF-kB, ERK y la oscilacién de calcio (140, 141). Todas estas
observaciones confirman una menor densidad ésea, una peor microarquitectura esquelética y
una disminuida fortaleza del hueso en los mutantes murinos de Alzheimer (301).

Es importante entender los procesos fisiopatoldgicos (composicién y remodelacion ésea) que
ocurren durante la degeneracién del hueso durante el envejecimiento como factor de riesgo
diferencial ligado al sexo en enfermedades neurodegenerativas tales como EA. Comprender
estos mecanismos va a permitir identificar dianas terapéuticas que permitan una intervencion
clinica temprana.

2.14.6 Asociacion entre la menopausia y la enfermedad de Alzheimer
Uno de los principales factores del mayor riesgo de EA en mujeres respecto a hombres es su
mayor esperanza de vida en comparacion (302). No obstante, durante la mediana edad, existen
factores hormonales que parecen indicar que una disminucién de los niveles de hormonas
esteroideas como los estrégenos durante la menopausia son factores de riesgo para la incidencia
de la EA (71). De hecho, el tratamiento de reemplazo hormonal con estrégenos y progesterona
exogena disminuye el riesgo de sufrir demencia y EA en mujeres en etapa postmenopausica (71,
303, 304). Se ha descrito en modelos animales que el estrégeno confiere efectos
neuroprotectores, promueve el uso de glucosa en el cerebro y promueve la expresion de APOE
y diversos genes que se ven apagados durante el transcurso de la EA (305-307). Por otro lado,
se ha descrito que los niveles elevados de la hormona foliculoestimulante (follicle-stimulating
hormone (FSH)), los cuales se incrementan durante la perimenopausia, se encuentran asociados
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a una mayor incidencia de demencia de tipo Alzheimer (308-310). De hecho, se ha demostrado
en el modelo murino de EA, el ratén 3xTg, que la FSH actlua directamente acelerando la
deposicién de placas AB y la formacidon de NFTs de tau en neuronal del hipocampo y corteza y
acelerando el deterioro cognitivo (72).

A pesar de que el tratamiento hormonal en mujeres es una diana terapéutica prometedora, aun
no hay resultados clinicos del efecto neuroprotector de los estrégenos en la EA con resultados
concluyentes (311). La variabilidad temporal en los cambios en los niveles hormonales entre
hombres y mujeres, y la falta de disefios clinicos y andlisis desde la perspectiva de género son
componentes que influyen negativamente en los resultados de farmacoterapias que reduzcan
la incidencia de la menopausia en los estudios clinicos con pacientes con EA.

2.14.7 El higado como reservorio de energia y eliminacion de AR
Uno de los mecanismos descritos para la reducciéon de la carga de AB en el cerebro se da a través
de su trasvase a la circulacidn sistémica y su eliminacién en érganos como el higado, los rifiones
o el tracto gastrointestinal. Este mecanismo comienza a través de la unién del péptido AP a
APOE, formando un complejo que atraviesa la barrera hematoencefalica gracias a la unién de
APOE al receptor LRP1, como se ha descrito en el apartado 2.6.6 (33). De hecho, la eliminacién
de AB en la periferia reduce la carga de AP en el cerebro (73).

LRP1 se encuentra en el higado, y es el mayor responsable de la eliminacién de AB sistémico a
nivel hepatico (312-314). La eliminacidn de AP en el higado ocurre gracias a APOE, la cual se une
a los receptores LRP1 del higado y lo internaliza via transcitosis, promoviendo su eliminacion y
siendo la isoforma APOE-g4 la menos eficaz (315, 316). La AB internalizada en el higado es
degradada directamente en el higado o eliminada a través de la excrecién biliar, mediada gracias
a la Pgp (316, 317). De hecho, se ha visto que la degradacién de AB en extractos de higados de
pacientes con EA es menor que en la de pacientes sin EA, lo cual apunta a una relacion entre la
disfuncién hepatica y la patologia amiloide, en una relacién de causa-efecto (74). Ademas, un
aumento de la degradacién hepatica de AR previene el deterioro cognitivo en modelos murinos
de EA (75).

La contribucién del higado a la eliminacidon del AB sugiere que la incidencia de problemas
hepaticos podria ser un indicador de riesgo para la EA. En modelos animales se ha observado
que la esteatohepatitis no alcohdlica (non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)) induce signos de
la EA como la neuroinflamacién y la acumulacion de placas de AB (76). Uno de los principales
eventos que ocurren junto a la NAFLD suelen ser el sindrome metabdlico y la resistencia a
insulina, de forma que, aunque la insulina es incapaz de aumentar las reservas de glucégeno en
el higado, si que promueve la sintesis de lipidos, que, unido a una mayor liberacion de lipidos en
circulacién, promueve la generacién de higado graso. La disfuncién hepatica estd acompafiada
por una menor expresion de LRP1 en el higado, y la sefializacién de insulina promueve la
traslocacion a la membrana celular de LRP1 en hepatocitos y la eliminacidon de AB (318). De
hecho, se ha observado en el modelo murino 5xFAD de la EA, que la sobreexpresion de AB
humana en el higado provoca deterioro cognitivo y acumulacion de grasa hepatica, lo cual
sugiere un papel de AP en el metabolismo hepdtico que podria contribuir al desarrollo de la
NAFLD (77). Ademas de la NAFLD, otras patologias hepaticas como la cirrosis o la inflamacién
causada por el virus de la hepatitis B también disminuyen la capacidad hepatica de eliminar AB
y podrian estar asociadas a un mayor riesgo de EA (78, 79) (Figura 7). El hecho de que la
disfuncidn hepatica y la pérdida de la capacidad de eliminacidn de AP sistémica en el higado sea
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un factor de riesgo de EA abre una nueva diana de intervencidn para prevenir los signos de la
EA, poniendo el foco en la salud metabdlica general como factor de peso en el desarrollo de la
EA.
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Figura 7. La patologia hepatica de esteatosis puede incrementar la carga de proteina amiloide en el
cerebro de los enfermos de Alzheimer a través de un mecanismo defectuoso de la eliminacién de AB
sistémica. Esto sucede a partir del descenso de los niveles del receptor LRP1, disfuncidon hepatica e
inflamacion crénica, que pueden alterar la estructura de la barrera hematoencefdlica y en un circulo
vicioso. Adaptado de Estrada et al., 2019 (319).

2.15 El metabolismoy lainsulinay como dianas terapéuticas: el
D-Chiro-inositol como tratamiento para la enfermedad de

Alzheimer

Actualmente, no existen terapias efectivas para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer,
debido a la principal problematica de que aquellos tratamientos disefiados para la eliminacion
de AB y para prevenir la hiperfosforilacién de tau y su posterior agregacion fallan cuando
alcanzan los ultimos estadios de la fase clinica al no ser capaces de revertir un proceso de
neurodegeneracion que lleva ocurriendo a nivel celular y molecular afios atras del inicio de la
manifestacion de tipo cognitivo. Como se ha descrito en apartados anteriores, existe una
coyuntura en el organismo a nivel metabdlico que es indicativo de que la patologia de Alzheimer
cursa con una serie de cambios o alteraciones en el organismo, como variaciones en el peso
corporal, pérdida de sefializacién de insulina y otras hormonas, asi como la comorbilidad
hepatica que influye negativamente en la eliminacidn sistémica de AB.
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2.15.1 La insulina como diana terapéutica en la demencia y enfermedad de

Alzheimer

Actualmente existen diversos estudios preclinicos y ensayos clinicos basados en el uso de
farmacos como la metformina, que estimula la liberacién de insulina mediante la activacion de
AMPK en las células B-pancreaticas; inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (dipeptidyl peptidase
4 (DPP-4), que anulan la accidn inhibitoria de la DPP-4 sobre GLP1 y GIP, estimuladoras de la
secrecién de insulina; sulfonilureas, que promueven la liberacién de insulina al cerrar los canales
de K* en las células B-pancreaticas; inhibidores de SGLT-2, que también promueven la liberacidn
de insulina en las células B-pancreaticas; tiazolidinedionas (TZD), que se unen al receptor
activado por el proliferador de peroxisomas y (peroxisome proliferator-activated receptor y
(PPAR-y)); asi como la propia insulina administrada de forma intranasal, como posibles
tratamientos farmacolégicos teniendo como diana la disfuncidn de la sefializacion de insulina
central y sistémica que se observa en la EA (320-326). La metformina y la insulina intranasal han
mostrado resultados dispares en los ensayos clinicos hasta la fecha, de forma que se ha visto
una interaccion entre APOE-€4 y la metformina e insulina la cual deriva en una deterioro de las
funciones cognitivas (323, 327). Otros estudios, sin embargo, han mostrado el efecto contrario,
en tanto que, en algunos casos, no se ha observado mejora a largo plazo (321, 328). En tanto
que existen estudios del uso de la insulina intranasal en individuos no obsesos y sin patologia
diabética, apenas hay datos del uso de otros farmacos como la metformina en ensayos clinicos
en pacientes sin T2DM (329).

La insulina intranasal cuenta con la ventaja de biodisponibilidad y evita su paso por el higado,
siendo el fdrmaco que presenta un mejor prondstico en el tratamiento de la EA. El uso de estos
tratamientos farmacoldgicos, ademas, desempenfa ciertos retos asociados a la seguridad del
tratamiento, biodisponibilidad y efectos no deseados en el organismo. La metformina presenta
una pobre absorcién oral y puede producir problemas gastrointestinales al igual que los
inhibidores de DPP-4 , mientras que las TZDs pueden provocar edemas y pérdida de densidad
6sea (330) y la insulina intranasal en altas dosis puede provocar aumento de la presién arterial
e incrementos en los niveles de cortisol y hormona de crecimiento (growth hormone (GH)) (331,
332).

En general, aunque la insulina es una clara diana terapéutica en la EA, aun se necesitan soslayar
los principales problemas que acarrean los tratamientos en estadios preclinicos, cuando se
observan patrones de desregulacion metabdlica que pueden ser indicativos del riesgo de EA. Se
abre la necesidad de un tratamiento que pueda suministrarse de forma segura, cuya via de
administracién sea manejable para el paciente facilitando su uso y con un mecanismo
farmacolégico mayormente conocido. Ante esta tesitura, una de las alternativas propuestas es
el uso de nutracéuticos como el DCI, un compuesto normalmente incorporado en la dieta e
intermediario de la ruta de sefalizacidn no candnica de la insulina, que promueve la secrecion
de ésta, actividad antioxidante, antiinflamatoria y cuyo uso es seguro. Se ha realizado una
descripcidn detallada del origen del DCI, sus fuentes de obtencién, su mecanismo de acciény las
perspectivas como tratamiento para enfermedades neurodegenerativas en la EA en el primer
articulo incluido en esta tesis doctoral (263). Se incluye una pequefia descripcidn de éstas en el
siguiente apartado de la introduccién. Ademas, el estudio de la eficacia del DCl en modelos de
la EA podria proporcionar una alternativa traslacional de un producto seguro que permita iniciar
intervenciones tempranas para modificar el curso de la enfermedad.
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2.15.2 D-Chiro-inositol: obtencién, mecanismo de accidn y su uso como

tratamiento para la enfermedad de Alzheimer

Los inositoles son alcoholes ciclicos similares al azucar, constituyentes de las células, que
normalmente se incorporan como parte de la dieta humana. Dada su estructura, existen al
menos ocho isémeros de inositoles que se encuentran en la naturaleza (myo-, muco-, neo-,
scyllo-, I-chiro-, d-chiro-, epi-, y allo-inositol) y uno no que aparece en la naturaleza (cis-inositol).
Muchos extractos de hierbas contienen derivados de metil-inositol como el D-Pinitol (3-o0-
methyl-d-chiro-inositol (DPIN)), el cual es el precursor del DCI. Los inositoles como el myo-
inositol o el DCI cumplen una funcidon osmética en las plantas y el DCI se encuentra en altas
cantidades en vegetales como el trigo, la soja o la algarroba. La obtencién del DCI se produce
normalmente por separacion cromatografica y cristalizacién hasta obtener el compuesto puro.
En humanos, el DCI puro administrado de forma oral tiene alcanza su concentracion maxima en
plasma a las 5 horas y su uso no refiere ningln efecto secundario sefialado tras varios afios de
investigacion farmacocinética y farmacodinamica (12).

2.15.3 D-Chiro-inositol y la sefializacion de insulina
Una de las propuestas del mecanismo de accién de los inositoles en la sefializacidn de insulina
es a través de la formacién de fosfoinositidos, fosfolipidos dcidos de membranas celulares que
interactlan con proteinas y participan en la participan en la transduccion de la sefializacion de
insulina y el factor de crecimiento de tipo insulinico 1 (insulin-like growth factor 1 (IGF-1) y
actlan como segundos mensajeros en la via de sefializacion de PI3K/AKT. Ademas, la
incorporacion del DCI a fosfolipidos de membrana formando IPGs hace que sean sustratos para
la actividad de la fosfolipasa D (PLD), que puede mediar la activacion de rutas no candnicas de
lainsulina, que a través de la PLD escinde la unidn del IPG a la membrana y facilitan la actividad
de la proteina quinasa pp59"", previamente unida a la caveolina, mediando la fosforilacién de
IRS1 o IRS2. Entre todos los inositoles, el DCI ha demostrado tener una bioactividad sinérgica y
diferencial, lo que lo convierte en un buen candidato para la suplementacion dietética. El DCl es
capaz de activar per se la via PI3K/AKT y juega un papel crucial en la actividad de la insulina (4) .

Se ha observado que la administracién de DPIN y DCI en forma de IPGs promueven la liberacion
de insulina en un mecanismo similar al producido por la glucosa en las células B-pancredticas
(81-83). Sin embargo, en estados de resistencia a insulina e hiperinsulinemia, la administracion
de DCI promueve la sefializacidn de insulina en los tejidos diana y reduce la secrecién de insulina
en un mecanismo de retroalimentacién negativa (333). La administracion de DPIN y DCI,
ademads, previenen la pérdida de peso producida en modelos animales con deficiencia de
insulina, promueven la lipogénesis en adipocitos de forma sinérgica con los estrégenos y ejerce
un mecanismo hepatoprotector (84-86). Los bajos niveles circulantes y la excrecion alterada de
DCl en humanos son indicativos de resistencia a la insulina y se observa un contenido reducido
de DCl en patologias derivadas de la resistencia a la insulina, como diabetes mellitus gestacional,
sindrome metabdlico y sindrome de ovario poliquistico (policystic ovary sindrome (PCQOS)). La
suplementacion con DCl ha demostrado mejorar la sensibilidad a la insulina en modelos de
diabetes inducido por dieta y estd indicada para mujeres con resistencia a la insulina y PCOS,
disminuyendo los andrégenos séricos y mejorando la ovulacion.
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2.15.4 D-Chiro-inositol y su uso como tratamiento en la enfermedad de

Alzheimer

A través de diversos estudios, se ha observado que el DCI o su anadlogo DPIN actlan sobre
diversas dianas comunes en la enfermedad de Alzheimer. A nivel central, el DCl es transportado
a través de la barrera hematoencefalica, promoviendo la sefalizacion de insulina en el cerebro.
En estudios in vitro en neuronas de hipocampo, se ha demostrado que el DCI estimula la
sefializacion de insulina, disminuyendo la toxicidad de oligdmeros solubles de AB en neuritas (1).
ElI DPIN, a su vez, ha mostrado ademds tener una actividad inhibidora selectiva de la y-secretasa
disminuyendo el procesamiento de APP, pero no de notch. Ademas, el DPIN administrado de
forma oral es capaz de disminuir la hiperfosforilacién de tau en roedores en un mecanismo
asociado a la reduccién de la actividad de CDK5, quinasa de la proteina tau (87, 88).

En la periferia, se ha mostrado que el DCI es capaz de regular y promover la sefializacién de
insulina, cuyos niveles alterados son un factor de riesgo de EA. Se ha mostrado que el DPIN es
eficaz a la hora de revertir los cambios metabdlicos derivados de la deficiencia de insulina, como
la pérdida de peso en modelos murinos de diabetes inducida por la inyeccién de estrptozotocina
(streptozotocin (STZ)) (84). Ademas, se ha observado que el DCl es capaz de prevenir el
desarrollo de disfunciéon vascular asociada a la inflamacién del endotelio de los vasos
sanguineos. La administracidon de DCl y DPIN han mostrado tener capacidad antiinflamatoria,
disminuyendo la liberacidn de citoquinas proinflamatorias como TNF-q, IL-6 o resistina, ademas
de reducir la producciéon de ROS aumentando la actividad del glutation (glutathione (GSH))
durante el estrés oxidativo (96, 334). Estos resultados sugieren que el DCI tiene un potencial
terapéutico como tratamiento en el deterioro metabdlico temprano de la sefializacién de la
insulina y el desarrollo de la disfuncidon vascular, que promueven el estrés oxidativo y la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, contribuyendo en ultima instancia a la patologia
amiloide en el contexto de la resistencia cerebral a la insulina en el Alzheimer. Por ello, uno de
los objetivos de esta tesis es evaluar la DCI en el metabolismo central y periférico de un modelo
de EA para evitar la comorbilidad derivada de un envejecimiento prematuro del organismo.

2.16 Modelos animales de la enfermedad de Alzheimer: el
raton 5xFAD

A lo largo de los afios, la investigacion de la EA se ha servido del uso de modelos animales que
recapitulan los eventos bioldgicos y el fenotipo de deterioro cognitivo observado en la
enfermedad. A pesar de que hasta el 99% de los casos de EA se corresponden a un origen de
tipo esporadico, existen pocos modelos animales mamiferos (por proximidad a los humanos) en
la naturaleza que reproduzcan de forma similar en cuanto a patrdn bioldgico, incluyendo la
dispersion de AB y la formacién de NFTs de tau en el cerebro, los sintomas cognitivos y la edad
de inicio de éstos. Entre ellos se encuentran las ovejas, cabras, chimpancés, perros y el degu de
la Patagonia (335-339). Los perros de la raza Beagle han sido ampliamente utilizados hasta la
fecha en la investigacidon de EA esporadica, puesto que recapitulan un fenotipo de formacién
progresiva de placas difusas de AB, disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo, asi como un
fenotipo de demencia de AD temprano en la mediana edad (340). Estas caracteristicas son
observadas también en otros modelos animales de EA, mientras que el Beagle no presenta
formacién de NFTs de tau (335). La perspectiva del uso de mamiferos superiores no primates en
la investigacion no estd exenta de conflictos éticos, dado que estos animales tienen
caracteristicas cognitivas que hace que tengan requerimientos de compafiia, mantenimiento,
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capacidad de sufrimiento y alteraciones bioldgicas por estados de estrés al ser sometidos a
experimentos que impiden su uso en investigacion. Ademas, la esperanza de vida prolongada
de estos animales, si bien repercute de forma positiva al acercarse a la humana y reproducir de
forma temporal los eventos de la EA, requiere de muchos afios de cria con el consiguiente
aumento del costo de mantenimiento (afiadido al tamafio y espacio requerido por éstos) y
retardo de un proceso de investigacidon en el que es necesario obtener generar resultados
reproducibles en un espacio corto de tiempo (341).

La alternativa animal a los modelos de EA esporddica ha sido, desde hace dos décadas, el
desarrollo de modelos murinos que portan mutaciones normalmente asociadas a la EA familiar
en los genes APP, PSEN1 y MAPT. El modelo murino presenta varias ventajas: adaptabilidad a
entornos de espacio reducido, facilidad de manejo y mantenimiento, similitud fisioldgica a los
humanos y un ciclo de vida corto. Actualmente, existen 197 modelos de ratén de la EA, de los
cuales 131 presentan al menos una mutacién correspondiente a la sobreexpresion de uno de los
tres genes anteriormente mencionados, mientras que el resto se basan en mutaciones en genes
de riesgo de EA como  APOE, TREM?2 o las B-secretasas (ver:
https://www.alzforum.org/research-models/alzheimers-disease). Estos modelos
animales tratan de reproducir las alteraciones patoldgicas de la EA, no obstante, no son capaces
de reproducir con total fidelidad la patologia amiloide tanto a nivel biolégico como en las
caracteristicas cognitivas desarrolladas. La mayoria de los modelos basados en mutaciones de
APP y PS1 combinadas, promueven la formacion de fragmentos de AB1.42 y la acumulacion de
placas difusas y seniles. Sin embargo, no se observa en ninguno de estos modelos la formacion
de NFTs de tau, lo cual puede ser debido a diferencias en la respuesta inmune entre ratones y
humanos o a otros factores que en humanos promueven la hiperfosforilacion de tau de forma
indirecta a la acumulacidn de AP que no se da en ratones. Aquellos modelos que generan una
respuesta mas similar a la patologia del Alzheimer en humanos (deposicion de AB en placas
difusas y neuriticas, respuesta inflamatoria y activaciéon glial, pérdida neuronal y pérdida
sindptica) sin la formacion de NFTs de tau son los modelos APP751SL/PS1M146L, APP751SL/PS1-
Kl y el 5xFAD, llamados asi por las mutaciones especificas en APP y PS1 (13-15). A su vez, de
estos modelos, sélo el 5xFAD exhibe un patrdon de neurodegeneracién especifico y secuencial en
las regiones limbicas, mientras que la patologia amiloide es extensiva y no localizada en el resto
de modelos de mutaciones de APP y PS1 (14). En otros modelos animales, se ha conseguido
reproducir la formacién de NFTs introduciendo mutaciones en el gen de tau (MAPT), de forma
que el modelo 3xTg combina una mutacidon en APP, PS1 y MAPT, reproduciendo la patologia
amiloide y la formacion de NFTs de tau hiperfosforilada (342, 343). No obstante, este modelo
cuenta con la desventaja de no generar una pérdida neuronal destacada en las regiones
cerebrales, ademds de contar con una mutacién en MAPT, gen que nunca se ha descrito una
mutacion en humanos que sea causante de la EA (343).

En resumen, a pesar del desarrollo de modelos animales que tratan de mimetizar el desarrollo
de la EA en humanos, hasta el momento la mayoria de las estrategias farmacoldgicas probadas
en la fase preclinica en estos modelos fracasan en su intento de alcanzar el mercado durante los
ultimos estadios de ensayos clinicos en humanos. Las causas son diversas, como por ejemplo, la
idoneidad y el tamafio muestral de pacientes, la falta de valoracion de otros factores que puedan
interactuar con la diana farmacoldgica, la poca idoneidad de la propia diana farmacoldgica o la
reproducibilidad de los efectos en animales y su poca traslacion a los humanos por la poca
correlacién del modelo animal con la EA en humanos o el desconocimiento del mecanismo de
accion del farmaco en otros sistemas del organismo (344). Es por ello por lo que se hace
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necesario el desarrollo de nuevos modelos murinos de la EA y su caracterizacién fisioldgica
detallada para el desarrollo de nuevas terapias (345).

Hasta la fecha, el modelo 5xFAD es el que muestra una mayor similitud en los eventos celulares
y moleculares de la patologia amiloide humana. Estos ratones transgénicos sobreexpresan
mutaciones que afectan tanto a APP: mutaciones Swedish (K670N, M671L), Florida (1716V), y
London (V7171) que originan Familial Alzheimer's Disease (FAD) asi como mutaciones en PS1:
M146L and L286V. La expresidon de ambos transgenes en el cerebro (5 mutaciones humanas
causantes de Alzheimer familiar (5xFAD)) logra reproducir en un breve plazo de tiempo los
principales rasgos de la EA, con deposicidon de AB y respuesta inflamatoria en el hipocampo y la
corteza y con una edad de inicio de sintomas cognitivos alrededor de los 5-6 meses y hasta los
9 meses, de forma que facilita el seguimiento de los cambios fenotipicos que reproducen la EA
en este modelo murino (14, 346) (Figura 8). Es por ello por lo que el modelo 5xFAD ha sido el
escogido para el estudio de esta tesis doctoral.

Hasta ahora se conocen pocos datos de los cambios metabdlicos que ocurren en el modelo
5XFAD y que podrian suceder de forma coetdnea y/o contribuir a la patologia de la EA y al
desarrollo de los sintomas cognitivos en ésta. Los estudios mas recientes, que aun no se habian
publicado al inicio del trabajo de esta tesis doctoral, han mostrado que los animales 5xFAD
presentan menor peso corporal a los 6-9 meses de edad en machos y hembras, problemas en la
ingesta y niveles menores de acidos grasos y colesterol en plasma (347-350). Sin embargo, se
desconocen los mecanismos que derivan en una pérdida de peso en los ratones 5xFAD. Hasta el
momento, no se ha descrito en ratones 5xFAD que se dé patologia amiloide mediante histologia
y técnicas de neuroimagen en el hipotalamo, la principal regiéon encargada del control de la
ingesta y el gasto metabdlico, por lo que su anadlisis es clave para comprender los mecanismos
de pérdida de peso que podrian derivar en un deterioro metabdlico y cognitivo acelerado.
Ademas, otros modelos murinos de EA como el ratéon 3xTg ha mostrado deficiencias en la
sefializacion endocrina de leptina, los cuales derivan en una disfuncién hipotaldmica y una
pérdida de peso descontrolada. La patologia de la EA en humanos sugiere que los ratones 5xFAD
podrian reproducir la pérdida de sefalizacién de insulina, lo cual podria estar relacionado con
los cambios metabdlicos que suceden en el organismo. Si bien se ha descrito que la expresion
de AB humana en el higado de ratones 5xFAD agrava el deterioro cognitivo, aun se desconoce
la implicacion de éste érgano en la patologia amiloide y su nexo al balance energético negativo
del modelo 5xFAD (77). El estudio de estos cambios metabdlicos podria proporcionar
informacidn para la deteccion de posibles biomarcadores metabdlicos tempranos indicativos del
desarrollo de la patologia de Alzheimer. Conocer los mecanismos a través del cual se producen
estos cambios metabdlicos es necesario para establecer la via de accién y la eficacia de
estrategias terapéuticas como el uso del DCI como tratamiento para la pérdida de sefalizacién
de insulina y el desbalance metabdlico.
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Figura 8. Descripcién del modelo 5xFAD. A) Mutaciones asociadas al Alzheimer familiar introducidas bajo
la accién del promotor Thyl. B). Caracterizacién del fenotipo del ratéon 5xFAD y la aparicion de las

principales caracteristicas celulares, moleculares y cognitivas. Adaptado de Oakley et al., 2006 (A); y de
Alzforum. (n.d.)., julio de 2022 (14).
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3. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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Nuestro grupo de investigacion de Neuropsicofarmacologia del Instituto de Investigacion
Biomédica de Malaga (IBIMA), tiene una amplia experiencia multidisciplinar en el estudio de las
bases bioldgicas del comportamiento vy la fisiopatologia de enfermedades degenerativas de gran
prevalencia, incluyendo trastornos de alimentacidn, alteraciones endocrinas y la enfermedad de
Alzheimer, a lo largo del desarrollo y en modelos de enfermedad y comorbilidad. Uno de los
objetivos del grupo de investigacion es la identificacion de nuevos biomarcadores de
enfermedad, el desarrollo de nuevas entidades quimicas terapéuticas o nuevas indicaciones de
farmacos existentes y la evaluacidn farmacolégica de alimentos de uso médico especial
(ADUME). La colaboracion del grupo de investigacion con empresas del tejido industrial
biotecnoldgico en Espafia para el desarrollo de nuevas terapias ha derivado en un amplio trabajo
de investigacidon y actividad de transferencia a la salud, cuyos frutos se traducen en mas de 15
patentes para el uso de nuevos farmacos en trastornos metabdlicos y neurodegenerativos.

En base a los datos epidemioldgicos, una de las propuestas del grupo es el uso del DCI para el
tratamiento temprano de la EA, un compuesto de origen natural obtenido a partir de fuentes
vegetales, que promueve la sefializacién de insulina, tiene propiedades antiinflamatorias y su
uso actual comprende el tratamiento de patologias relacionadas con la resistencia a la insulina
y sindrome metabdlico. Este compuesto, el cual es incorporado a través de la dieta en alimentos
como la soja, ha mostrado seguridad y carece de efectos secundarios en dosis agudas y crénicas
en humanos, y existen evidencias preliminares que indican que podria prevenir el dafo
ocasionado por el péptido AB. Para evaluar la posible eficacia del DCI en el tratamiento de la EA
y su eficacia a la hora de mitigar y retrasar los sintomas clinicamente relevantes de la EA, se hace
necesario describir en profundidad cuales son los mecanismos que derivan en una alteraciéon de
los parametros metabdlicos en la EA. Para ello, se ha realizado un trabajo de caracterizacion
metabdlica del modelo murino de EA, el ratdon 5xFAD, el cual presenta 5 mutaciones humanas
de sobreexpresion de APP y PS1 y reproduce la patologia amiloide y el deterioro cognitivo de
forma similar a los humanos.

La hipétesis general de esta tesis doctoral es que las alteraciones metabdlicas que se producen
en el transcurso de la enfermedad de Alzheimer podrian influir en los procesos de
neuroinflamacién y neurodegeneracion de la patologia amiloide. Estos trastornos metabdlicos
podrian ser un marcador temprano de la propia enfermedad, siendo una diana efectiva para su
tratamiento, por lo que es de gran importancia describir cudles son los eventos celulares y
moleculares que derivan de ellos. El uso del DCI, un compuesto natural que promueve la
sefializacion de insulina y tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes podria suponer
una alternativa terapéutica para aminorar el proceso de deterioro metabdlico y cognitivo en la
enfermedad de Alzheimer.

Por ello, el objetivo principal de este trabajo es el de caracterizar fisioldgicamente los cambios
metabdlicos que se producen en durante el desarrollo del Alzheimer en un modelo humanizado
de EA, el ratédn 5xFAD. Con ello, identificar y describir dianas como la alteracidon del peso
corporal, la pérdida de sefializacién de insulina y otros cambios hormonales y la caracterizacion
de la patologia en el hipotdlamo, regidn encargada del control del balance energético, son un
objetivo necesario para determinar la eficacia del tratamiento con DCI para aminorar el avance
de la EA. Por ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:
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Objetivo 1. Descripcion del mecanismo de accién del DCl en la sefalizacidn de insulina, actividad
antiinflamatoria y antioxidante y posibles dianas terapéuticas en la enfermedad de Alzheimer.

1.1

1.2

13

Se realizard una revisidon bibliografica de todos los datos disponibles acerca de la
actividad bilégica del DCI y otros inositoles andlogos, incluyendo datos de ensayos
clinicos y patentes generadas para su uso en enfermedades neurodegenerativas y
Alzheimer.

Se describira la farmacodinamica y farmacocinética del DCI en un modelo de rata, en
una administracién subaguda, donde se determinard su efecto en sensibilizante de
insulina en una prueba de tolerancia de glucosa y los niveles de metabolitos en plasma
en un analisis bioquimico. Este trabajo se realizara en colaboraciéon con la empresa
Biotecnoldgica Euronutra S.L. en una estancia de investigacién de un afio.

Colaboracién en el estudio del efecto de la administracion de DCl y DPIN sobre las
concentraciones plasmaticas de glucosa y hormonas que regulan la homeostasis de la
glucosa (insulina, glucagdén y grelina), y los efectos del DPIN sobre la concentraciéon
plasmatica de hormonas hipofisarias (GH, prolactina, tirotropina (FSH), hormona
luteinizante (LH) y FSH) en voluntarios humanos. Este trabajo se realizara en
colaboracién con la empresa Biotecnolégica Euronutra S.L. en una estancia de
investigacion de un afio.

Objetivo 2. Caracterizacion del fenotipo de desregulacidn metabdlica en un modelo de la
enfermedad de Alzheimer, el ratdon 5xFAD, en una edad inicial de 6 meses, en la cual se pueden
observar indicios tempranos de deterioro cognitivo y patologia amiloide.

2.1

2.2

2.3

Se compararan el fenotipo mutante homocigoto Tg>"P/>FAD y e| heterocigoto Tg>FAP/
para determinar la penetrancia en el metabolismo de las mutaciones introducidas (las
cuales tienen un efecto de dosis génica acumulativa para la produccion de APP y PS1).
También se usaran machos y hembras para determinar posibles diferencias en los
pardmetros auxoldgicos y metabdlicos que sean debidos al sexo.

Se determinara si los animales 5xFAD presentan una alteracion el peso corporal, ademas
de cambios en el patron de ingesta y el gasto energético mediante calorimetria
indirecta, que expliquen el balance energético observado.

Se determinard la presencia o ausencia de placas en el hipotdlamo de los animales
5xFAD mediante técnicas de inmunohistoquimica para descartar la patologia amiloide
en la regién hipotaldmica y se comparara con el hipocampo, regiéon que ya han sido
descritas que albergan placas de AP en este modelo animal a 6 meses de edad. Se
determinara también la presencia de respuesta inflamatoria en el hipotalamo mediante
técnicas de biologia molecular.

2.4 Se determinardn los niveles de hormonas metabdlicas en plasma de los ratones 5xFAD

y se medird el estado de activacién de los receptores hormonales y las rutas de
sefializacion en el hipotalamo, estableciendo una relacién entre la desregulacion
hormonal y el peso corporal de los ratones 5xFAD.
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Objetivo 3. Estudio de la eficacia de la suplementaciéon a través de la dieta de DCI durante 4
meses, desde los 6-7 meses hasta los 10-11 meses en animales 5xFAD homocigotos, machos y
hembras, para revertir o paliar las alteraciones metabdlicas y cognitivas sobre las dianas
identificadas en el modelo 5xFAD. Se observaran ademas alteraciones metabélicas adicionales
puedan producirse en el transcurso de la edad y el envejecimiento de los ratones.

3.1 Se determinara el efecto del DCI sobre los parametros de auxolégicos de peso corporal
patrén de ingesta y el gasto energético mediante calorimetria indirecta. Se valorara
también el efecto del DCI en el deterioro cognitivo de los ratones 5xFAD mediante tests
de comportamiento de memoria de trabajo corto-plazo y memoria de aprendizaje.

3.2 Se evaluara la eficacia del DCI en el restablecimiento de la sefalizacion normal de
insulina y los pardmetros hormonales alterados en el ratdn 5xFAD y el impacto de éstos
en el fenotipo de desregulacion metabdlica diferencial entre machos y hembras.

3.3 Se determinara la capacidad antiinflamatoria del DCI en el hipotdlamo y el efecto sobre
los niveles alterados de neuropéptidos hipotaldmicos que controlan el balance
energético.

3.4 Se evaluard la capacidad hepatoprotectora del DCI en la patologia de acumulacién de
acidos grasos especifica de hembras 5xFAD asociada a la acumulacion de AB y cambios
hormonales.

3.5 Se determinara la capacidad del DCI a la hora de revertir la pérdida de masa dsea
especifica de hembras 5xFAD asociada a cambios hormonales y un envejecimiento
prematuro y menopausia.
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4. METODOLOGIA




La metodologia empleada en este trabajo de Tesis Doctoral se encuentra recogida en los
articulos publicados disponibles en los ANEXOS. A continuacion, se resume la metodologia
empleada y se proporciona una descripcién detallada de los procedimientos utilizados en los
resultados complementarios no incluidos en los articulos.

4.1 Animalesy tratamiento

Los animales utilizados seran: ratas wistar y ratones macho y hembra transgénicos tipo 5xFAD
en heterocigosis (Tg>™°") y homocigosis (Tg>P7>A también simplificados como 5xFAD), asi
como sus hermanos de camada no transgénicos como controles (Non-Tg). El modelo de ratén
transgénico 5xFAD contiene 5 mutaciones frecuentes en la enfermedad de Alzheimer familiar
(FAD) Los ratones 5xFAD co-expresan y co-heredan formas mutantes de la enfermedad de
Alzheimer familiar (FAD) de transgenes humanos para APP (la mutacion Swedish: K670N, M671L;
la mutacion Florida: 1716 V; la mutacidn London: V7171) y PS1 (M146L; L286V) bajo el control
transcripcional del promotor Thy-1 de ratén especifico de neuronas (linea Tg6799) (14). Las
lineas 5xFAD (fondo genético B6/SJL) se mantuvieron cruzando ratones transgénicos
heterocigotos de primera generacién (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Los
ratones de camada de tipo salvaje Non-Tg sirvieron de control, dada la ausencia de deposicion
de AB en el cerebro a los 6 meses de edad (distintivo de los ratones 5xFAD) y la falta de deterioro
cognitivo y desequilibrios metabdlicos. Todos los modelos animales fueron alojados en el Centro
de Experimentacidon Animal de la Universidad de Malaga. Se empled una dieta estandar para
roedor (STD, 2.9 kcal/g). Se suplementd el compuesto D-Chiro-inositol, suministrado por la
empresa biotecnoldgica Euronutra S.L. (https://www.euronutra.com/) en forma de polvo fino
cristalino. Para el modelo 5xFAD, el compuesto fue disuelto en agua y administrado ad libitum
via oral a una concentracion de 200 mg/kg, basada en datos preliminares, desde los 6 a los 10
meses de edad para evaluar el declive metabélico y cognitivo en animales de mediana edad. El
DCI se administro via gavage a las ratas Wistar a una concentracidon de 100 mg/kg durante 10
dias en un estudio subagudo.

4.2 Analisis fisiologico, metabolico y de comportamiento

Durante el periodo de 6 a 10 meses de edad, evaluamos semanalmente el peso corporal de los
machos y hembras 5xFAD. También evaluamos la ingesta diaria de alimentos, el gasto
energético, coeficiente respiratorio. y actividad locomotora (calorimetria indirecta Oxilet de
Panlab) a los 6 y 10 meses de edad. Todos los animales fueron utilizados para las pruebas de
comportamiento a edad basal y durante el tratamiento:

- Novel object recognition (NOR), para analizar la actividad (locomocién), ansiedad y
memoria a largo plazo. Evaluado a los 6 meses de edad (antes del tratamiento con DCl).

- Y-maze (YM), para analizar la memoria a corto plazo. Evaluado a los 6 y 8 meses de edad
(antes y durante el tratamiento con DCI).

- Elevated-plus maze (EPM), para analizar la ansiedad desde otro parametro. Evaluado a
los 6 meses de edad (antes del tratamiento con DCI).
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- Morris water maze (MWM), para analizar la memoria de trabajo, la memoria a corto,
largo plazo y la plasticidad para crear nuevos recuerdos. Evaluado a los 8 meses de edad
(durante el tratamiento con DCI).

Se puede encontrar un resumen del disefio experimental referente al tercer trabajo publicado
en la Figura 9.

Diseino experimental:

Grupos divididos por: MC = cajas metabdlicas

- / Pardmetros medidos (48 horas):
] Non-Tg 5XFAD / E - Gasto energético
Genoti po £ E \ et oy - Cociente respiratorio (VO,/VCO,)
(.| + .
_ - Im_—le - - Actividad locomotora
- T .
Sexo Machos ' Hembras Q - Ingestay bebida
YM =Y maze
b oy Pardmetros medidos (ensayo):
Tratamiento | - - N - Mer.n.orla a corto plazo
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Figura 9. Esquema de trabajo con los ratones 5xFAD tratados con D-Chiro inositol (DCI) a una dosis de 200 mg/kg
(disuelto en agua ad libitum). A una edad inicial de 6, se realizan las pruebas de comportamiento de laberinto en Y (Y-
Maze (YM)) para determinar cambios en la memoria a corto plazo. Al mismo tiempo, se determinan los parametros
de ingesta, gasto caldrico y actividad a nivel basal en las cajas metabdlicas (MC). De forma semanal se determina la
ingesta acumulativa en Kcal de los ratones, y se determina el peso corporal cada dos meses. Previamente a su
sacrificio tras 4 meses de tratamiento a los 10 meses de edad, se vuelven a realizar las pruebas de comportamiento
del laberinto en Y, cajas metabdlicas, asi como el laberinto acuatico de Morris (Morris water maze (MWM)), donde
se determinan los pardametros de memoria a corto y largo plazo, memoria de trabajo y flexibilidad cognitiva.

4.3 Analisis molecular e histolégico
Todos los animales del estudio 5xFAD fueron sacrificados a los 10 meses de edad con
pentobarbital sédico (150 mg/kg, intraperitoneal). Se les extrajo sangre directamente de la
auricula derecha.

- Se obtuvieron muestra para histologia del hemisferio izquierdo del cerebro, duodeno,
yeyuno/ileon, colon e higado. También se obtuvieron muestras para analisis bioquimico
del hemisferio derecho del cerebro, duodeno, yeyuno/ileon, colon, higado, pancreas,
grasa blanca, musculo gastrocnemio, tibias, fémures y heces.

- Seanalizaron los niveles especificos de proteinas mediante western blot, determinando
la expresidon de proteinas relacionadas con inflamacion, estrés oxidativo, metabolismo
lipidico, ruta de sefializacién de insulina, leptina, GSK-3B y Tau.

- Se evalud la presencia de AB, GFAP e IBA1 mediante inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia a los 6 y 10 meses de edad en secciones hipocampales e
hipotaldmicas (30 um) cortadas con un criostato. Se seleccionaron secciones coronales
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de flotacidn libre que contenian el hipotdlamo y el hipocampo de raténde - 1,22 a-1,94
mm de niveles de bregma.

- Se determiné la expresidn de los neuropéptidos especificos encargados del control de
la ingesta y actividad circadiana en el hipotalamo mediante qPCR.

- Se determinaron los niveles basales de un panel de hormonas reguladoras del balance
energético mediante un sistema de ELISA-multiplex (basado en tecnologia con bolas
magnéticas): insulina, leptina, glucagdn, grelina, GLP-1, resistina, GIP y PAI-1.

- Se realizé un analisis de pardmetros bioquimicos en plasma (glucosa, acidos grasos
libres, triglicéridos, colesterol, creatinina, urea, acido Urico y transaminasas) para
determinar un posible dafio hepatico que pueda afectar al metabolismo del animal.

- Elcontenido de grasa en el higado se determiné mediante la extraccion de acidos grasos
totales. Las muestras del I6bulo lateral izquierdo del higado se cortaron en secciones de
5 u m de espesor. La morfologia del higado se evalud con la tincion de hematoxilina-
eosina, y la presencia de depdsitos amiloides se determind mediante la tincién con rojo
Congo.

- El analisis morfométrico y de porosidad del hueso trabecular y cortical de los fémures
de ratones 5xFAD tratados con DCl a los 10 meses de edad se evalué mediante
tomografia micro-computerizada (micro-CT).

4.4 Tincion con rojo Congo de secciones del higado

Se procesaron muestras del I6bulo medio del higado posfijadas en paraformaldehido al 4%
durante 48h e incrustadas en parafina. Los bloques de parafina se seccionaron cortes 5 um de
grosor utilizando un microtomo de parafina. Posteriormente, las secciones se desparafinaron y
rehidrataron mediante una serie de bafos de xileno y alcohol, y se tifieron con hematoxilina
utilizando un procedimiento estdndar durante 5 minutos. Posteriormente, se incluyeron los
cortes en alcohol al 95% v se tifieron con rojo Congo (Sigma-Aldrich #HT-60, St. Louis, MO, EEUU)
durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras fueron incluidas brevemente en alcohol al
100% y se montaron en montaje acuoso.

4.5 Evaluacion de los parametros auxoldgicos y analisis
morfométrico y de porosidad del hueso trabecular vy

cortical de los fémures

El fémur de los ratones 5xFAD fue extraido y conservado en nitrogeno liquido hasta su
procesamiento. La longitud del fémur se determind con un calibrador. El andlisis morfométrico
de la microarquitectura y porosidad del fémur de los ratones 5xFAD se realiz6 mediante micro-
CT, realizado en la Unidad de Difraccidn de rayos X de los laboratorios de los Servicios Centrales
de Apoyo a la Investigacién (SCAI) de la Universidad de Malaga. La muestra no se sometio a
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ningun tratamiento previo a la medida por micro-CT y se mantuvieron a -80 2C antes y después
de la medida de micro-CT. Los datos se registraron empleando el equipo SKYSCAN 2214 (Bruker)
con filamento de W, filtro de 0,25 mm de Al y cdmara CCD3. La muestra se encuentra a 126,710
mm de la fuente, con una distancia fuente-detector de 315,449 mm. La medida se realizd
empleando 45kV y 130mA. El tamafio de véxel es de 7 um. El tiempo de exposicion fue de 2,6
segundos y el tamafio de rotacién de 0,35°. A partir de la medida de micro-CT se obtuvieron una
serie de proyecciones, las cuales se emplearon para la reconstruccion de la muestra en 3D. La
reconstruccion se llevd a cabo empleando post-alignment, para reducir el movimiento de la
muestra, y 40 % de correccién de beam hardening. Posteriormente se realizd el andlisis
morfométrico y de porosidad del hueso trabecular y cortical de los fémures de ratdn,
determinando los pardmetros mas importantes para el analisis de la microarquitectura désea
(351). Se calcularon los siguientes parametros morfoldgicos del hueso trabecular: fraccién de
volumen dseo (BV/TV), nimero de trabéculas (Th.N), separacién de trabéculas (Tb.Sp) y grosor
trabecular (Tbh.Th). También se calcularon los siguientes parametros morfolégicos del hueso
cortical: grosor cortical medio (St.Th), drea de la seccién total (Tt.Ar), drea de hueso cortical
(Ct.Ar) y porcentaje de volumen de objeto (Obj. V/TV).
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5. RESUMEN DE
RULTADOS




En este trabajo de tesis doctoral se ha realizado una caracterizacién de aquellos parametros
relacionados con el metabolismo, sefializacion endocrina y balance energético que se
encuentran alterados en el ratén 5xFAD, un modelo murino que genera una acumulacién de AB
secuencial en el cerebro similar a la observada en humanos y que reproduce aquellos rasgos
patoldgicos asociados como la distrofia sindptica, respuesta inmune y neuroinflamatoria y
muerte neuronal. Los estudios epidemioldgicos cada vez sefialan que ocurren cambios a nivel
fisiolégico en un estadio prodrémico o temprano de la EA, los cuales son indicativos del
desarrollo de la enfermedad. Problemas en la ingesta, alteraciones en el control del gasto
energético y el balance de energia que conllevan a una pérdida de peso, bajos niveles de
insulina, alteraciones hormonales propias de un envejecimiento prematuro e indicios de una
desregulacion metabdlicas en la periferia han sido descritos a lo largo de los afios en pacientes
de EA. No obstante, aun se desconocen los eventos a nivel molecular y celular que
desencadenan estos mecanismos. Ademads, aun no estd clara la interrelacion de estos
problemas. Estas alteraciones metabdlicas suponen una posible diana para una intervencion
terapéutica temprana. Una de las propuestas de este grupo es el uso del DCI, un compuesto
natural de origen vegetal y obtenido a través de la dieta, el cual interactia con varias de las
dianas propuesta, ya que promueve la sefalizacion de insulina en el organismo, ejerce
mecanismos hepatoprotectores y posee propiedades antiinflamatorias, antioxidantes. Su via de
administracién oral, la seguridad de su uso y su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica lo convierten en un candidato ideal como tratamiento para frenar el
desarrollo de la EA. A continuacion, se exponen de forma un resumen de los resultados
obtenidos durante el periodo de trabajo de esta tesis doctoral, incluyendo resultados
preliminares y aquellos resultados de la investigacidn relevantes que no forman parte de las
publicaciones.

5.1 Estudio de farmacodindmica del DCl en un modelo de rata

Wistar (resultados preliminares no publicados)

Dado lo anteriormente expuesto, durante el periodo de tesis doctoral se ha evaluado el
mecanismo de accion del DCl y su potencial uso en la EA. Se realizé un estudio preliminar de
farmacodinamica de la administracion subaguda oral de DCl en una dosis de 100 mg/kg en ratas
Wistar macho durante 10 dias. para determinar su capacidad de promover la sefializacion de la
insulina en una prueba de tolerancia de glucosa (glucosa tolerance test (GTT)) y se analizé su
efecto en los parametros de un analisis bioquimico, demostrando una seguridad en su uso.

En el analisis de parametros bioquimicos, no se observan alteraciones en los niveles de glucosa
en ayunas, ni tampoco elevaciéon de las enzimas hepdticas transaminasa transaminasa
glutdmico-oxalacética (glutamic oxaloacetic transaminase (GOT/AST)) y transaminasa
glutdmico-pirdvica (glutamate pyruvate transaminase (GPT/ALT)), asi como tampoco de
creatinina, urea o acido Urico, lo cual sugiere que el DCI no tiene un efecto tdxico sobre el higado
o rifiones (Figura 10 A-C; J-L). Las ratas tratadas con DCI manifiestaron un aumento de los niveles
de la lipoproteina de alta densidad del colesterol (high density lipoprotein (HDL)), y una
disminucion de los niveles de la lipoproteina de baja densidad de colesterol (low density
lipoprotein (LDL)), resultando en una mejora del perfil lipidico en plasma (Figura 10 F, G). Se
observd, ademas un aumento de la bilirrubina plasmatica no asociada a parametros de
hepatotoxicidad como la urea o las enzimas transaminasas, por lo que este resultado sugiere
qgue el DCI promueve la liberacién de bilirrubina, la cual es una molécula con una potente
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actividad antioxidante en el organismo (Figura 1 1) (352). La prueba de tolerancia de la glucosa
mostré un efecto significativo del DCI disminuyendo los niveles de glucosa entre los 5 y los 60
minutos después del bolo de glucosa respecto al grupo control, lo que reafirma muestra que el
DCl es capaz de promover la liberacién y la sefializacion de insulina cuando es administrado de
forma continuada Figura R1 M).
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Figura 10. A-L) Andlisis bioquimico en plasma de ratas Wistar tratadas con DCI durante 10 dias. M) Test
de tolerancia a la glucosa realizado al décimo dia de tratamiento. Prueba T de student. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001. GOT — transaminasa glutamico-oxalacética; GPT — transaminasa glutamico-piruvica;
HDL - lipoproteina de alta densidad; LDL — lipoproteina de baja densidad; VLDL — lipoproteina de muy baja
densidad.
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5.2 Caracterizacion del mecanismo de sefializacion del DCl y
uso como tratamiento en la enfermedad de Alzheimer

(primer articulo publicado, afio 2020)

Posteriormente, se realizd una revisidén bibliografica acerca del papel del DCI en la ruta de la
sefializacion de la insulina, y se describieron los mecanismos a través de los cuales el DCI
interviene en procesos de inflamacion, estrés oxidativo y disfuncién endotelial, identificando
ademas potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de la EA. El DCI forma parte de la
familia de los inositoles, polialcoholes aliciclicos de 6 carbonos y estructura similar al azucar,
presentes tanto en los fluidos celulares como en los fosfolipidos y glicanos de las membranas
plasmaticas, bien incorporados en GPls (elementos de la hoja externa de la membrana
plasmatica que pueden servir como anclaje de proteinas) o fosfatidilinositoles (Pls)
(responsables del trafico de membrana y sefializacién intracelular). Los inositoles participan en
multiples funciones fisioldgicas (89, 90). Los inositoles pueden ser incorporados a través de la
dieta (89), o sintetizados por el organismo. El DCI puede ser obtenido se su analogo myo-inositol
a través de la accidn de una epimerasa (91, 92). El DCI también puede ser obtenido a través de
la desmetilacién acida producida en el estdmago de su andlogo 3-O-metilado, el DPIN, el cual se
encuentra en grandes cantidades en productos como la soja y el trigo.

El DCI presenta algunas actividades similares a las de la insulina, como la estimulacion de la
lipogénesis, el transporte de glucosa y la sintesis de glucégeno (80) y las alteraciones del
metabolismo del inositol desempefian un papel importante en las enfermedades que implican
resistencia a la insulina, como la diabetes y el sindrome de ovario poliquistico (353). En esta
revisién se ha propuesto un mecanismo por el cual el DCI participa y promueve la ruta de
sefializacion de insulina en la via no candnica. En el modelo propuesto, la sefializacién de insulina
a través de una proteina proteina G, estimula la glicofosfatidilinositol fosfolipasa D (GPI-PLD),
mediando la hidrdlisis del enlace fosfato entre el inositol en forma de GIP y los lipidos de la
membrana, lo que conduce a la liberacidon de inositol fosfoglicanos (IPG), los cuales son
internalizados a través de un transportador de membrana. Los IPG también pueden median la
activacion de IRS1 e IRS2, segundos mensajeros de la sefializacidon de insulina, a través de la
activacion de la proteina quinasa pp59Y", mientras que otras dianas de los inositoles definidas
especificamente para DCl son la modulacién alostérica de la proteina fosfatasa 2C (protein
phosphtase 2C (PP2C)) y la piruvato deshidrogenasa fosfatasa (pytuvate dehydrogenase
phosphatase (PDHP)), asi como estimular directamente en ausencia de la insulina a segundos
mensajeros de su sefializacion como PI3K, Akt, o inhibir AMPK (354-356). El DCI, ademas, es
capaz de promover la liberacién de insulina en un mecanismo similar al producido por la glucosa
en las células B-pancreaticas (81-83).

Ademas de promover la sefializacion de insulina, se ha observado que los inositoles como el DCI
o su analogo DPIN, promueven la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (superoxide dismutase (SOD)), glutation peroxidasa (glutathione
peroxidase (GPx)) y glutatién-S-transferasa (glutathione-S-transferase (GST)), ademas de
disminuir la respuesta inflamatoria y los niveles de citoquinas como TNF-a o IL-1B (93-98). En
general, el DCly su andlogo DPIN han demostrado ser herramientas farmacoldgicas potenciales
por sus efectos positivos en diferentes patologias: anticancerigeno (97), antidiabético (99),
antioxidante (98), hepatoprotector (85, 100), inmunosupresor (101), antiosteoporosis (102,
103), antienvejecimiento (105) y trastornos cerebrales asociados a la resistencia a la insulina,
como la enfermedad de Alzheimer (EA) (1, 87, 104).
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En base su capacidad moduladora de la sefializacién de la insulina se ha observado que el DCl es
capaz de reducir la toxicidad de los oligdmeros solubles de AB y su unién a la membrana en
neuronas hipocampales in vitro, disminuyendo su unién a la membrana lipidica y evitando la
formacién de neuritas distroficas. Otros estudios recientes han sugerido que el DPIN, analogo
de DCl, es capaz de disminuir el procesamiento de APP por la y-secretasa y la formacion de AB,
dejando intacto el mecanismo de procesamiento de notch, por lo que sugiere que podria
modular de forma parcial la via amiloidogénica de produccidn de AB. No obstante, el mecanismo
a través del cual se produce este efecto es alin desconocido. La capacidad del DCI de promover
la sefializacion de insulina ademas de su capacidad antiinflamatoria y antioxidante lo posicionan
como un tratamiento prometedor para la EA. La presencia de alteraciones metabdlicas en
pacientes con EA que podrian estar asociadas a una pérdida de sefalizacion de insulina
constituyen una diana farmacolégica potencial para el uso del DCI, de forma que es esencial
desvcibir cémo se producen a nivel celular y molecular estos mecanismos para evaluar la eficacia
de un posible tratamiento con el DCI. Este estudio constituye el primer articulo publicado del
compendio de esta tesis doctoral.

5.3 Caracterizacion del fenotipo de desregulacion metabdlica
en el modelo 5xFAD de la enfermedad de Alzheimer

(segundo articulo publicado, afio 2021)

Tras el primer trabajo publicado en el siguiente estudio se determinaron cudles son los
mecanismos asociados a un desequilibrio de la homeostasis de energia en estadios tempranos
de la manifestacidn de sintomas cognitivos, como posibles dianas para un tratamiento con DCI.
Por tanto, se caracterizd el fenotipo de desregulacion metabdlica en un modelo de Ia
enfermedad de Alzheimer, el ratén 5xFAD, utilizando tanto machos como hembras homocigotas
para las mutaciones (Tg>"%>*A%) como heterocigotos (Tg>*™""), en una edad inicial de 6 meses,
en la cual se pueden observar indicios tempranos de deterioro cognitivo y patologia amiloide.

5xFAD/- 5XFAD/5XFAD

De estos resultados, se puede discernir que los ratones Tg y Tg presentan una
pérdida de peso, que se encuentra relacionada principalmente con una menor ingesta, la cual
es compensada parcialmente por una disminucidn del gasto energético en un mecanismo de
adaptacion del organismo segun indican los datos obtenidos en cajas metabdlicas. En un estudio
de inmunohistoquimica se observé que el hipotalamo, centro regulador del balance energético
y de los procesos de ingesta y tasa metabdlica, no presentaba acumulacién de placas de AP.
Mediante las técnicas de western blot y gPCR, se ha determinado que existe, no obstante, una
activacion de la poblacién glial y una respuesta inflamatoria en el hipotalamo de los animales
5xFAD, que se muestra con mayores niveles totales de GFAP (reactividad astrocitica), IBA1
(activaciéon de la microglia), II-1B o TNF-a. Estos resultados sugieren que la respuesta
inflamatoria en el hipotalamo podria estar asociada a la presencia de oligdmeros solubles de AB
no detectables en inmunohistoquimica y/o, a otros procesos metabdlicos. En un analisis de
correlacién, se mostré que el proceso inflamatorio estaba relacionado con el menor peso

corporal especificamente en las hembras Tg>AP/- y Tg>FAD/SxFAD,

Puesto que la resistencia a la insulina cerebral es un patrén observado en modelos de ratones
con EAy se ha observado la expresién de AB en otras regiones periféricas como el pancreas vy el
tracto gastrointestinal (296, 357), quisimos determinar si una posible alteracién de los niveles
plasmaticos de insulina, adipoquinas (leptina, resistina) u hormonas que intervienen en la
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secrecion de insulina (GIP, GLP-1, grelina) podria estar relacionada con una respuesta deficiente
del hipotalamo, cuyo proceso inflamatorio podria ademas exacerbar una respuesta deficiente a
estas hormonas reflejando un mal manejo del balance energético y la pérdida de peso. Se
determind mediante un ensayo de ELISA multiplex que los animales 5xFAD presentaba menores
niveles hormonales de insulina, grelina, GLP-1 y GIP, asi como una desregulacion en la
sefializacion de insulina y leptina en el hipotdlamo. Esto se vio reflejado en los cambios
encontrados en el patrdn de ingesta y gasto metabdlico, existiendo una correlacién entre niveles
menores en plasma de insulina, GIP y GLP-1 con un menor peso corporal en los ratones Tg>/-
y Tg>FAD/SFAD  Ademds, los animales transgénicos presentaban menores niveles de expresion de
los neuropéptidos orexigenos Npy y Agrp, asi como niveles alterados de los neuropéptidos
orexina (Pmch) y Mch, los cuales se encargan de determinar los patrones de actividad e ingesta

durante el dia y la noche.

Existen estudios poblacionales que relacionan alteraciones en el perfil lipidico en plasma y los
niveles de colesterol y triglicéridos con el riesgo de EA (358), por lo que realizamos un andlisis
de bioquimica, en el que se encontré que los animales Tg>*™Y>FAP presentaban alteraciones en
los niveles de colesterol LDL y HDL, con un dimorfismo sexual siendo estas alteraciones mas
significativas en las hembras. Ademas, se observan niveles elevados de la transaminasa hepatica
GOT, indicando una posible alteracién de la funcién hepatica. Dado que el higado es el érgano
encargado de la eliminacién de los péptidos AB en la periferia, un posible dafio hepatico podria
contribuir al fenotipo de deterioro cognitivo. Estos resultados pueden verse resumidos en un
esquema (Figura 11), y constituyen la base para el desarrollo del tercer articulo publicado en el
compendio de esta tesis doctoral.
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Figura 11. Resumen de las alteraciones periféricas e hipotalamicas derivadas del balance energético negativo y la
disminucién del peso corporal en los ratones 5xFAD. Los niveles aumentados o disminuidos se representan en azul
para los machos y en rojo para las hembras. En la periferia, la disminucién de insulina en plasma esta asociada a la
disminucion del GIP y GLP-1, relacionados con el patrén de disminucidn del peso corporal. Las hembras también
mostraron niveles mas bajos de triglicéridos y de colesterol, con un aumento de HDL y una disminucién de LDL. En el
hipotdlamo, la sefalizacién de la insulina y leptina estaba disminuida en los ratones 5xFAD, asi como los niveles
hipotaldmicos de resistina en las hembras. A pesar de la ausencia de placas amiloides, se detecté neuroinflamacion
hipotaldmica que contribuye a la pérdida de peso. AR — B-amiloide; AgRP — proteina relacionada con aguti; AMPK -
proteina quinasa activada por 5° AMP; CART — transcrito regulado por cocaina y anfetamina; ERK - quinasa regulada
por sefales extracelulares; GFAP — proteina acidica fibrilar; GHSR — receptor de grelina; GIP - polipéptido inhibidor
gastrico; GLP-1 — péptido similar a glucagdn 1; GLP1R — receptor de GLP-1; Hcrt — orexina; HDL — lipoproteina de baja
densidad; IBA1 — molécula adaptadora de unidn al calcio ionizado 1; IL-1B — interleuquina 1B; LDL — lipoproteina de
alta densidad; IR — receptor de insulina; IRS1 — sustrato del receptor de insulina 1; LepR — receptor de leptina; MCH —
hormona concentradora de melanina; mTOR — diana de la rapamicina en mamiferos; NPY — neuropéptido Y; PAI-1—
activador de plasmindgeno 1; POMC - proopiomelanocortina; STAT5 - transductor de sefiales y activador
transcripcional 5; TLR4 — receptor de tipo toll 4; TNF-a — factor de necrosis tumoral a. Tomado de Lopez-Gambero et
al., 2021 (263).
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5.4 Estudio de la eficacia de la suplementacion de DCI sobre
las alteraciones metabdlicas y cognitivas identificadas en
el modelo 5xFAD de enfermedad de Alzheimer (tercer

articulo publicado, afio 2022)

La caracterizacidon de los mecanismos celulares y moleculares que derivan en un fenotipo de
desregulacidon metabdlica de los ratones 5xFAD permitié definir aquellas dianas susceptibles de
ser evaluadas con un tratamiento de DCI. Por tanto, posteriormente se evalué la capacidad del
DCI de revertir el balance energético negativo actuando sobre la ruta de sefializacién de la
insulina, inflamacidn hipotaldmica y la patologia hepatica, la cual fue detectada en edades mas
avanzadas en hembras 5xFAD. Se definié un tratamiento de DCI administrado oralmente en el
agua de bebida a una dosis de 200 mg/kg (150 mg/L, con un consumo medio de 4 mL diarios en
un raton de 30g de peso), en animales machos y hembras homocigotos (ahora llamados
simplemente 5xFAD), durante 4 meses, desde los 6 a los 10 meses de edad.

En el seguimiento auxoldgico de los animales 5xFAD tratados con DCl desde los 6 a los 10 meses
de edad, se observo una pérdida de peso progresiva de los ratones 5xFAD comparados con sus
hermanos de camada no transgénicos. El tratamiento con DCl en los animales machos y hembras
5xFAD homocigotos durante 4 meses evitd la pérdida de peso hasta los 10 meses de edad,
gracias a un aumento de la ingesta, lo cual se vio reflejado a su vez en un incremento del gasto
energético, recogido en las mediciones de oximetria de cajas metabdlicas. Ademas de
normalizar el déficit metabdlico, se observé que el tratamiento con DCI frené el avance del
deterioro cognitivo en procesos de memoria a corto plazo, como se observa a los 2 meses de
tratamiento en la prueba de laberinto en Y (Y-maze (YM)), con una mayor alternancia de entras
a los brazos correcta, asi como la flexibilidad cognitiva determinada en la prueba del laberinto
acuatico de Morris (Morris wdter maze (MWM)).

En base a la alteracién de la secrecién de hormonas mostrada a 6 meses de edad por los ratones
5xFAD, se evalud el efecto del DCI sobre los niveles de hormonas metabdlicas, asi como de
aquellas hormonas generadas en la hipdfisis, como la GH, FSH o LH, siendo éstas ultimas
indicativas del estado de las hormonas sexuales en plasma y del envejecimiento metabdlico. En
general, la administracidn de DCI restablecié los valores normales en plasma de insulina, GIP y
GLP-1 (los cuales se encuentran disminuidos en los 5xFAD), ademas de restaurar a niveles
normales la FSH anormalmente elevada en hembras 5xFAD, indicativa de menopausia asociada
a un envejecimiento prematuro, asi como de BDNF factor tréfico cuyos niveles aumentados se
encuentran asociados a un estadio temprano de deterioro cognitivo asociado a una respuesta
inflamatoria. A nivel hipotalamico, el DCI fue capaz de revertir la expresién incrementada de
genes inflamatorios como Tnf o [/l1b, asi como de Gfap (también disminuyendo Ia
inmunorreactividad de astrocitos observada por inmunofluorescencia). Esta inflamacion
hipotaldmica estaba asociada, a su vez, a una disminucidn de la expresidon de neuropéptidos
como Npy vy Agrp, que a su vez estaban relacionados con la menor ingesta, la pérdida de peso y
niveles bajos de insulina y sus secretagogos en plasma.

Uno de los drganos periféricos encargados de eliminar AB es el higado y existen estudios que
relacionan el daio hepdtico con niveles elevados de AB. Tras observar indicios de dafio hepatico
en las hembras 5xFAD a 6 meses de edad, lo cual podria influir en la patologia amiloide, se
determind el estado metabdlico del higado a través del analisis de contenido graso mediante la
extraccién de acidos grasos total, ademas de determinar la expresion de genes involucrados en
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las rutas lipogénesis, lipdlisis, respuesta inflamatoria y estrés oxidativo. Se observé que las
hembras 5xFAD mostraban una acumulacion de acidos grasos andmala en el higado, a pesar de
un menor peso corporal, y un aumento de la expresion génica de factores implicados en la
lipogénesis y B-oxidacion de acidos grasos, evidenciando una respuesta a la acumulacion de
acidos grasos hepatica. Esto se veia acompafiado de unos niveles elevados en plasma de las
enzimas hepdticas GOT y GPT, cuyo incremento indica un posible dafio hepatico. El tratamiento
con DCI mostré una disminucion significativa de la acumulacion de acidos grasos en el higado de
las hembras 5xFAD, evidenciando un efecto hepatoprotector.

Estos resultados avalan la eficacia del DCI como tratamiento nutracéutico que previene el
declive metabdlico y cognitivo en un modelo animal de Alzheimer. El DCl restaura la pérdida de
sefializacion de insulina, disminuye la inflamacién mostrada en el hipotdlamo restaurando el
balance energético y disminuye el dafio hepatico asociado al higado graso de forma especifica
en las hembras 5xFAD. Estos resultados pueden verse resumidos en un esquema (Figura 12). En
este estudio no se incluyé la deteccidn y cuantificacién de amiloidosis en el higado de ratones
5xFAD, asi como el efecto del tratamiento del DCI en la patologia amiloide en el higado. Estos
resultados no publicados pueden verse resumidos en el siguiente apartado.

\

1 Hypothalamus \

/Hypothalamic control of energy balance

Food intake
Body weight

‘ Fatty liver

| FSH | disease
| BDNF Periphery /

N

Legend: —>Activation ——= (nhibition

Blue =p <0.05in males Red=p < 0.05in females
Purple = correlation p < 0.05 in males and females

Tnf

Gfap
i11b

lgfi
\ / \ Positive correlation with food intake and/or BW .

Negative correlation with food intake and/or BW

Figura 12. Representacidon esquematica de la desregulacion del control hipotaldmico del apetito y la
homeostasis energética basada en el analisis de la expresidn génica y las asociaciones y el efecto del DCI
en la expresion génica. Agrp - proteina relacionada con el aguti; BDNF - factor neurotréfico derivado del
cerebro; BW — peso corporal; Cartpt - transcrito regulado por cocaina y anfetamina; Gcg — glucagdn; Fndc5
—irisina; Ghrl —grelina; GIP - polipéptido inhibidor gastrico; GLP-1 — péptido similar a glucagén 1; Gnrh1 —
hormona liberadora de gonadotropina; Hert — orexina; Ins2 — insulina; Igf1 — factor de crecimiento de tipo
insulinico 1; ll1b —interleuquina 1B; Npy —neuropéptido Y; Pmch — precursor de hormona concentradora
de melanina; Pomc — proopiomelanocortina; Retn — resistina; Tnf — factor de necrosis tumoral. Adaptado
de Lopez-Gambero et al., 2022 (359).
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5.5 Deteccién de amiloidosis hepatica de ratonas hembras
5XFAD vy eficacia del DCI en la eliminacion de placas

amiloides en el higado (resultados no publicados)

Como se ha descrito previamente, el organismo posee diversos mecanismos para reducir la
carga de AB en el cerebro, siendo uno de ellos la eliminacién sistémica. Para ello, el péptido AB
es trasvasado desde el cerebro hacia el torrente sanguineo y es internalizado en diversos
drganos como el tracto gastrointestinal, rifiones y especialmente el higado a través de su unidn
al receptor LRP1 y asociado a APOE. El higado posee la capacidad de eliminar AB a través de
actividad de enzimas de degradacién o a través de la excrecidn biliar (316, 317). Se sabe a través
de estudios epidemioldgicos que los pacientes con NAFLD tienen un riesgo mayor de EA y que,
a su vez, los pacientes con EA presentan una menor degradacién hepatica de AB (75). El péptido
AB interfiere en el mecanismo de sintesis y degradacion de lipidos, y la acumulacion de AB en el
higado promueve un incremento de la neuroinflamacién en ratones y acelera el proceso de
deterioro cognitivo, evidenciando que la acumulacién hepatica de AP interfiere negativamente
en el desarrollo de la EA (77). La presencia de AB en el higado infiere negativamente en la
sefializacion de insulina, la cual es participa en la regulacion de la sintesis de glucégeno vy la
lipogénesis, mientras que la enzima degradadora de insulina es esencial para la eliminacion
hepatica de AP (360).

Debido a que en el estudio anterior observamos patologia hepatica con elevacién de enzimas
transaminasas y una mayor acumulacién de acidos grasos en el higado de hembras 5xFAD,
decidimos estudiar la presencia y acumulacién de AB en el higado y su posible asociacion a la
deficiencia en la sefializacion de insulina en el modelo 5xFAD. Uno de los métodos mas
establecidos para detectar la presencia de amiloidosis en el higado es a través de la tincion
histolégica con rojo Congo. Por ello, realizamos la tincién de rojo Congo en cortes histoldgicos
del higado de los ratones y encontramos presencia de cimulos de AB en los animales 5xFAD, la
cual no se encontraba en los controles no transgénicos (efecto genotipo: F1 51 = 102,05; p <
0,001) (Figura 13A). Los niveles de AP eran mayores en las hembras 5xFAD (interaccion sexo x
genotipo: F1,51=9,43; p<0,01) y se observd que el DCl fue capaz de reducir de forma significativa
los niveles de AP hepdatica en hembras (interaccidn sexo x genotipo x tratamiento: Fy,s; = 5,12;
p < 0,05) (Figura 13B). A través de un analisis de regresién multiple, se encontrd una asociacion
significativa positiva entre los niveles de acidos grasos en el higado de hembras con el nimero
de depdsitos AP en las hembras 5xFAD (p < 0,01) (Figura 13C). Este hecho sugiere una relacion
entre el metabolismo de lipidos en el higado y un estado patoldgico asociado a la acumulacidn
intrahepatica de Ap.
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Figura 13. Eficacia del DCI en la acumulacién de depdsitos amiloides en el higado de las hembras 5xFAD.
A) Tincién de secciones del higado con Rojo Congo, con deposiciones amiloides sefialadas con flechas. B)
Conteo total de depdsitos de amiloide en secciones del higado. C) Correlacion de Pearson de los niveles
de acidos grasos totales en higado con el nimero de depdsitos amiloides en el higado de las hembras
5xFAD. N = 6-9 por grupo. Analisis ANOVA de tres vias (sexo x genotipo x tratamiento) con la prueba post
hoc de Tukey; diferencias significativas entre el mismo tratamiento non-Tg (no transgénicos) frente a
5xFAD: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001; diferencias significativas entre el mismo genotipo de
animales sin tratamiento frente tratados con DCI: A = p < 0,05, A = p < 0,01, A = p < 0,001. DCI — D-Chiro-

inositol.
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5.6 Alteraciones en la estructura osea trabecular y cortical en
ratones 5xFAD asociadas a un desbalance en los niveles de

insulina y eficacia del DCI (resultados no publicados)

Existen diversos estudios epidemioldgicos que asocian la enfermedad de Alzheimer con un
riesgo elevado se sufrir fracturas dseas y, en el sentido contrario, presentar una BMD en edades
avanzadas se encuentra relacionado con un mayor riesgo de EA (136, 137). En general, los
pacientes de Alzheimer presentan un mayor indice de fragilidad, el cual depende de diversos
factores entre los que se encuentra una salud ésea deteriorada. De hecho, se ha detectado
previamente un fenotipo osteoporotico en modelos animales de EA y, aunque existen datos que
sugieren que puede estar ligado a una degeneracion del hipotalamo y el nicleo del rafe dorsal
o incluso a la propia accidn del péptido AB en la resorcién ésea, los mecanismos alin no estan
claros (70, 140, 300, 301). La sefializacion de insulina es esencial para el mantenimiento de la
masa 6sea a través de la regulacién de proteinas implicadas en la formaciéon de hueso como la
osteocalcina, de forma que el deterioro dseo se encuentra asociado a la resistencia a la insulina,
especialmente en pacientes de edad avanzada (142, 361, 362). Se ha mostrado previamente que
el DCly su analogo DPIN son capaces de inhibir la actividad de los osteoclastos en hueso y reducir
la resorcion dsea, mostrando resultados prometedores como terapia contra la osteoporosis in
vitro (102, 103). Por ese motivo, hemos estudiado posibles cambios a nivel morfolédgico y
estructural en el fémur de ratones 5xFAD machos y hembras modelos de EA, tratados con DCI
desde los 6 a los 10 meses de edad, para determinar su posible eficacia contra la pérdida dsea.
Dada la implicacién de la sefializacidon de insulina en el metabolismo éseo, estudiamos la posible
asociacién entre la pérdida de sefalizacion de insulina en los ratones 5xFAD.

El fémur es un hueso largo que es ampliamente utilizado en modelos animales para determinar
cambios en el crecimiento, propiedades biomecanicas, densidad o arquitectura del hueso. Para
determinar las posibles alteraciones estructurales de la microarquitectura del hueso, utilizamos
un sistema de micro-tomografia computerizada (Micro-computerized tomography (micro-CT))
en los fémures de los ratones 5xFAD, el cual fue previamente medido y pesado. La micro-CT
permite realizar una reconstruccién tridimensional del hueso y calcular pardmetros de la corteza
del hueso, asi como de sus trabéculas (Figura 14).

A) B)

Figura 14. Reconstruccién 3D del fémur por micro-CT. A) Plano externo. B) Corte transversal donde se aprecian la
corteza (exterior) y las trabéculas (interior).

En comparacién con los animales no transgénicos, los fémures de los animales 5xFAD machos y
hembras tenian un menor peso (efecto genotipo: F1,5; =91,18; p < 0,001), el cual era revertido
a un peso normal tras el tratamiento con DCI (interaccidn genotipo x tratamiento; F1, s; = 12,25;
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p < 0,001 (Figura 15A). Sorprendentemente, la longitud del fémur en las hembras 5xFAD
significativamente menor que el de las hembras no transgénicas (interaccién genotipo x sexo:
F1,52=16,78; p<0,001), lo cual indica que la patologia amiloide afecta al crecimiento longitudinal
del hueso desde el nacimiento en las hembras 5xFAD (Figura 15B). A pesar de esta menor
longitud del fémur, no la relacién peso/longitud seguia evidenciando un menor peso dseo tanto
en machos como en hembras (efecto genotipo: F1, 52 = 100,01; p < 0,001), con un efecto
significativo del DCI revirtiendo este efecto (interaccidn genotipo x tratamiento: F1 52 = 13,62; p
< 0,001) (Figura 15C).

En el andlisis del hueso trabecular por micro-CT, se observd que los ratones 5xFAD presentaban
una menor fraccion del volumen dseo (bone volumen fraction), (efecto genotipo: F1, 5, = 4,01; p
< 0,05) el cual estd asociado a la competencia mecanica, fuerza y rigidez del hueso trabecular, y
a su vez esta relacionado con el nimero de trabéculas, el cual se encontraba igualmente
disminuido en los ratones 5xFAD (efecto genotipo: F1, s, = 4,04; p < 0,05). El hecho de mostrar
un numero de trabéculas menor se tradujo en un mayor espacio o separacion entre trabéculas
(efecto genotipo: F1,52 = 3,79; p < 0,05). Ademas, mientras que los machos 5xFAD presentaban
un mayor grosor de trabéculas, éste era menor en las hembras (interaccidén sexo x genotipo: Fy,
s2 = 7,50; p < 0,01). El tratamiento con DCl normalizé en los animales 5xFAD la fraccién de
volumen dseo (interaccidon genotipo x tratamiento: F1 52 = 5,44; p < 0,05), nimero de trabéculas
(interaccién genotipo x tratamiento: Fi, s, = 4,96; p < 0,001), separacion de trabéculas
(interaccidn sexo x genotipo x tratamiento: F; 52 = 4,07; p < 0,05), pero no el grosor trabecular.
(Figura 15D-F). Puesto que la sefializacion de la insulina puede influir en la remodelacion ésea,
realizamos un analisis de regresion multiple y encontramos una asociacidn positiva significativa
entre los niveles de insulina plasmdtica en hembras con el nimero de trabéculas (p < 0,05) asi
como una asociacidon negativa con la separacién trabecular (p < 0,05), sugiriendo que la
capacidad del DCI de normalizar los cambios en la composicidon dsea en hembras 5xFAD puede
surgir, en parte, por un aumento de la sefializacion de insulina (Figura 15H, I).

Ademas de las trabéculas, analizamos también la microarquitectura de la corteza del fémur y
encontramos una disminucion del grosor cortical medio en los animales 5xFAD (efecto genotipo:
F152=20,92; p <0,001) y mas especificamente en hembras (interaccidn sexo x genotipo: Fy 52 =
4,08; p < 0,05), el cual se encuentra asociado a la densidad dsea, al drea cros-seccional total,
también disminuido en 5xFAD (efecto genotipo: Fi, 52 = 24,20; p < 0,001) y mayormente en
hembras (interaccion sexo x genotipo: F1, 52 = 4,02; p < 0,05) y al area cortical en 5xFAD (efecto
genotipo: Fy, 52 = 25,34; p < 0,001) y, de nuevo, especialmente en hembras (interaccion sexo x
genotipo: F1,52=4,21; p<0,05). El tratamiento con el DCI, de nuevo, aumento significativamente
en hembras 5xFAD los niveles de grosor cortical medio (interaccidn sexo x genotipo x
tratamiento: Fy, s, = 5,34; p < 0,05), drea cros-seccional total (interaccidon sexo x genotipo x
tratamiento: F1,5; = 6,58; p < 0,05) y area cortical (interaccidn sexo x genotipo x tratamiento: Fy,
52 = 6,81; p < 0,05) (Figura 15J-M). Al igual que en la estructura trabecular, se encontré una
asociacion significativa entre los niveles plasmaticos de insulina en hembras 5xFAD con el grosor
cortical medio (p < 0,001) y el area cortical (p < 0,001) (Figura 15N, O), evidenciando el papel de
la sefializacion de insulina en la alteracidn estructural del hueso en las hembras 5xFAD.

En conjunto, estos resultados muestran que el modelo 5xFAD reproduce un fenotipo de pérdida
de masa dsea y una alteracién estructural que es una de las posibles causas de la mayor
incidencia de osteoporosis y riesgo de fracturas en pacientes con EA. Nuestros hallazgos
sugieren que el DCI puede ser un tratamiento efectivo para evitar la pérdida 6sea en pacientes
con EA, a través de una mejora de la sefializaciéon de la insulina.
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Figura 15. Parametros auxoldgicos y alteracion de la microestructura trabecular y cortical del fémur de los ratones
5xFAD a los 10 meses de edad y efecto del tratamiento con DCI. A-C) Peso y longitud del fémur. D-F) Parametros de
la microarquitectura trabecular del fémur de los ratones 5xFAD. H-l) Correlacién de Pearson de del nimero y
separacion de las trabéculas del fémur con los niveles de insulina en plasma de las hembras 5xFAD. J-M) Parametros
de la microarquitectura cortical del fémur de los ratones 5xFAD. N-O) Correlacion de Pearson del grosor medio y el
area cortical del fémur con los niveles de insulina en plasma de las hembras 5xFAD. Analisis ANOVA de tres vias (sexo
X genotipo x tratamiento) con la prueba post hoc de Tukey; diferencias significativas entre el mismo tratamiento non-
Tg (no transgénicos) frente a 5xFAD: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001; diferencias significativas entre el
mismo genotipo de animales sin tratamiento frente tratados con DCI: A = p < 0,05, A =p < 0,01, A = p < 0,001. DCI
— D-Chiro-inositol; Non-Tg — no transgénicos.
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6. DISCUSION




En este trabajo de tesis doctoral se ha tratado de estudiar la eficacia del tratamiento con DClI,
un compuesto natural que interviene y activa la sefializacion de insulina, posee propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, como potencial tratamiento para la EA en estadios tempranos.
La caracterizacién de los mecanismos fisiopatoldgicos de la EA en estadios tempranos es esencial
para evaluar las dianas de tratamiento susceptibles de ser tratadas con el DCI. Esencialmente,
en estados prodréomicos de la EA se observan cambios a nivel metabdlico y hormonal que
incrementan el riesgo de padecer EA, entre los que se incluyen un menor peso corporal
acompafado de pérdida de peso progresiva, niveles bajos de insulina y resistencia a insulina
cerebral, disfuncion hepatica u osteoporosis. Se han descrito estos procesos en un modelo
transgénico de EA como el raton 5xFAD, permitiendo analizar la eficacia de la administracion de
DCl aminorando y frenando el deterioro metabdlico y cognitivo progresivo en estos animales.

Las aportaciones mas relevantes de este trabajo que se discutirdn en esta seccion se detallan a
continuacion:

- Primero se realizd un estudio descriptivo de la actividad fisioldgica de los inositoles,
proponiendo un modelo de ruta de sefalizacidn de la insulina donde participa el DCI, y
describiendo su capacidad antioxidante segun los resultados vistos hasta el momento.
Posteriormente, se ha profundizado en la capacidad del DCI como posible tratamiento
para la EA, interviniendo en la formacién y toxicidad del péptido AR ademas de otras
posibles dianas de tratamiento relacionadas con la disfuncién metabdlica en la periferia
y poniendo de manifiesto aquellos ensayos clinicos en marcha que involucran inositoles
y derivados del DCI.

- Posteriormente, se traté de caracterizar aquellos mecanismos que conllevan
alteraciones fisioldgicas y metabdlicas que se observan en la EA en estados prodrémicos,
tanto a nivel central como en la periferia. En este estudio, se emplearon ratones
modelos de la EA, el ratdon 5xFAD, en los cuales se definieron cudles eran las alteraciones
estructurales y de sefializacidon endocrina en el hipotalamo, asi como en la periferia, que
podrian influir en un balance energético negativo y una pérdida de peso en los ratones
5xFAD de forma similar a como se ha observado en pacientes EA. Se emplearon ratones
tanto machos como hembras homocigotas para las mutaciones (Tg>FAP/>*A%) como
heterocigotos (Tg>"") para observar los efectos de penetrancia de las mutaciones y
posibles diferencias entre sexos, dada la mayor incidencia de la EA en mujeres. Los
principales hallazgos de este estudio fueron que, a pesar de no hallarse rastros de placas
difusas o neuriticas en el hipotalamo en una edad donde empiezan a manifestarse los
primeros sintomas cognitivos, existe una disfuncién hipotaldmica asociada a un proceso
inflamatorio de activacion glial y una disminucidn de la respuesta a sefiales hormonales
como la insulina y GLP-1, las cuales se encontraban en niveles disminuidos en plasma,
ademas de la sefalizacion de leptina o grelina. Se determind que el proceso inflamatorio
en el hipotdlamo y la pérdida de sefializacion hormonal estaban relacionados con la
pérdida de peso en los animales 5xFAD, la cual resultaba mas pronunciada en hembras
y a su vez era debida a una menor ingesta de los animales, compensada con una
disminucién del gasto energético, patron observado durante el envejecimiento. En un
analisis bioquimico, se encontraron indicios de dafio hepatico y una desregulacién de
los niveles de colesterol en plasma especificamente en hembras 5xFAD, los cuales
podrian estar asociados a una desregulacion del metabolismo lipidico. La definicion de
los mecanismos de pérdida de sefializacion de insulina, inflamacién hipotaldmica y dafio
hepatico sirvieron para establecer aquellas dianas susceptibles de un tratamiento con
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DCl, el cual posee propiedades sensibilizantes de insulina, antiinflamatorias vy
hepatoprotectoras.

- El dltimo estudio publicado traté de evaluar la capacidad del DCI de revertir el balance
energético negativo en los ratones 5xFAD, centrando los efectos del DCl en los
pardmetros de ingesta, gasto energético, inflamacion hipotalamica, niveles hormonales
en plasma y patologia hepatica. En este estudio, se emplearon homocigotos 5xFAD
machos y hembras y se observé que un tratamiento con DCI desde los 6 meses de edad,
donde por primera vez se describieron los mecanismos fisiopatolégicos del metabolismo
en este modelo, hasta los 10 meses de edad, fue capaz de revertir la pérdida de peso
progresiva, en parte al regular la ingesta de los animales 5xFAD, ademas de frenar el
deterioro de la memoria a corto plazo y la flexibilidad cognitiva. Esta regulacién de la
ingesta fue asociada a una disminucidn en los parametros de inflamacién en el cerebro,
especialmente en la activacion astrocitaria (determinada por la expresion e
inmunorreactividad de GFAP), y la normalizacién de los niveles de expresion de los
neuropéptidos hipotaldmicos encargados de controlar la ingesta y el gasto energético,
como Npy, Agrp o Pomc, entre otros. Ademas, el tratamiento con DCI normalizé los
niveles anormalmente bajos de insulina, GIP y GLP-1 en los animales 5xFAD, lo cual a su
vez estaba asociado al proceso inflamatorio hipotaldmico y la pérdida de peso. Las
hembras 5xFAD mostraron un fenotipo de higado graso, asociado a niveles bajos de
insulina y a niveles elevados de FSH, indicativos de menopausia, y BDNF, asociado a
procesos inflamatorios. El tratamiento con DCI logré revertir la acumulacidn de acidos
grasos hepatica en el higado de las hembras 5xFAD. En un estudio posterior, se observo
gue el higado de los animales 5xFAD presentaba depdsitos de amiloide, siendo estos
mayores en las hembras 5xFAD y estando relacionados con los niveles de acidos grasos.
El tratamiento con DCI disminuyd el nimero de placas amiloides hepaticas en hembras,
evidenciando un mecanismo de hepatoproteccién. Ademas, los animales 5xFAD
mostraron una pérdida de masa dsea, especialmente las hembras 5xFAD, ligada a la
sefializacion de insulina y normalizada por el tratamiento con DCI.

En los siguientes apartados, se discuten los principales resultados obtenidos en durante esta
Tesis Doctoral.
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6.1 EIDCl como tratamiento de la EA

Existe una enorme demanda insatisfecha de terapias dirigidas a la EA en sus fases iniciales e
intermedias. La mayoria de las terapias farmacoldgicas destinadas a reducir o promover la
eliminacion de AB han resultado infructuosas. De hecho, aquellas terapias que reducen
significativamente los niveles de AR en el cerebro, son incapaces de frenar de forma significativa
el avance del deterioro cognitivo en los pacientes de EA, lo cual sugiere que no sélo AP, sino
otros factores no tan bien definidos, son los que en conjunto determinan el avance de la
patologia de Alzheimer. Uno de los elementos clave para abordar el tratamiento y la prevencion
de la EA es la falta de herramientas objetivas de diagndstico y seguimiento. Los estudios
epidemioldgicos revelan que tanto la pérdida de peso y la obesidad en la mediana edad, la
alteracion de parametros metabdlicos como la hiperglucemia, la hipo e hiperinsulinemia, la
hipoleptinemia, el dafio hepatico, la osteoporosis y los cambios en el microbiota estdn
positivamente correlacionados con el desarrollo de la EA en humanos (11, 363, 364).
Actualmente, existen enfoques farmacoldgicos preclinicos y ensayos clinicos recientes basados
en el uso de farmacos normalmente estudiados en la diabetes, como la metformina o la propia
insulina intranasal, en la EA (365-367). Otro enfoque propuesto es el uso de nutracéuticos,
sustancias naturales incluidas en la dieta como el DCI, que es un agente conocido por actuar
como mensajero no candnico y sensibilizar los tejidos a las acciones de la insulina. EI DCl y su
derivado 3-O-metilado, DPIN (el cual sufre desmetilacion acida y conversién a DCl en el
estdmago) han demostrado ser eficaces para el tratamiento de la diabetes, y el higado graso,
ademas de mostrar resultados prometedores in vitro contra el depdsito de AP, la actividad
inhibidora de la y-secretasa, y la disminucidn de la hiperfosforilacion de Tau en roedores (87).

6.1.1 EI DCI promueve la sefializacion de insulina y ejerce un efecto

antioxidante y antiinflamatorio

En el primer estudio, hemos evaluado el uso de nutracéuticos como los inositoles, que son en
su mayoria componentes del organismo humano y se adquieren generalmente a través de la
dieta. El uso de nutracéuticos se muestra en auge debido al cambio de tendencia de los
medicamentos farmacoldgicos y la bisqueda de alternativas basadas en compuestos naturales.
Estas moléculas pueden derivarse de procesos biotecnoldgicos de extraccion en plantas o de
fermentacidn, como remanentes de la produccién alimentaria, suponiendo una alternativa a los
procesos de sintesis quimica. En este sentido, realicé una estancia de investigacién de un afio en
la empresa biotecnoldgica EURONUTRA S.L., donde participé en ensayos de farmacocinética del
DCl y DPIN en humanos y en el proceso de obtencién del DCI a partir de vainas de algarroba en
un proceso industrial encadenado sin el uso de solventes orgdnicos contaminantes.

Los inositoles, esencialmente el myo-inositol y el DCI, suelen estar presentes tanto en el
citoplasma como en los fosfolipidos y glucanos de las membranas plasmaticas y tienen una gran
relevancia como segundos mensajeros en la sefializacién de insulina. Desde el descubrimiento
de un pseudodisacarido formado por DCI y galactosamina con propiedad insulin-mimética
aislado del higado de terneros, se ha tratado de elucidar el mecanismo a través del cual el DCI
actua en la ruta de sefializacion de insulina (368). En nuestro estudio, hemos definido que el DCI
es capaz de actuar en la sefializacién de insulina de tres formas: 1) actuando en forma de inositol-
glucano, un pseudodisacdrido formado por galactosamina y DCI 3-O-metilado (DPIN) en un
enlace B-1,4; el cual es un modulador alostérico de PP2C y PDHP; 2) estimulando la sefializacion
de insulina por la via no candnica, en forma de IPGs anclados a la membrana cuya liberacién
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estimulada por una PLD activada por la insulina promueve la seializacidon de proteinas como
pp59-" sobre IRS1, segundos mensajeros del receptor de insulina; y 3) modulando la secrecién
directa de insulina. En casos de resistencia a insulina y diabetes se observa una disminucién de
los niveles de DCl en los tejidos, el cual es debido a una menor actividad de la enzima epimerasa
activada por insulina, que cataliza la conversién de myo-inositol en DCI. Por tanto, los niveles de
DCl en plasma son un biomarcador de resistencia a insulina. De este estudio, podemos destacar
que, a pesar de que el mecanismo mas aceptado por el cual el inositol promueve la sefalizacion
de insulina es a través de su incorporacidn a IPGs en la membrana, éste es un proceso que se
produce en el reticulo endoplasmdtico y que deriva en una respuesta a la insulina a medio-largo
plazo. Sin embargo, la rapida capacidad del DCI de promover la sefializacién de insulina cuando
es administrada de forma aguda sugiere que el DCI participa directamente estimulando la
sefializacion de insulina y actla sinérgicamente proveyendo de sustrato como segundos
mensajeros en su ruta de sefializacion. El DCI ha mostrado la capacidad de reducir la demanda
de insulina en tejidos periféricos en casos de hiperinsulinemia, promoviendo directamente la
sefializacion de insulina y disminuyendo la secrecién pancreatica de insulina. No obstante, en
aquellos casos en los que se desarrolla una insuficiencia de células B-pancredticas e
hipoinsulinemia, como en estadios avanzados de resistencia a insulina o en dafio pancreatico, el
DCI es capaz de estimular y prolongar la secrecidon de insulina como se observa en pacientes
diabéticos dependientes de sulfonilureas (las cuales estimulan la liberaciéon de insulina, insulina
al cerrar los canales de K* en las células B-pancreaticas, de forma similar al mecanismo descrito
por el DCI (81, 125). Esto sugiere que el DCl es capaz de preservar la funcionalidad de las células
B-pancreadticas en diferentes situaciones patoldgicas.

El DCI, ademas, ha mostrado capacidad antiinflamatoria, disminuyendo la expresidon y los niveles
de citoquinas proinflamatorias como TNF-a o IL-6, ademas de estimular la actividad de enzimas
antioxidantes como la CAT, SOD, GSH o GPx (93-98). Dado que la deficiencia de insulina en
modelos de T1IDM provoca una disminucidn de la actividad de las enzimas antioxidantes y un
aumento de la produccién de especies reactivas, es posible que el DCI promueva la expresién
de enzimas antioxidantes a través de la estimulacidn de intermediarios de la ruta de insulina
(369). Varios varios intermediarios de la ruta de la insulina se encuentran involucrados, en la
respuesta contra el estrés oxidativo celular, como Akt o ERK, o mTOR, las cuales son activadas
directamente por el DCI, lo cual podria contribuir a la respuesta a estrés oxidativo mostrada in
vitro en ausencia de insulina (355). Hasta ahora, la mayoria de los estudios sobre la accion
antioxidante del DCI se centran en modelos animales. Los estudios realizados en tejido humano
son escasos, si bien el DClI ha mostrado in vitro una induccidon de la actividad de enzimas
antioxidantes mediante el estimulo de la sefializaciéon de insulina en células humanas. El
consumo de DPIN en pacientes con NAFLD reduce el estrés oxidativo y la acumulacién de acidos
grasos en el higado, mientras que otro estudio prospectivo con mujeres con sindrome de ovario
poliquistico (polycystic ovary sindrome (PCOS)) ha mostrado que la suplementacién con DCI
durante dos meses reduce la formacidon de grupos tiol, marcadores de estrés oxidativo,
mejorando la disfuncidn del endotelio vascular (370, 371). Ademas, el DCl es capaz de disminuir
la acumulacion de acidos grasos en el higado, asi como promover la lipogénesis en el tejido
adiposo visceral, que junto a la capacidad del DCI de regular los procesos inflamatorios asociados
al estrés oxidativo y promover la sefializacidon de insulina lo convierten en un candidato ideal
para el tratamiento de trastornos metabdlicos (86).
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6.1.2 EI DCl evita el dafio neuronal causado por AB y reduce la

hiperfosforilacion de tau

Los inositoles son candidatos sélidos para el desarrollo de nuevos enfoques para el tratamiento
o la mejora de las enfermedades crdnicas asociadas al envejecimiento, especialmente las
vinculadas a la resistencia a la insulina y al estrés oxidativo como la EA. Por ello, durante los
Ultimos afios se ha estudiado el efecto del tratamiento con DCl y sus andlogos sobre las
caracteristicas moleculares de la EA (formacién y acumulacién de AB, hiperfosforilacion de tau
o muerte neuronal), dado que se sabe que el DCl es atraviesa la barrera hematoencefilica y se
ha descrito su presencia en el cerebro. A nivel central, el isémero del DCI, el myo-inositol, cumple
un papel de la ésmosis intracelular y controla las respuestas de las neuronas y la glia a los
entornos externos. En este sentido, los trastornos psiquiadtricos como la depresién y la ansiedad
se asociaron a desequilibrios en el contenido de myo-inositol en el cerebro, mientras que el DCI,
sin embargo, se encuentra en menor cantidad en tejido cerebral y no cumple la funcién de
osmolito. No obstante, se ha descrito que el DCl evita el dafio neuronal y la degeneracién de los
axones a través de un mecanismo asociado a la disminucién del estrés oxidativo en ratones con
deficiencia de insulina (107), ademas de ademas mostrar un efecto antienvejecimiento en
Drosophila melanogaster, a través de un aumento de la sefializacién de insulina y la regulacién
de los mecanismos de autofagia, cuya disrupcion es una caracteristica de envejecimiento y
muerte celular (105, 106). Por otra parte, se ha demostrado en cultivos de células microgliales
que el DPIN inhibe la respuesta inflamatoria reduciendo la produccién de ROS, NOS,
prostaglandinas y la expresion de la expresién de citoquinas inflamatorias como TNF-q, IL-1 e
IL-6 en un mecanismo asociado a la activacién de TREM2 y la inhibicién de NF-kB (108).

Se ha descrito que otros isémeros naturales del DCI como el scyllo-inositol o el epi-inositol son
capaces de unirse por polaridad a los péptidos AB, impidiendo su oligomerizacion (372-375). No
obstante, el DCI no posee esta capacidad por la disposicidon espacial diferente de sus grupos
alcohdlicos. Si bien el DCI no evita la agregacién de AP, es capaz de reducir la capacidad
citotéxica de los oligdmeros de AB. El DCI y sus andlogos DPIN y el pseudodisacarido INS-2
promueven la sefializacién de insulina en neuronas hipocampales in vitro y, de esta forma
impiden la unién de los oligdmeros de AB a receptores de la membrana celular, impidiendo su
efecto neurotdxico sobre éstas. (1, 376). También se ha descrito previamente que el DCl y el
DPIN disminuyen la produccién de AB, inhibiendo la ruta de procesamiento amiloidogénica de
APP mediada por la y-secretasa, sin alterar el procesamiento de notch (87). EI DPIN ha formado
hasta el momento en parte de dos ensayos clinicos en fase 2, en los cuales se les administraba
a pacientes con EA moderada, reclamando una actividad inhibitoria de la y-secretasa vy
sensibilizante de insulina, mostrando una estabilizacién de la cognicién determinada por la
prueba ADAS-Cog (104). No obstante, hasta hoy no se ha reportado ningun estudio en fase 3 del
uso del DPIN como tratamiento de la EA.

En este trabajo de Tesis Doctoral, he colaborado en un estudio de la accidon del DPIN sobre tau,
dada la capacidad de la insulina de inhibir proteinas quinasas como GSK-3 o CDK5 (51, 109). En
este mecanismo, generalmente GSK-3f dispara la actividad de CDK5 a través del incremento de
niveles intracelulares de calcio en neuronas, resultando en la activacion de calpaina y por
consiguiente la escisidon de p35 en p25 y pl10, activando a CDK5. En este estudio, que no esta
incluido este trabajo de Tesis Doctoral, hemos descrito que el DCl y el DPIN es capaz de regular
y disminuir la fosforilacion de tau en el hipocampo de ratas y el modelo ratén 3xTg a través de
un mecanismo asociado a la inhibicion de CDK5 de forma independiente a GSK-3B u otras
proteinas quinasas reguladoras de tau. Este trabajo fue publicado recientemente (88) y nos
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permitid registrar la patente “Composition for preventing and treating tauopathies”
W02021048195A9, registrada en China, Japdn, Canada, Estados Unidos y Europa (110). Este
trabajo implica que el DCI posee multiples dianas en la EA asociadas a su mecanismo de accién.

Nosotros hemos abordado la EA desde el punto de vista de las etapas iniciales de la enfermedad,
ya que el proceso de envejecimiento estd estrechamente relacionado con el desarrollo de
desregulaciones metabdlicas que conducen a la resistencia a la insulina, donde los inositoles
podrian tener un potencial uso beneficioso. Esta revisidon exhaustiva del papel fisioldgico de los
inositoles nos ayuda a comprender qué beneficios puede aportar su administracién externa. El
hecho de que en la ultima década se haya aumentado el nimero de patentes y hayan
comenzado a realizarse ensayos clinicos sobre el uso de inositoles como el DCI o sus andlogos
en la EA responde a una necesidad y abre una via a la expansién en el uso de los inositoles como
posible tratamiento. La descripcion de los mecanismos de desregulacién metabdlica que
ocurren en los pacientes de EA asociados a un desbalance de la sefializacién de insulina y
procesos inflamatorios asociados son vitales para evaluar la eficacia del DCI.

6.2 La patologia amiloide en la pérdida de peso en la EA

La evidencia de estudios epidemiolégicos ha puesto de manifiesto que la pérdida de peso es uno
de los eventos que preceden a la aparicidon de sintomas de deterioro cognitivo en pacientes de
EA, y que, ademas, poseer un IMC anormalmente bajo en la mediana edad es un factor de riesgo
para el desarrollo de la EA (377). Este hecho no sélo se observa en pacientes con EA esporadica,
dado que un estudio que comparaba el IMC de 230 pacientes con mutaciones de EA familiar
(APP, PS1y PS2) presentaban un IMC significativamente mds bajo que la media mas de 10 afios
antes de la edad esperada para apariciéon de los sintomas cognitivos en la EA familiar (50-65
afios) (59). En otro estudio longitudinal se encontré que la pérdida de peso a lo largo del tiempo
es un marcador de deterioro cognitivo en aquellos pacientes que mostraban una patologia
amiloide determinada por los niveles de ABi.42/AB1.40 en el liquido cefalorraquideo, lo cual
sugiere que la pérdida de peso ocurre de forma coetdnea a la acumulacion de AP (124). Esta
idea refuerza el uso del ratén 5xFAD como modelo de estudio en nuestro trabajo, dado que es
el modelo de EA que mas fielmente reproduce los eventos de la patologia amiloide en el cerebro.

En general, a medida que la edad avanza, a partir de los 65-70 afios se produce una pérdida de
peso gradual tanto de tejido adiposo blanco como de masa magra, asociados a cambios en el
patrdon de ingesta y el gasto energético, el cual disminuye para adaptarse a la disponibilidad de
nutrientes en el cuerpo (378). La pérdida de apetito con la edad esta relacionada con muchos
factores, entre los cuales se encuentran la pérdida de la motivacién para alimentarse de forma
adecuada por el aislamiento social o la institucionalizacion (existiendo una estrecha relacion
entre la anorexia y la depresién), un deterioro progresivo de la habilidad de masticar y deglutir,
una pérdida de la capacidad olfatoria y del sentido del gusto que derivan en una menor
motivacion para la ingesta, la presencia de neuroinflamacidn y alteraciones en el mecanismo
regulador de la ingesta en el hipotdlamo y la sensibilidad a sefiales hormonales y metabdlicas
indicativas del estado metabdlico del organismo (378). Si bien todos estos factores pueden
contribuir al deterioro cognitivo en pacientes de EA, alin no se han descrito los mecanismos
asociados a la pérdida de peso en pacientes con patologia amiloide mas de 10 afios antes de la
aparicidon de deterioro cognitivo. En nuestro trabajo de caracterizacién metabdlica del ratén
5xFAD, quisimos determinar cudles eran los cambios fisioldgicos asociados a la pérdida de peso
en un modelo animal que genera acumulacién de AB de forma similar a los humanos.

93



6.2.1 Pérdida de peso vy alteraciones en la ingesta y gasto energético en el

modelo 5xFAD

En nuestro estudio numero 2, encontramos que los ratones macho y hembra 5xFAD ya
presentaban menor peso corporal que los animales no transgénicos y decidimos determinar si
la pérdida de peso de los animales 5xFAD se encontraba asociada efectivamente a una
disminucién de la ingesta y, explorando posibles diferencias ligadas al sexo. Encontramos que la
disminucién del peso corporal se encontraba principalmente a una disminucion de la ingesta de
alimentos, de forma mas destacada durante la fase activa (noche), coincidiendo con el menor
peso corporal y la pérdida de apetito mostrada por hembras 5xFAD a la misma edad de acuerdo
con otro estudio (350). En el estudio numero 3 de esta tesis doctoral, profundizamos en estos
hallazgos y observamos que, a pesar de que la ingesta en los 5xFAD a los 10 meses de edad se
disminuia de forma significativa durante la noche, la distribucion de la ingesta durante el dia 'y
la noche no se encontraba alterada significativamente, descartando que la pérdida de apetito
fuese especifica de un periodo del dia, sino como consecuencia de la ingesta acumulada durante
las 24 horas. Este hallazgo es importante, dado que se han descrito alteraciones del ritmo
circadiano en pacientes de EA y hemos encontrado alteraciones en niveles de neuropéptidos
hipotaldmicos asociados a la ingesta regulada por el ritmo circadiano, por lo que otros factores
contribuyen en conjunto a la pérdida de apetito del animal 5xFAD. El hecho de que la pérdida
de peso y la menor ingesta registrada se diera en los ratones 5xFAD homocigotos de forma mas
pronunciada que en los animales heterocigotos para las mutaciones, sugiere que la penetrancia
de la patologia amiloide esta directamente relacionada con la aparicién de alteraciones en el
metabolismo.

Como se ha descrito previamente, el sentido del olfato y del gusto juegan un papel importante
en la motivacidn para el consumo de alimentos (379, 380). La hiposmia es una caracteristica
clinica que se manifiesta temprano en la EA (381, 382). Previamente se ha observado que los
ratones 5xFAD presentan acumulacién de AP en neuronas sensoriales olfativas y el epitelio
olfatorio, mostrando respuestas alteradas a ciertos olores a los 3 meses de edad. El cambio de
patron de la preferencia por olores es mds acusado en las hembras a los 6 meses de edad,
mientras que los machos 5xFAD tienen una menor habilidad para distinguir olores a esa edad,
aunque ambos ratones 5xFAD son capaces de recordar olores previos en edades avanzadas (380,
383-385). En un estudio previo, se ha mostrado que los ratones 5xFAD tienen dificultades para
encontrar la comida cuando ésta se encuentra oculta (386). Sin embargo, esta prueba se basa
en la capacidad de coordinacién de los animales y no muestra la motivacién para la ingesta
cuando ésta se encuentra disponible ad libitum, por lo que, aunque es plausible pensar que la
pérdida del sentido olfatorio podria influir en la motivacidn para la ingesta de los animales
5xFAD, aln son necesarios estudios que correlacionen la patologia amiloide en las neuronas
sensoriales del bulbo olfatorio la ingesta en este modelo de EA.

Aunque estudios previos sugieren que la pérdida de peso en los ratones 5xFAD podria ser a
causa de la hiperactividad (349), como ocurre en otros modelos transgénicos de EA como los
ratones Tg4510 y 3xTg (119, 387, 388), nosotros hallamos que los animales 5xFAD mostraban
una tasa metabdlica mas baja. En principio, planteamos la hipétesis de que esta disminucién del
gasto energético podria estar asociada con una adaptacién a la menor disponibilidad de energia
y a la pérdida de movilidad relacionada con la neurodegeneracién, como se observd
previamente en las hembras 5xFAD a una edad mas temprana que en este estudio (348, 350). Si
bien encontramos una pérdida de movilidad a 6 meses de edad en los ratones 5xFAD, a los 10
meses de edad, la actividad locomotora se habia normalizado con la de los ratones no
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transgénicos, lo que sugiere que los ratones 5xFAD sufren una pérdida de movilidad prematura
y cambios adaptativos en el gasto energético frente a una ingesta disminuida y una a la menor
actividad locomotora. Otros modelos de EA si han mostrado una hiperactividad temprana, la
cual eleva el gasto energético. La particularidad de estos modelos es que portan mutaciones en
MAPT, promoviendo la hiperfosforilacion de tau, la cual puede ser la causa del
hipermetabolismo observado (388, 389). De hecho, cuando se suprime la sobreexpresién del
transgén de tau en el modelo Tg4510 de EA, se atenua la hiperactividad, confirmando la relacién
causal entre tau y cambios en la actividad locomotora, la cual parece asociada a la
hiperexcitabilidad de neuronas hipocampales en presencia de tau hiperfosforilada (389, 390).

En nuestro trabajo, también descubrimos que los ratones 5xFAD tenian un cociente respiratorio
(RQ) mas bajo a los 10 meses de edad, aunque solo las hembras 5xFAD lo presentaban ya a los
6 meses. Dado que la disminucién del RQ se correlaciona con un mayor consumo de O, en la B-
oxidacion de los lipidos, estos datos sugieren un descenso en la ratio de uso de carbohidratos y
un aumento de la utilizacidn de acidos grasos como fuente de energia. Este aumento en del uso
de los acidos grasos como combustible puede ser un factor de riesgo para la aparicidn de la EA.
La presencia del alelo APOE4, que tiene una mayor incidencia en las mujeres portadoras, es uno
de los factores de riesgo mds reveladores de la aparicidn tardia de la EA. Estudios anteriores han
demostrado que ratones que portan el alelo de APOE-€4 tienen menor peso corporal y masa
grasa y utilizan mds acidos grasos como combustible (391). Un estudio en mujeres jovenes
portadoras de APOE-g4 mostré una disminucién del gasto energético en reposo y un cambio
metabdlico favoreciendo la glucdlisis aerdbica en lugar de la fosforilacién oxidativa de la glucosa
(392). En general, los fendmenos observados en los ratones 5xFAD aportaron pruebas de que el
balance energético negativo que experimentan los pacientes con EA estd, al menos en parte,
relacionado con cambios en el apetito y el gasto energético, y que estas alteraciones parecen
ser mas susceptibles de ocurrir en las mujeres. Si bien el cambio de tendencia del apetito puede
deberse a diversos factores sociales y fisiolégicos como los describimos antes, nos centramos en
el estudio del hipotdlamo, dado que es la principal regidn cerebral encargada de integrar las
sefiales periféricas relativas a la disponibilidad de nutrientes y estado metabdlico y se ha
observado que los pacientes de EA presentan atrofia hipotaldmica en estados tempranos de la
EA (70).

6.2.2 La disfuncion hipotaldamica vy la inflamacién en el modelo 5xFAD
El hipotalamo, como se ha descrito antes, es uno de los principales actores que regulan el
balance energético en el organismo. La atrofia hipotaldmica y la disfuncidon neuronal en el
hipotdlamo son caracteristicas descritas en pacientes de EA (60-62). Algunos estudios también
han encontrado presencia de placas de AB y NFTs de tau en analisis post mortem de pacientes
de EA en estado avanzado (291). Por este motivo, examinamos la presencia de patologia
amiloide en el hipotdlamo de ratones 5xFAD, que podria causar una posible disfuncidn
hipotaldmica. En nuestro caso, no encontramos evidencias de placas de AP en secciones
hipotalamicas (bregma -1,58 mm; Interaural 2,22 mm) a los 6 meses de edad en los ratones
5xFAD, asi como tampoco a los 10 meses de edad, a pesar de que éstas si eran observables en
otras regiones como el hipocampo o la corteza. El hecho de que los transgenes de APPy PS1 en
el modelo 5xFAD sean controlados por el promotor de Thyl (también conocido como CD90), el
cual es especifico de neuronas, nos lleva a pensar que el hipotdlamo podria estar generando AB,
a pesar de no llegar a formar placas detectables mediante inmunohistoquimica. Por este motivo,
no puede excluirse la posibilidad de que otras formas solubles de AR como la formacidén de
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oligdmeros, la cual provoca dafio neuronal y provoca una activacién de la microglia y astrocitos,
podria ser causa de una posible alteracién de la funcidn hipotalamica.

Los trastornos metabodlicos suelen estar ligados a la presencia de una respuesta inflamatoria en
el hipotalamo. Numerosos nucleos del hipotdlamo muestran neuroinflamacion en la obesidad,
y la infiltracion de citoquinas exacerba la enfermedad (393). En nuestro estudio, a los 6 meses
de edad encontramos un aumento de los niveles de proteina de los marcadores de reactividad
de astrocitos (GFAP) y de microglia (IBA1) asi como de la expresién de genes de citoquinas Tnf e
I11b. En un estudio mas profundo a 10 meses de edad, encontramos un aumento de la expresidn
de estos genes, los cuales estaban ligados a una menor ingesta y peso corporal. Se ha descrito
previamente que un aumento de los niveles hipotaldmicos de /l1b y Tnf pueden promover la
hipofagia, ademas de una disminucidn del gasto energético y de la sensibilidad a insulina. En
general, se observa una respuesta inflamatoria en el hipotdlamo ligada a un cambio en los
patrones de ingesta. A los 6 meses de edad, encontramos, ademds, un aumento de la
fosforilacién de tau en hipotdlamo de los ratones 5xFAD, sin llegar a promover un estado
hiperfosforilado de ésta, lo que sugiere que podria haber presencia de oligdmeros y formas
solubles de AB desencadenando la respuesta inflamatoria (114). Otra posibilidad que no se
puede descartar es la infiltracion de citoquinas procedentes de la periferia en el hipotadlamo, el
cual se encuentra ubicado junto al cuarto ventriculo, dado que las alteraciones de la barrera
hematoencefdlica son caracteristica en procesos neurodegenerativos en curso con un estado
neuroinflamatorio crénico (394). Se cree que la inflamacidon en el hipotdlamo provoca
alteraciones en el metabolismo. El modelo de ratén 3xTg de EA también ha demostrado tener
una elevada expresion de Il1b, Tnf e 1l6 en el hipotdlamo (111, 112). Ha sido decrito que tanto
IL-1B como TNF-a hparticipan en la alteracidn de la homeostasis energética en el hipotalamo,
de forma que, en el ARC del hipotdlamo, IL-1B puede provocar hipofagia y disminuir el peso
corporal (395), mientras que se ha visto que TNF-a en el hipotdlamo puede provocar una
disminucién del gasto energético y resistencia a insulina (113).

En general, el hipotdlamo ejerce un fino control del balance energético a través de la secrecion
e interaccidn de varios neuropéptidos. Entre ellos, la orexina aumenta el apetito y la vigilia en el
contexto de la busqueda de alimentos, y la MCH estimula el consumo de alimentos apetecibles
y promueve la somnolencia. NPY y AgRP promueven el aumento de la masa corporal y estimulan
el apetito, mientras que POMC y CART provocan la pérdida de peso al inhibir la ingesta de
alimentos y estimular el gasto energético (396-399). La secrecidén de estos neuropéptidos debe
estar equilibrada para regular la conducta de ingesta y la homeostasis energética general. En
todo el hipotdlamo, identificamos la expresiéon del ARNm de estos neuropéptidos.

Aunque la expresién de los neuropéptidos clave que regulan la ingesta de alimentos en el ARCy
el PVN, Npy, Agrp, Pomc y Cartpt, no estaba significativamente alterada a los 6 meses de edad,
ya se observaba una pérdida de la sefializacidn hipotaldmica de la insulina y la leptina en los
ratones 5xFAD (400). La menor ingesta en ratones 5xFAD ha sido relacionada por otros autores
con problemas neurodegenerativos y motores que dificultan la masticacién (401). A los 10
meses de edad, encontramos que la expresion de Pomc y Cartpt disminuyd significativamente
en los ratones 5xFAD, lo que podria ser el resultado de un deterioro de la sefializacién hormonal
de lainsulina y la leptina en el hipotdlamo (402, 403). Aunque la disminucidn de la expresion de
los neuropéptidos orexigenos Npy, Agrp y Pmch en los ratones 5xFAD no es tan significativa,
esta situacién indica la pérdida de la capacidad de gobernar la ingesta y el gasto de energia en
los animales 5XFAD a una edad mds avanzada. Se ha descrito que la presencia de fragmentos de
AB hace que la expresion de Npy disminuya en cortes de cerebro de ratones Tg2576 modelos de
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EA (118). Ademas, en este mismo modelo ya ha sido descrito una menor expresidn de Npy, Agrp,
Pomc y Cartpt, mientras que otro estudio en el modelo 3xTg ha puesto de manifiesto un
aumento de la expresién de genes inflamatorios en el hipotdlamo, los cuales estaban
relacionados con menores niveles de Agrp y Pomc (63, 119). En pacientes humanos con EA, se
ha observado una disminucién de los niveles del neuropéptido NPY en la regidn de la corteza
cerebral, amigdala, asi como en plasma, el cual se encuentra ademas ligado a un efecto de
neuroproteccién y estrés (120-123). Sin embargo, existen escasos estudios describiendo la
sefializacion hipotalamica de neuropéptidos en el contexto de la EA y posibles alteraciones
metabdlicas subyacentes. En general, en nuestro estudio encontramos que el aumento de la
expresion de citoquinas, especialmente en los marcadores inflamatorios Gfap, Tnf y Il1b se
encontraban asociados a una menor expresion de Npy, Agrp, Pomc, Cartpt en los ratones 5xFAD,
asociados a su vez a una menor ingesta y peso corporal. En este sentido, también encontramos
una asociacion significativa entre el peso corporal y una menor expresion de irisina, el cual esta
ligado al gasto energético y la sensibilidad a la insulina, asi como a una mayor expresidn de Igf1,
cuya expresion se encuentra elevada en el cerebro a causa del aumento de la produccion de
citoquinas (404, 405). Es plausible pensar que la patologia amiloide subyacente podria afectar a
la expresion y liberacién de neuropéptidos hipotaldmicos responsables del manejo de la
homeostasis energética, provocando un estado neuroinflamatorio que alteraria la respuesta de
las neuronas hipotaldmicas como centro integrador de informaciéon del estado energético del
organismo. Sin embargo, no podemos descartar que otros eventos que ocurren en la periferia
puedan estar afectando y provocando una neuronifmalacién hipotaldmica.

6.2.3 La eficacia del DCl en la reduccidén de la respuesta inflamatoria en el

hipotalamo y el balance energético

En anteriores trabajos, se ha evaluado el efecto del DCI en la ingesta, mayormente asociado a la
resistencia a la insulina. En general, el uso del DCl y sus andlogos ha mostrado resultados
dispares, en tanto que en algunos casos se observa un efecto saciante a través de la activacion
de la ruta de Akt, disminuyendo la expresidn de Npy en modelos animales y pacientes que
padecen de resistencia a insulina u obesidad, mientras que se ha observado en ratones que en
ayunas se observa el efecto contrario, aumentando la expresién de Npy y Agrp; y en otros casos
no se observa un efecto neto sobre la ingesta o el peso corporal (82, 406-408). El DCI es un
sensibilizante de insulina y se ha visto que actla a través de la ruta de senalizacion de PP2Caq,
activando los canales de potasio modulados por ATP (Kate) (81, 125). El uso de farmacos como
la insulina o secretagogos de ésta como las sulfonilureas, las cuales actuan a través del
mecanismo anteriormente descrito, y promueven una ganancia de peso en pacientes con T2DM,
a través de mecanismos asociados a un aumento de la ingesta por la modulacién de Kare en el
hipotdlamo (409). A pesar de que se ha estudiado previamente la eficacia del tratamiento con
DCI sobre parametros de estrés oxidativo e inflamacién, hasta la fecha no existen datos que
relacionen la eficacia del DCI en un contexto de inflamacién hipotaldmica, teniendo en cuenta
que ciertos eventos de inflamacidon hipotaldmica han sido asociados a la hipofagia, asi como a la
hiperfagia (410).

En el trabajo de esta tesis doctoral, hemos observado que nuestro modelo animal 5xFAD
presenta una inflamacién hipotalamica con activacion microglial y reactividad astrocitica que
disminuye la expresion de los neuropéptidos Npy, Agrp y Pomc, derivando en la pérdida del
mecanismo de regulacion de la ingesta y el gasto energético, provocando hipofagia y derivando
en la supresion de la ingesta y la pérdida de peso. Durante 4 meses de tratamiento, fuimos
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evaluando los cambios en el peso corporal y la ingesta de los animales tratados con DCI. En los
ratones 5xFAD, el tratamiento oral con DCI normalizd la ingesta al peso corporal, disminuida en
los ratones 5xFAD, y elevé parcialmente el gasto energético, mayormente en las hembras 5xFAD.

Es probable que lainflamacion del hipotalamo y la sefializacidon neuroendocrina estén implicadas
en el proceso por el que la DCI recupera parcialmente el apetito en los ratones 5xFAD, por lo
qgue evaluamos el efecto del DCI en la expresidn génica de neuropéptidos y citoquinas en el
hipotdlamo, ademas de la inmunorreactividad especifica de GFAP astrocitica e IBA1 microglial
en los nucleos hipotaldmicos involucrados en el control del balance energético: ARC, VMN, PVN,
DMN y LH. No observamos alteraciones en la expresién de citoquinas proinflamatorias en los
animales 5xFAD tratados con DCl a pesar de que se sabe que la DCI tiene un efecto
antiinflamatorio. Observamos un intrigante descenso de //6 por debajo de los niveles normales
en los ratones 5xFAD tratados con DCI. Anteriormente se ha demostrado que la expresién de //6
en el hipotalamo disminuye la expresién de Pomcy Npy (411). En nuestro caso, observamos una
relacidn inversa significativa entre 1/6 y Agrp en ambos sexos. Por lo tanto, el efecto de DCl sobre
la expresion de la 116 y su posible contribucidon a la regulacidn hipotaldmica de la homeostasis
energética sigue sin conocerse.

A pesar de que el DCI tuvo un efecto moderado en la expresion génica de las citoquinas
inflamatorias, hallamos un descenso de la expresién de Gfap e Igfl en el hipotalamo de los
ratones 5XxFAD, con mayor significancia en las hembras. A pesar de que IGF-1 es un factor trofico,
la expresién de IGF-1 estd ligada a la reactividad de astrocitos y a los niveles de GFAP, como se
ha observado en isquemia y lesiones traumaticas cerebrales en roedores (404, 412, 413). En
consecuencia, se observé un aumento de la expresidn de los neuropéptidos orexigenos y
anorexigenos hipotaldmicos, a causa del descenso de la expresién de Gfap. El hecho de que la
Gfap se asociara negativamente con la expresién de neuropéptidos orexigenos y anorexigenos
sugiere que la activacién astroglial interfiere significativamente con la actividad neuronal
hipotaldmica. Ademas, el andlisis de inmunofluorescencia revelé que la sefial de GFAP estaba
fuertemente asociada con el ARC y el VMN, ambos reguladores principales de la ingesta de
alimentos, asi como con el PVN en las hembras 5xFAD, y el tratamiento con el DCl logré disminuir
la cantidad de GFAP en los nucleos hipotaldamicos mencionados. Sin embargo, no se observaron
cambios en la inmunorreactividad de IBA1 en el hipotdlamo. Como resultado, estos hallazgos
implican que la disfuncién hipotalamica en los ratones 5xFAD estd causada por la astrogliosis y
no por la microgliosis. Es posible que la inflamacién hipotaldmica y la activacién de astrocitos en
los ratones 5xFAD sea desencadenada por la presencia de oligdmeros de AB en el hipotalamo
no detectados por téncicas de inhunohistoquimica. Dado que se ha observado que el DCI es
capaz de disminuir la neurotoxicidad asociada a los oligdmeros de AR, es posible que éste sea
uno de los mecanismos por el cual el DCI restablece el control hipotaldamico del balance
energético.

6.3 El DCI frena el progreso del deterioro cognitivo en los
ratones S5xFAD

A partir de los 6 meses de edad, los ratones 5xFAD ya mostraban defectos cognitivos en la
memoria a corto plazo, como se muestran en el YM y se ha descrito previamente. A los 10 meses
de edad, los ratones 5xFAD machos y hembras tratadas con DCI mostraron una mejora en el
patrdn de alternancia, evitando el declive progresivo de los ratones 5xFAD sin tratamiento. Junto
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con la memoria de trabajo, los animales se sometieron a la prueba de MWM para evaluar los
cambios especificos en la memoria de referencia dependiente del hipocampo, la memoria de
lugar y la flexibilidad cognitiva, determinados por la latencia para alcanzar la plataforma en las
fases visual, de adquisicion y de inversion de MWM, respectivamente. Los machos 5xFAD
tratados con DCI mostraron un mejor rendimiento en la fase de inversién en comparacién con
los machos 5xFAD sin tratamiento, demostrando una mayor flexibilidad cognitiva. Estos
resultados sugieren que el tratamiento con DCl atenua el deterioro cognitivo en tareas
visoespaciales que requieren tanto memoria de trabajo como plasticidad cognitiva,
especificamente en los machos. El hecho de que el DCI mostré una capacidad de mejora
cognitiva superior en los ratones macho respecto a las hembras 5xFAD es probablemente debido
a un inicio mas temprano y agresivo de la manifestacién de declive cognitivo en las hembras
5xFAD. Este hecho evidencia que, ademas de aminorar las alteraciones metabdlicas mostradas
en los ratones 5xFAD, el DCl es capaz de frenar el declive cognitivo. Es plausible pensar que la
pérdida de peso y la disfuncidon endocrina de los ratones 5xFAD estén ligadas a la patologia
amiloide, la cual define el progreso de deterioro de la memoria en los ratones 5xFAD. Por lo
tanto, el DCI, a través de su accion en la periferia y el sistema nervioso central, es capaz de frenar
las manifestaciones cognitivas de la EA.

6.4 Los ratones 5xFAD presentan alteraciones hormonales vy
lipidicas en plasma ligados al sexo

Los estudios de seguimiento en humanos han puesto de manifiesto el valor predictivo de los
niveles de insulina plasmatica en ayunas en la EA, mostrando que los niveles de insulina basal
excesivamente bajos eran mayores predictores del riesgo de desarrollo posterior de demencia
y EA en comparacidn con los niveles de insulina elevados, independientemente del desarrollo
preclinico de diabetes tipo 2 (11, 115). Esto perfila una asociacion en forma de U entre los niveles
de insulina plasmatica en ayunas y el riesgo de desarrollar EA. En estos estudios, el menor peso
corporal estaba relacionado con niveles de insulina menores en plasma (11, 115). Ademas de la
insulina, se ha observado en pacientes con EA que los niveles bajos de insulina en plasma
representan un mayor riesgo de desarrollo de demencia (414). Este hecho es probablemente
relacionado al mayor riesgo de demencia de tipo EA en individuos con menor IMC en la mediana
y avanzada edad, donde paradéjicamente un IMC elevado es un efecto protector contra la EA.
Dado que otras hormonas como GLP-1 o GIP se han postulado como terapias en la EA debido a
sus efectos neurotroéficos, junto a la insulina, la cual juega un amplio papel en la resistencia a
insulina cerebral en la EA, decidimos determinar el estatus metabdlico y hormonal en plasma de
los ratones 5xFAD (415).

Ademads de la insulina, se ha postulado que las hormonas hipofisarias juegan un papel
importante en el desarrollo de la EA, especialmente aquellas ligadas a la patologia en mujeres.
Existe controversia sobre el papel de los estrogenos como factores neurotréficos en la EA, de
modo que la terapia de reemplazo hormonal con estrégenos en mujeres ha mostrado tanto una
mejora como un empeoramiento de la capacidad cognitiva tras la menopausia (416, 417). Sin
embargo, otros estudios han mostrado una mayor incidencia de la demencia de tipo Alzheimer
en mujeres con niveles elevados de FSH, los cuales se incrementan durante la menopausia (308-
310). Por otra parte, niveles disminuidos de hormona estimulante de la tiroides (thyroid-
stimulating hormone (TSH)) en plasma (418), asi como alteraciones en el eje GH-IGF-1, cuya
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actividad disminuye con la edad y estd asociada al envejecimiento prematuro observado en la
EA (419).

Dado que, por lo general, la obesidad y la pérdida de peso se encuentran relacionados con
niveles plasmaticos de TAGs y colesterol, los cuales han demostrado mostrar una relaciéon con
el riesgo de desarrollo de demencia en la EA. De hecho, el uso de estatinas, las cuales interfieren
en la sintesis de colesterol en el organismo, asi como de terapias orientadas a regular los niveles
de LDL y HDL, han mostrado una reduciendo los problemas cognitivos mostrados por los
pacientes de EA. Por todo ello, decidimos evaluar los niveles plasmaticos de las hormonas
metabdlicas, hipofisarias y el perfil bioquimico en plasma de los ratones 5xFAD.

6.4.1 Los ratones 5xFAD presentan niveles reducidos en plasma de
secretagogos de insulina, insulina y otras hormonas y perdida de
sefializacion endocrina en el hipotalamo

El ratdon 5xFAD mostrd un declive generalizado, dependiente de la edad, en la sefializaciéon
endocrina, particularmente en las hormonas asociadas a la sefializacién de la insulina. A los 6
meses de edad, los animales 5xFAD presentaban niveles bajos de insulina en plasma, ademas de
alteraciones especificas en las hormonas secretagogas de insulina, GIP y GLP-1, las cuales se
exacerbaron a los 10 meses de edad. Puesto que la sefializacion endocrina hipotalamica es
esencial para la regulacion del balance energético, decidimos evaluar la expresién génica y los
niveles de proteina y activacion de receptores endocrinos en el hipotdlamo, asi como el de los
intermediarios de las rutas de sefalizacion. El fenotipo metabdlico de los ratones 5xFAD a los 6
meses de edad fue acompafiado de una disminucién de la sefializacion hipotaldmica de la
insulina, la leptina y el GLP-1, tal y como demuestra la baja actividad de los receptores de insulina
y leptina y de los mensajeros secundarios IRS1 y transductor de sefiales y activador
transcripcional 5 (signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5)), respectivamente,
asi como de los sensores metabdlicos mTOR, AMPK y ERK, los cuales interactdan en la ruta de
sefializacion de sendas hormonas. En consonancia con esto, a los 10 meses de edad los niveles
de expresidn del receptor de insulina Insr se encontraban disminuidos tanto en machos como
en hembras, mostrando una pérdida de sefializacion de insulina generalizada y progresiva en el
hipotdlamo de los ratones 5xFAD. Por otra parte, las hembras 5xFAD mostraron una menor
expresion del receptor de leptina a los 10 meses de edad, no observado en los machos 5xFAD.
Si bien los niveles bajos de insulina en plasma podrian contribuir a una activacién disminuida de
los receptores de insulina hipotalamicos, la menor expresion y actividad del receptor de insulina
podria deberse a una pérdida de la capacidad neuronal de responder a las sefiales hormonales
de la periferia. Este parece ser el caso con las hembras 5xFAD, las cuales muestran una respuesta
disminuida a la leptina a pesar de presentar niveles plasmaticos de leptina similares a las
hembras no transgénicas. Se sabe que la inflamacién hipotaldmica deteriora la respuesta
neuronal a las sefiales neuroendocrinas, como la insulina y la leptina (420), y se observa en
ratones con EA (421). Tanto la insulina como la leptina son importantes factores de crecimiento
neuroprotectores y se ha observado que el deterioro de la sefializacién de la insulina, la leptina
y el GLP-1 en el hipotalamo contribuye al empeoramiento de la patologia AB (422).

La sefializacion de GIP y GLP-1 en el hipotdlamo contribuye a la sensibilidad a la insulina y
también proporciona un efecto neuroprotector y modula la ingesta de alimentos y el gasto
energético (423, 424). Si bien los niveles bajos de GIP y GLP-1 podrian ser una de las posibles
causas de los niveles disminuidos de insulina en plasma, es posible que la hipoinsulinemia
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mostrada por los ratones 5xFAD sea causada por otros factores, como una respuesta
hipotaldmica deficiente o a la presencia de agregados de AP en el pancreas, los cuales ya se han
observado en el modelo 3xTg contribuyendo a la pérdida de células B-pancredticas y a menores
niveles de insulina en plasma (116, 117). La disminucién de los niveles de GLP-1, GIP y grelina se
ha determinado previamente en ratones 3xTg, donde la pérdida de secrecion hormonal en el
tracto gastrointestinal es progresiva con la edad (425).

A pesar de presentar un menor peso corporal, los ratones 5xFAD no mostraron niveles menores
de leptina en plasma, pero si de otra de las adipoquinas secretadas en el tejido adiposo, la
resistina, la cual esta implicada en el desencadenamiento de una respuesta inflamatoria en el
cerebro y en la resistencia hipotaldmica a la insulina mediante su unién a los receptores TLR4
(426-428). De hecho, la expresion de resistina hipotaldmica (Retn), la cual ejerce un efecto
paracrino, también se encuentra disminuida especificamente en hembras 5xFAD, tanto a los 6
como a los 10 meses de edad. Ademas, la asociacidon entre los niveles de resistina y el aumento
de los marcadores inflamatorios en pacientes con EA sugiere un papel proinflamatorio de la
resistina en la EA (429). Encontramos que los niveles plasmaticos bajos de resistina estaban
positivamente relacionados con el bajo peso corporal tanto en machos como en hembras, lo
que también podria deberse a la reduccion de la masa grasa en los ratones 5xFAD. Si bien
encontramos mayores niveles de expresion y proteina de TLR4 en el hipotalamo de los ratones
5xFAD, este receptor se encuentra ligado a respuestas inflamatorias desencadenadas por otros
ligandos, lo cual explicaria la mayor actividad de TLR4 en el hipotdlamo como parte del estado
neuroinflamatorio observado en el hipotdlamo. Dado que la infusién central de resistina modula
la actividad neuronal hipotalamica y promueve la ingesta de alimentos, los bajos niveles de
resistina pueden implicar un papel importante en la regulacion del apetito mds que en el proceso
neuroinflamatorio en los ratones 5xFAD. Ademas, la asociacion entre los niveles de resistina y
el proceso neuroinflamatorio en el hipotadlamo parece ir en direccion opuesta, ya que
observamos una asociacidén negativa entre la resistina y la expresion hipotaldmica de //1by Tnf
en hembras 5xFAD, lo que sugiere una importante interaccién entre la neuroinflamacion
hipotaldamica, los niveles de resistina y la pérdida de peso observada especificamente en las
hembras. Nuestros resultados parecen estar en consonancia con resultados anteriores que
muestran una reduccion de las fibras de resistina hipotalamicas tanto en ratones jovenes obesos
como en ratones jovenes con falta de peso y privados de alimentos (430). De acuerdo con esto,
el dafio inducido al ARC, donde la resistina se colocaliza con las neuronas POMC, disminuye la
inmunoreactividad de la resistina (430).

Otra hormona importante en la sefializacidn de insulina y el control de la ingesta es la grelina.
De esta forma, se observaron niveles plasmaticos menores de grelina en las hembras 5xFAD a
los 6 y 10 meses de edad, aunque no se observaron cambios significativos en los niveles de
proteina del receptor de grelina en el hipotdlamo. La grelina también ejerce un efecto
neuroprotector en la EA independientemente de la seializacidn de la insulina y promueve la
ingesta de alimentos (431, 432). El tratamiento de ratones 5xFAD con el agonista de la grelina
MK-0677 ha demostrado que disminuye la carga de AP, la neuroinflamacién y la
neurodegeneracion en el hipocampo (433). Anteriormente se ha observado en el modelo de
ratdn Tg2576 de la EA que las neuronas secretoras de NPY en el hipotalamo pierden la respuesta
a la leptina y a la grelina, en presencia de péptidos AP, lo cual sugiere que formas oligoméricas
solubles de AB podrian estar contribuyendo a un menor control de la regulacién hipotalamica
de los procesos de homeostasis de energia (402).
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6.4.2 Los ratones 5xFAD muestran niveles alterados de hormonas hipofisarias

en plasma especificas de sexo

Actualmente existen diversos estudios prospectivos que muestran un riesgo incrementado de
EA con niveles plasmaticos incrementados de FSH, alteraciones en el eje GH-IGF-1 y niveles
disminuidos de TSH y ACTH (308-310, 418, 419, 434). De hecho, debido a los efectos tréficos de
la GH, una de las terapias propuestas para retrasar deterioro cognitivo es la terapia con GH
recombinante humana (recombinannt human GH (rhGH)) y la GHRH estimulante de la secrecién
de GH, las cuales muestran resultados dispares (435, 436). Cuando se analizaron las hormonas
hipofisarias, encontramos una disminucién de la GH, TSH y ACTH plasmatica en los machos
5xFAD, mientras que el BDNF y la FSH en plasma aumentaron en las hembras 5xFAD.

En el caso de los machos 5xFAD, no existe una razdn clara para el descenso de los niveles
plasmaticos de ACTH, TSH y GH especifica de los machos. Previamente se ha determinado en
una cohorte de pacientes de EA niveles inferiores de TSH, asociados a factores de riesgo
cerebrovascular, cuya causa podria deberse al patrén neurodegenerativo de la EA, afectando a
la capacidad hipofisaria para secretar hormonas, o a una respuesta hipofisaria disminuida a la
hormona liberadora de tirotropina (thyrotropin-releasing hormone (TRH)) (437). Sin embargo,
este estudio fue realizado tanto en hombres como en mujeres, por lo que no explica la
especificidad de la disminucién de TSH hipofisaria en los ratones macho 5xFAD. Por otra parte,
se han encontrado defectos en el eje GH-IGF-1 de pacientes con EA, aunque mayormente
asociados a IGF-1. La GH es esencial para estimular la produccion de IGF-1, de forma que la
pulsatilidad y respuesta a GHRH de las neuronas que liberan GH disminuye con la edad, lo cual
podria estar relacionado con un envejecimiento prematuro. (438). La pérdida de sensibilidad
hipofisaria a estimulos hormonales provenientes del hipotdlamo podria ser la causa de los
niveles disminuidos de ACTH observados en los ratones macho 5xFAD. Previamente hemos
observado una reduccion en la expresién de Pomc hipotalamica, especialmente en los ratones
macho 5xFAD. Dado que la ACTH es un subproducto del procesamiento de POMC, es también
posible que los niveles plasmaticos disminuidos de ACTH se deban una menor produccién de
POMC hipofisaria.

En el caso de las hembras 5xFAD, estudios prospectivos ya han mostrado que los niveles
elevados de FSH en plasma en mujeres son indicativos de mayor riesgo de EA (308-310). El
aumento de la secrecién de FSH es una respuesta a la anovulacién producida durante la
perimenopausia, por tanto es posible que los niveles elevados de FSH en plasma de las hembras
5xFAD se deban a una pérdida de fertilidad (439). Asimismo, se ha observado en mujeres
posmenopdusicas que los niveles elevados de FSH se asocian negativamente con niveles bajos
de insulina basal, observados en los ratones 5xFAD (126). Debido a la relacidn entre los niveles
elevados de FSH con la incidencia de demencia y EA en mujeres durante la peri-menopausia, el
aumento de FSH plasmatico podria suponer un marcador de envejecimiento prematuro en las
hembras 5xFAD. Por otra parte, la elevacidn del BDNF en las mujeres 5xFAD es paradigmatica,
ya que se han encontrado resultados contradictorios respecto a la concentracion de BDNF en
plasma en el deterioro cognitivo, pero se han observado previamente niveles elevados de BDNF
en pacientes con EA moderada, probablemente asociados a una reaccion de estrés e inflamacion
(440). Dado que encontramos una asociacion significativa entre los niveles plasmaticos de BDNF
con la expresién hipotaldmica de Gfap e Igfl, es plausible pensar que BDNF participe en la
respuesta inflamatoria de las hembras 5xFAD.
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6.4.3 El perfil lipidico plasmatico se encuentra alterado en los ratones 5xFAD
El hecho de que la obesidad y los problemas cardiovasculares sean predictivos de una mayor
incidencia de EA ha llevado a multiples estudios longitudinales que relacionan los niveles
plasmaticos de TAGs, colesterol o proteinas lipidicas con la aparicién de sintomas o la
prevalencia en la EA. Se ha demostrado que unos niveles elevados de colesterol o LDL y unos
niveles bajos de HDL contribuyen al riesgo de padecer EA, debido a los cambios en la estructura
de la membrana de las neuronas y a la acumulacidn y procesamiento de fragmentos amiloides
(441, 442). Sin embargo, los resultados generalizados siguen siendo controvertidos, ya que otros
estudios muestran que la terapia lipidica que aumenta los niveles de LDL y disminuye los de HDL
en pacientes con EA promueve mejores puntuaciones en las pruebas cognitivas (443). En cuanto
a los estudios en animales, se ha mostrado una distribucién de lipidos alterada en el cerebro de
ratones 5xFAD junto con la patologia AB (444, 445).

En nuestro estudio encontramos una disminucion de los niveles de TAGs en plasma en los
ratones 5xFAD principalmente en las hembras a 6 meses de edad y en ambos sexos a 10 meses
de edad, junto a una disminucién de colesterol plasmatico en machos 5xFAD a los 10 meses de
edad. Estos resultados son similares a otro estudio que mostraba bajos niveles plasmaticos de
TAGs y colesterol total en los machos y hembras 5xFAD a los 12 meses de edad. Mientras que
este estudio también mostraba una disminucion de HDL y LDL en los machos, nosotros no
encontramos diferencias significativas en los ratones 5xFAD (446). La disminucién de los niveles
de TAG y colesterol en los animales 5xFAD puede ser consecuencia de un menor contenido de
grasa en el tejido adiposo, como se ha descrito previamente (447). De hecho, en aquellos
estudios prospectivos que mostraban el riesgo incrementado de EA en pacientes con niveles
bajos de insulina en plasma y menor IMC y aquellos que mostraban una pérdida de peso, se ha
encontrado que los aquellos pacientes con niveles inferiores de insulina muestran unos niveles
menores de TAGs en plasma, mientras que existe una asociacion significativa entre la pérdida
de peso y los niveles de TAGs plasmaticos, asi como una tendencia a también, disminucién del
colesterol total en plasma (11, 124). En un analisis correlativo encontramos una asociacion
estrecha entre los niveles plasmaticos de insulina, TAGs y la expresién de genes hipotaldmicos
de inflamacidn y neuropéptidos, confirmando que el modelo 5xFAD muestra una alteracidn de
los parametros metabdlicos en la periferia relacionada con aquellos mecanismos que derivan en
la pérdida de peso. No podemos descartar que otra posible causa de la disminucidn de niveles
plasmaticos de lipidos sea debido a un cambio de tendencia hacia la B-oxidacidn lipidica
preferentemente como fuente de energia respecto a los carbohidratos, de acuerdo con la
disminucién de la RQ observada en los ratones 5xFAD, ya que las mediciones de RQ mds bajas
se correlacionan con un mayor consumo de O, en la B-oxidacion de los lipidos.

6.4.4 La eficacia del DCI en la normalizacidon de los niveles de hormonas y

lipidos en plasma en los ratones 5xFAD
Uno de los principales factores que se encuentra asociado al desbalance metabdlico de los
ratones 5xFAD es la disminucidn de los niveles plasmaticos de insulina y de la sefializacion de
insulina en el hipotalamo, de forma que la concentracion de insulina en plasma se encuentra
asociada a la inflamacién hipotalamica y la ingesta. Ademas de la insulina, tanto GIP como GLP-
1, que estimulan su secrecién, también han mostrado niveles disminuidos en plasma en los
ratones 5xFAD, asociados a los cambios metabdlicos anteriormente descritos.
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La capacidad del DCI de normalizar los niveles de insulina en plasma de los ratones 5xFAD puede
deberse a diversos factores. Hay estudios que indican que el DCI, ademas de ser un sensibilizante
de la insulina y disminuir el requerimiento de insulina durante la ingesta, es capaz de promover
la actividad de las células B-pancredticas y estimular la libracidn de insulina a través de la ruta
de sefializacion de PP2Ca, activando los canales de potasio modulados por potasio (Kare) (81,
125). De hecho, su uso es sinérgico junto al de las sulfonilureas para estimular la secrecidn de
insulina, de forma que el DCI actua a través de varios mecanismos complementarios para
mantener la secrecién de insulina. A pesar de que no hemos estudiado la patologia amiloide en
el pancreas de los ratones 5xFAD, se sabe que la APP se expresa en el pancreas humano y murino
y otros estudios en el modelo 3xTg han mostrado acumulacién de AB en los islotes pancreaticos
ademads de una pérdida de la masa de células pancredticas, derivando en una pérdida de la
secrecion de insulina que se produce antes de que se formen las placas de AB, sugiriendo que la
formacién temprana de oligémeros en el pancreas (65, 296). De hecho, la formacion de sAPP
induce la secrecion de insulina, por lo que el procesamiento aberrante de APP hacia AB podria
estar disminuyendo la capacidad de secrecidn de insulina. Otro de los mecanismos por el cual el
DCI podria estar restaurando la secrecién de insulina es impidiendo la unién de los oligémeros
de AB a las células pancredticas, conservando la funcionalidad de del islote pancreatico, o
previniendo el dafio celular causado por el estrés oxidativo, como se ha mostrado previamente
en islotes pancreaticos de ratas inyectadas con STZ y ratones modelos de diabetes (1, 448-450).
Este hecho es plausible, debido a que no encontramos diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de glucagdn, cuya liberacién no se ve afectada por sAPP (296).

Dado que la secrecién de insulina también depende de la accién de secretagogos como GIP y
GLP-1, liberados en las células K (GIP) y L (GLP-1) del tracto gastrointestinal, es plausible pensar
gue la normalizacién de los niveles plasmaticos de ambas hormonas, las cuales se mostraban
disminuidas en el plasma de los ratones 5xFAD, pueda contribuir a la restauracion de la
sefializacion de insulina. A pesar de que no existen estudios previos que relacionen el DCl con la
secrecion de los péptidos gastrointestinales, se ha determinado previamente también que existe
acumulacién de AB en el tracto intestinal, y que los ratones 3xTg muestran una pérdida de la
liberacion de GIP, GLP-1y grelina en edades avanzadas (116, 117). En nuestro trabajo, el DCI fue
capaz de normalizar los niveles de GIP y GLP-1 en plasma de los ratones 5xFAD, por lo que es
posible pensar que el DCl sea capaz de aminorar la respuesta de inflamacién y estrés oxidativo
causada por la acumulacién de AP en el tracto gastrointestinal, la cual podria estar afectando a
la capacidad de las células Ky L en la secrecion de GIP y GLP-1. Los ratones 5xFAD muestran
presentan un microbiota alterado a edades avanzadas (451), lo que podria estar alterando la
secreciéon de GIP y GLP-1, la cual se correlaciona con la presencia de ciertas familias bacterianas
y se ve afectada por procesos inflamatorios intestinales (452). Estudios anteriores han mostrado
que la suplementacién con el analogo del DCI, el DPIN, restaura el microbiota intestinal y la
abundancia de bacterias asociadas al control glucémico en ratas diabéticas, por lo que la
suplementacién con DCI podria inferir en el microbioma de los ratones 5xFAD en un mecanismo
qgue implica la produccidn deficiente de GIP y GLP-1. En nuestra patente para el uso del DCl como
compuesto para el tratamiento de taupatias, hemos determinado que el DCl y su andlogo DPIN
son capaces de estimular la liberacion de grelina en las células enteroendocrinas del tracto
gastrointestinal. A pesar de que sdélo se encontré una disminucién de grelina plasmatica en las
hembras 5xFAD a 6 meses de edad, mientras que a los 10 meses de edad los niveles de grelina
en plasma se encontraban normalizados, sin mostrar ningun efecto del DCI en el aumento de
sus niveles plasmaticos, probablemente debido a su capacidad estimulatoria en dosis agudas,
en tanto que los ratones fueron sacrificados tras horas de ayuno (110).
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El DCI es prescrito actualmente para trastornos de fertilidad y PCOS, ademds de producir un
efecto positivo en la ovulaciéon al restaurar los niveles plasmaticos de FSH y LH alterados, asi
como la produccion de esteroides sexuales. Los niveles elevados de FSH se encuentran asociados
negativamente a niveles bajos de insulina plasmatica en la menopausia, por lo que es el DCI
podria regular los niveles de FSH en relacidon a los de insulina (126). En un estudio de
farmacocinética recientemente publicado por nuestro grupo, se mostrd que la administraciéon
aguda de DPIN en humanos tiene a bajar de forma no significativa los niveles de FSH plasmaticos,
lo que apoya el hecho de que el DCI podria revertir los niveles elevados de FSH, indicativos de
un envejecimiento prematuro en las ratonas hembra 5xFAD (127). Dado que la BDNF se
encontraba asociada a la respuesta inflamatoria observada en el hipotdlamo (especificamente
con GFAP), es posible que la reduccién de BDNF plasmatica asociada al tratamiento con DCl en
las ratonas hembra 5xFAD sea derivado de su actividad antiinflamatoria.

Una de las caracteristicas mdas definidas del DCl es su capacidad de reducir los niveles
excesivamente elevados de TAGs y colesterol en plasma en pacientes con resistencia a insulina
y obesidad (453). El hecho de que el DCl aumenté los niveles de TAGs plasmaticos excesivamente
bajos en los ratones 5xFAD puede deberse al aumento del peso corporal y a una mayor
deposicién de grasa en el tejido adiposo. Esto también podria deberse a un aumento de los
niveles de insulina plasmatica, la cual influencia en la deposicidn y trafico de TAGs en el tejido
adiposo. A modo de resumen, el tratamiento con DCI mostré eficacia al normalizar los niveles
alterados de hormonas involucradas en la sefalizacion de insulina, procesos inflamatorios y
fertilidad de las hembras 5xFAD. Estos hechos podrian estar ligados a la efectividad del DCl a la
hora de revertir la pérdida de peso progresiva en los ratones 5xFAD.

6.5 Alteraciones metabdlicas en el higado de los ratones
5xFAD

Cada vez hay mas estudios observacionales que relacionan la patologia hepatica con niveles
elevados de AP y riesgo de Alzheimer. La proteina AR en plasma se encuentra mayormente
asociada a proteinas ricas en triglicéridos, como la VLDL y los quilomicrones, asi como a la
lipoproteina APOE (454). En el higado, la proteina AP se une a receptores de lipoproteinas como
LRP1 (presente en la barrera hematoencefilica), VLDLR o LDLR, tras lo cual es internalizado y
eliminado a través de su degradacidn o siendo excretada a través del conducto biliar (315, 316).
La sobreexpresiéon de APP humana en el higado de ratones genera una acumulacién de grasa en
el higado, ademas de producir deterioro cognitivo, por lo que la acumulacién de AB en el higado
podria interferir en el metabolismo lipidico. Debido a que encontramos niveles elevados de GOT
y GPT en los ratones 5xFAD, especificamente en hembras a 6 meses de edad y tanto en hembras
como en machos a los 10 meses de edad, junto a niveles alterados de TAGs y colesterol en
plasma, decidimos evaluar el estatus metabdlico del higado en relacion con posibles alteraciones
debido a la patologia amiloide.

6.5.1 Las hembras 5xFAD muestran patologia amiloide exacerbada asociada

a la acumulacién de acidos grasos en el higado
En un analisis del contenido graso total en el higado de los ratones 5xFAD a los 10 meses de
edad, se encontré que las hembras 5xFAD mostraban un fenotipo de higado graso que no
presentaban los machos 5xFAD. Por ello, decidimos evaluar estudiar el metabolismo hepatico
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en especificamente en las hembras 5xFAD. Curiosamente, en nuestro modelo, la acumulacién
de acidos grasos se asocio con una disminucion de los niveles de insulina en plasma, pero a su
vez con un aumento de la FSH y el BDNF en plasma. La resistencia a la insulina es una de las
caracteristicas mostradas en la lipodistrofia, donde se produce una distribucidon de la grasa
ectdpica fuera del tejido adiposo blanco, debido a una actividad deficiente de la lipasa sensible
a hormona (hormone-sensitive lipase (HSL)), la cual es activada por la insulina en el tejido graso,
derivando en una acumulacidn de 4cidos grasos en el higado (128). Se ha demostrado que existe
una asociacion entre los niveles de FSH en plasma y la prevalencia de higado graso (129),
mientras que por otra parte, los niveles elevados de FSH promueven la lipogénesis a través de
la activacién de PPAR-y (130). El analisis de expresidon génica mostrd un incremento en las
enzimas ligadas a la B-oxidacién y peroxidacidn mitocondrial, indicativo de un mecanismo de
respuesta para la eliminacidn de lipidos acumulados excesivamente en el higado. Ademas, la
expresion de genes involucrados en la gluconoegénesis se encontraba disminuida, derivando en
la produccién de acetil-CoA como sustrato para la oxidacion de acidos grasos, mientras que la
via de desaturacion de acidos grasos estaba disminuida.

En un analisis histoquimico, pudimos observar la presencia de placas amiloides en el higado de
los ratones 5xFAD, de forma que un conteo mayor de placas amiloides estaba directamente
asociado con una mayor acumulacién de acidos grasos en las hembras 5xFAD, asi como a
menores niveles de insulina en plasma. la sefializacion de insulina se encuentra disminuida en el
higado de los ratones 5xFAD, y que ésta promueve la eliminacién de AB (318), sugiriendo que la
acumulacién de proteina AB interfiere directamente en el metabolismo hepdtico en el modelo
5xFAD, agravando los defectos metabdlicos previamente observados.

6.5.2 La eficacia del DCl en la disminucion de los niveles de acidos grasos vy la

patologia amiloide en el higado de las hembras 5xFAD

El tratamiento con DCl ha mostrado un efecto hepatoprotector, capaz de disminuir el estrés
oxidativo e inflamacién en el higado, ademads de disminuir la acumulacidn de acidos grasos a
través de la ruta de sefalizacidon de la insulina (132-135). Dado que los niveles plasmaticos
anormalmente bajos de insulina se encontraban relacionados con la acumulacién de acidos
grasos en el higado, e forma similar a como ocurre en la deposicién ectdpica de grasas en ratones
modelos de T1IDM (131), observamos que la administracion con DCl incrementd la activacion
del receptor de insulina (Irf) y su segundo mensajero (IRS1) en el higado de las hembras 5xFAD,
lo cual se encontraba asociado a un menor contenido de grasa hepdatica. Ademas, el analisis de
conteo de proteina amiloide en el higado mostré que las hembras 5xFAD tratadas con DCI
presentaban un nidmero menor de placas amiloides, lo que sugiere que el DCI interfirid en la
acumulacidn de placas de AR, posiblemente a través de la resensibilizacion a la insulina. Ademas,
el analisis de expresién génica mostrd una reduccién de la respuesta inflamatoria hepatica, asi
como del estrés oxidativo en el higado, asociado a los niveles de ARNm de Tnf y los niveles
plasmaticos de GPT y GOT. Aunque el DCI puede prevenir la toxicidad causada por la union de
oligdmeros de AP difusibles en las neuronas in vitro, no se han realizado estudios sobre su
eficacia en la eliminacion sistémica de AB. En consecuencia, futuras investigaciones sobre este
tema podrian describir un mecanismo potencial para prevenir la inflamacién sistémica y la
toxicidad causada por la enfermedad de Alzheimer. Dados nuestros resultados, en general, el
tratamiento con DCI es capaz de restaurar parcialmente el flujo metabdlico en el higado de las
hembras 5xFAD.
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6.6 Alteraciones microestructurales en el fémur de los ratones
5xFAD

La densidad y estructura dsea se ven alteradas durante el envejecimiento, de forma que los
huesos se vuelven mas fragiles y pueden romperse mas facilmente. Los pacientes con EA
presentan un riesgo incrementado de fractura, mientras que la osteoporosis es un factor de
riesgo respecto al desarrollo de demencia de tipo Alzheimer, especialmente en las mujeres (136,
137). Los modelos animales de EA, especialmente aquellos con mutaciones asociadas a APP y
PS1 suelen presentar un fenotipo de tipo osteopordtico (69). Ademads, existe una relacidn entre
la pérdida neuronal en hipotalamo y nucleo del rafe dorsal y la pérdida de densidad dsea (70,
140, 300, 301). Las personas que presentan TLDM muestran mayor riesgo de fracturas debido a
alteraciones en la densidad del hueso, por lo que estos mecanismos, los cuales se dan en el ratén
5xFAD, podrian implicar una posible alteracién en la microarquitectura ésea que podria verse
exacerbada en las hembras (455).

6.6.1 Los ratones 5xFAD muestran alteraciones de la estructura Osea

revertidas parcialmente por el tratamiento con DCI

A lo largo de los afios, los huesos experimentan una serie de cargas en diferente intensidad y
fuerza a las cuales se adapta remodelando su estructura, alterando su densidad désea a través
de la resorcién y formacion de nuevo tejido dseo. Durante las primeras fases de la osteoporosis,
se produce una resorcion ésea de las trabéculas, mientras que en los estadios mas avanzados
de la osteoporosis, se produce una pérdida de la masa cortical del hueso, la cual se vuelva mas
porosa (138, 456). El desarrollo de técnicas de imagen no invasivas como el micro-CT permite
evaluar la microestructura trabecular y cortical del hueso a partir den un analisis tridimensional
de las diferentes capas que componen el hueso (457). El fémur es un hueso largo que permite
diferenciar los cambios en la microestructura dsea producidos a partir de los procesos de
remodelacion que ocurren durante el envejecimiento. Por lo tanto, decidimos evaluar el
fenotipo osteoporético de los ratones 5xFAD a 10 meses de edad mediante micro-CT en los
fémures de dichos animales.

El analisis de micro-CT mostrd esencialmente una pérdida de fracciéon de volumen éseo de las
trabéculas, la cual esta asociada a la fuerza y rigidez del hueso, lo cual sugiere que el fémur de
los ratones 5xFAD es mas fragil y presenta un riesgo incrementado de fractura, confirmando los
resultados mostrados en otros modelos de EA. Ademas, existen alteraciones evidentes en la
estructura de las trabéculas, de forma que los ratones mostraban un menor nimero de
trabéculas y mayor separacion entre ellas. Las hembras 5xFAD mostraron las alteraciones
estructurales mas evidentes, de forma que el grosor trabecular también era menor en las
hembras, mientras que en los machos 5xFAD mostraron una tendencia de mayor grosor
trabecular. La pérdida de fraccion de volumen 6seo, nimero de trabéculas y la mayor separacion
entre éstas en el fémur es una de las caracteristicas observadas durante los procesos de
envejecimiento en el fémur, evidenciando un fenotipo osteoporético en las hembras 5xFAD
(138). Los cambios en la estructura tridimensional y la interconexién de las trabéculas en los
huesos es un indicativo de envejecimiento y estos cambios derivan en una mayor susceptibilidad
a fractura por fuerzas de torsién y compresién (138). Previamente se ha mostrado en las
hembras de un modelo de ratdn transgénico para APP y PS1 (B6C3-Tg) una disminucion de el
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volumen dseo, nimero y grosor de trabéculas y mayor separacién entre éstas, de forma similar
a los resultados obtenidos en nuestro estudio, a 9 meses de edad, pero no a los 6, indicando un
inicio de la alteracidn estructural ésea tardia (458). Esta alteracidn se encontraba asociada a un
aumento de los niveles de TNF-a e IL-1B en plasma, lo que indica que el estado inflamatorio del
organismo es un componente importante de las alteraciones metabdlicas como la pérdida de
masa 6sea. La similitud entre nuestro modelo 5xFAD de EA y otros modelos murinos de EA
sugiere que la patologia amiloide afecta directa o indirectamente a la estructura dsea, de forma
que se produce una pérdida de la masa trabecular mas evidente en las hembras.

Las hembras 5xFAD, pero no los machos, también experimentaron cambios en la composicion
cortical del fémur, mostrando un menor area y grosor cortical. Este proceso es indicativo de la
osteoporosis en estadios mas avanzados, donde se incrementa el riesgo de fractura derivado de
la pérdida de fuerza y grosor de la corteza del hueso, lo que confirma que las hembras 5xFAD
presentan un fenotipo osteoporético a 10 meses de edad, similar al mostrado en ratones
hembra que sobreexpresan APP y PS1 (458).

A pesar de que no existen evidencias suficientes de acumulacién patolégica de AB en el hueso
de pacientes de EA, se ha observado que la expresion de genes relacionados con la EA como APP
en el hueso de pacientes de EA estd asociado con la expresidon de genes implicados en la
resorcién dsea, sugiriendo un patrén comun entre la neurodegeneracion y la pérdida dsea, a
través de la patologia amiloide (139). Ademas, la presencia de proteina AB inhibe la proliferacién
de osteoblastos in vitro, encargados de la deposicion de nueva matriz 6sea, mientras que
facilitan la activacion de osteoclastos mediante la activacidén de rutas de NF-kB, ERK, ligando de
receptor activador para el NF-kB (ligand of receptor activator of NF-kB (RANKL)), factor nuclear
de células T activadas c1 (nuclear factor of activated T cells c1 (NFATc1) y la oscilacién de calcio
(140, 141). Estos estudios refuerzan la idea de que la patologia amiloide, bien mediante la
formacidn de oligdmeros solubles de AB directamente en el hueso, o bien mediante la llegada
de AP a través del torrente sanguineo, podria interferir en la remodelacién dsea y provocar el
desarrollo de osteoporosis, incrementando el riesgo de fracturas observado en los pacientes de
EA. El hecho de que hayamos observado cambios microestructurales mayormente en las
hembras 5xFAD sugiere que existe un mecanismo de susceptibilidad especifico del sexo que
podria estar ligado a cambios hormonales. De hecho, en estudios poblacionales se ha observado
un incremento de los niveles de FSH en plasma en mujeres que presentan osteoporosis durante
la menopausia (459). De hecho, los niveles elevados de FSH incrementan el riesgo de
osteoporosis, mientras que la FSH promueve la expresién de genes ligados a la resorcién ésea
mediada por osteoclastos, lo que sugiere que el fenotipo osteopordtico de las hembras 5xFAD y
las pacientes de EA podria estar ligado a un envejecimiento metabdlico prematuro (459, 460).
Una diferencia significativa del modelo 5xFAD no mostrada en otros modelos animales de EA es
que las hembras 5xFAD presentan una menor longitud del fémur, comparado con las hembras
no transgénicas. Este hecho es intrigante, debido a que supone un defecto en el crecimiento
6seo, el cual se produce mayormente durante la adolescencia. Debido a que durante esta etapa
aun no se observan cambios a nivel cognitivo ni aparicién de depésitos de placas AB, es posible
que la formacién de oligdmeros de AB en el hueso afecten al desarrollo temprano de éste.
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6.6.2 La eficacia del DCI en la prevencion del fenotipo osteoporético en los

ratones 5xFAD

En nuestro modelo animal de 5xFAD, la suplementacién con DCI desde los 6 hasta los 10 meses
de edad ha sido capaz de revertir la pérdida de masa dsea trabecular y cortical en las hembras
5xFAD, normalizando los pardmetros de microestructura dsea a aquellos mostrados por las
hembras no transgénicas. Previamente se ha descrito que la administracion del DCI, asi como de
su analogo DPIN, son capaces de inhibir la actividad de los osteoclastos a través de la actividad
de las proteinas RANKL y NFATc1 y reducir la tasa de resorcidn ésea in vitro (102, 103). La
actividad de los osteoclastos se ve influenciada por la presencia de factores inflamatorios como
TNF-qa, los cuales activan la ruta de RANKL, por lo que la capacidad antiinflamatoria del DCI
podria contribuir a la disminucion de la tasa de resorcidn dsea (461). Por otra parte, la capacidad
de inhibir la unién de oligémeros de AP a la superficie celular mostrada por el DCI podria influir
en la activacidn de los osteocitos (1, 140, 141). Ademas, el hecho de que DCl inhiba la actividad
de los osteoclastos a través del bloqueo de RANKL, la cual es activada por la presencia AB,
sugiere que el DCI podria reducir la tasa de resorcion ésea mostrada en la patologia amiloide.

La deficiencia de insulina, como la que ocurre en pacientes con T1DM, provoca cambios
estructurales en el hueso que derivan en un fenotipo osteoporético (455). Por ello, evaluamos
la asociacion entre los niveles de insulina plasmaticos y los pardmetros de estructura trabecular
y cortical del fémur de los ratones 5xFAD, encontrando una asociacién positiva entre la insulina
y el niumero de trabéculas, asi como con el area y grosor cortical del fémur. Es posible que la
eficacia del tratamiento del DCI en la prevencion del fenotipo osteopordtico de las hembras
5xFAD sea mediada por la resensibilizacidn de la sefializacidn de insulina, la cual promueve la el
crecimiento 6seo y la formacién de osteocalcina, la cual a su vez estimula la secrecién de insulina
(142). Debido a que el DCI mostré un efecto especifico en las hembras 5xFAD, es plausible pensar
que la disminucién de los niveles excesivamente elevados de FSH en las hembras 5xFAD mediado
por el tratamiento con DCI sea otra de las posibles explicaciones de la eficacia mostrada por el
DCl a la hora de revertir las alteraciones microestructurales especificas de sexo.

Se ha observado que existe una asociacion entre la degeneracién y pérdida neuronal en el
hipotdlamo y el nucleo del rafe dorsal con el metabolismo dseo y la prevalencia de osteoporosis.
En el ARC del hipotalamo, la interaccidn de neuropéptidos como AgRP y POMC promueven la
remodelacion y el incremento de densidad dsea, a través del sistema nervioso simpatico (143).
Teniendo esto en cuenta, el DCI podria inhibir la resorcién dsea a través del aumento de los
niveles de expresién de Agrp en el hipotalamo observado en los ratones 5xFAD. En general, estos
resultados sugieren que el DCI podria ser un tratamiento prometedor para la osteoporosis en la
EA.
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6.7 Limitaciones del estudio

En el estudio de este trabajo, se han encontrado una serie de limitaciones metodoldgicas y
temporales que han limitado la traslacién de los resultados. La mayoria de los casos de EA son
de origen esporddico. Por esta razén, la gran mayoria de los estudios sobre la EA, incluyendo el
peso corporal y los trastornos hormonales, se describen en pacientes con EA espordadica. Los
modelos animales de la EA, como el ratén 5xFAD, reproducen los acontecimientos de la EA
expresando formas mutantes de las proteinas humanas APP y PSEN1, descritas en la EA familiar.
Estos modelos animales intentan reflejar lo mas fielmente posible la patologia humana de la EA
(aparicion de placas neuriticas AB y la formacion de NFTs de tau de forma secuencial en el
cerebro, distrofia sindptica, activacién glial y muerte neuronal) aunque su origen no sea
esporadico.

Existen modelos de EA esporadico, como las ovejas, cabras, perros o el degu de la Patagonia. Sin
embargo, su uso se encuentra limitado por cuestiones éticas, dado que estos animales
presentan caracteristicas cognitivas que hace que requieran de un tratamiento especial,
requerimientos de compafiia, mantenimiento, capacidad de sufrimiento y alteraciones
bioldgicas por estados de estrés al ser sometidos a experimentos, ademas de su gran tamano y
dificultad de mantener un nimero elevado de animales en una facilidad animal y su esperanza
de vida, elevando los costes y el tiempo esperado para obtener resultados en el proceso de
investigacion.

Entre los modelos que portan mutaciones de EA caracteristicas de la EA familiar se encuentran
el ratédn 5xFAD y el ratén 3xTg, los cuales son los mas ampliamente utilizados en los estudios
recientes de la EA. El uso de ratones presenta la ventaja con respecto a otros animales como su
costo bajo de mantenimiento, la adaptabilidad a espacios reducidos, son facilmente manejables,
son similares fisiolégicamente a los humanos y una esperanza de vida menor, lo cual acelera la
recopilacion de resultados en experimentacién. En este trabajo se escogio el ratén 5xFAD debido
a su capacidad para reproducir la patologia amiloide fielmente (asociada a los transgenes
humanos introduciendo mutaciones en APP y PS1) y a datos previos que sugerian que
presentaba alteraciones fisiolégicas similares a las observadas en pacientes con EA. No obstante,
una desventaja de este modelo es la ausencia de formacion de NFTs de tau, dado que no existe
ningun modelo ratdn de EA de taupatias sin mutaciones en el gen MAPT de tau. Los ratones 3xTg
cuentan con una mutaciéon en MAPT, ademas de APP y PS1, lo cual deriva en la formacion de
NFTs de tau y lo convierte en un candidato para posteriores estudios involucrando el uso de DCI
y DPIN en la hiperfosforilacion de tau, para lo cual existen resultados previos. No obstante, este
modelo no estd exento de limitaciones, dado que porta una mutacidon en MAPT que nunca se ha
detectado en pacientes de EA familiar, ademds de no observarse una muerte neuronal en patrén
definido en este modelo animal. Por ello, a pesar de las limitaciones del uso del ratén 5xFAD, se
escogio este modelo como sujeto de estudio debido a las facilidades y fidelidad con el modelo
humano que presenta.

En nuestro estudio de caracterizacion metabdlica, los animales fueron enjaulados de forma
individual a partir de los 6 meses de edad (inicio del estudio), permaneciendo en la misma sala.
Los ratones son animales gregarios y la separacidén de los hermanos de camada genera estrés.
No obstante, la separacion de estos animales fue necesaria para realizar las diferentes pruebas
de ingesta, recopilacidon de datos de gasto energético en las cajas metabdlicas y asegurar la
bebida del compuesto DCI disuelto en agua. Se intentd controlar el posible impacto del
aislamiento de los animales en las condiciones mas adecuadas posibles.
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Debido a que el disefio experimental contemplaba el tratamiento con DCI desde una edad de 6
meses, al inicio de algunos sintomas cognitivos, hasta los 10 meses de edad, donde el deterioro
cognitivo es significativo, se planted la administracion del DCI disuelto en las botellas de bebida,
calculando la media cantidad de liquido bebido de agua por los animales 5xFAD de forma diaria
y evaluando una posible animadversiéon a la ingesta del DCI, de sabor ligeramente dulce. Este
método de administracién de DCl ya ha sido utilizado en otros estudios donde se ha evaluado la
capacidad antioxidante del DCl y la sefalizacidn de insulina en el hipotalamo (133, 462). Si bien
este método de administracién reproduce la ingesta de suplementos alimenticios en humanos
y promueve la administracion del DCI durante la bebida y la ingesta, donde se produce una
respuesta de insulina, no se puede determinar ni controlar que la ingesta del DCl en los animales
sea la misma durante todos los dias.

A pesar de que en el andlisis histoldgico del hipotdlamo de los ratones 5xFAD no mostré
acumulacién de placas amiloides a los 6 y 10 meses de edad, cuando ya se ha producido un
desbalance metabdlico pronunciado, no se puede descartar la presencia de formas solubles de
AB como oligdmeros, los cuales presentan una gran toxicidad y que podrian derivar en la
inflamacién hipotaldmica. En nuestro caso, encontramos sobreexpresién de los genes humanos
APP y PS1 en el hipotdlamo. Recientemente se han disefiado y evaluado formas de medir la
presencia de oligdmeros, mediante la técnica de ELISA y mediante espectroscopia y
fluorescencia que permitirian tener una idea mds aproximada de la patologia amiloide en el
hipotdlamo de los animales 5xFAD (463, 464).

El estudio fisiologico reflejo una pérdida de peso en los animales 5xFAD, asociada a un
incremento en el metabolismo de lipidos en la periferia (aumento del cociente respiratorio y
mayor consumo de oxigeno en procesos de oxidacién lipidica, ademas de sefializacién deficiente
de insulina en plasma y metabolismo de glucidos disminuido). Se ha descrito previamente que
los ratones 5xFAD presentan un menor almacenamiento de grasa en el tejido adiposo blanco. A
pesar de que se realizaron estudios de bioimpedancia en los animales 5xFAD que sugieren una
disminucién del tejido graso en los animales 5xFAD, el nimero de animales utilizados para este
experimento fue reducido, debido a la necesidad de anestesia y periodo de recuperacién
posterior en este ensayo, lo cual dificultaba la realizacidon de pruebas de comportamiento y
metabolismo posteriores en estos animales. Por tanto, aln son necesarios estudios posteriores
qgue indiquen si la pérdida de peso en los animales 5xFAD esta asociada a una disminucién del
tejido graso, o si la masa magra también se encuentra afectada en un posible estado distréfico
similar al que se da en el envejecimiento. La falta de estos datos limita las conclusiones obtenidas
después de la ganancia de peso observada en los ratones 5xFAD tratados con DCI, dado que se
ha observado in vitro que el DCl estimula la lipogénesis, si bien su actividad también podria estar
ligada a un mecanismo trofico similar al de la insulina en el musculo esquelético.

Ademas, se realizé un estudio de la microarquitectura dsea en los ratones 5xFAD mediante
micro-CT, el cual evidencié una pérdida de volumen cortical del fémur y una alteracion
estructural de las trabéculas, asociadas a una disminucion de la sefializacién de insulina y mas
pronunciada en hembras 5xFAD. El uso del DCI revirtié la pérdida ésea cortical y trabecular,
aunque no logrd revertir la disminucién del grosor de las trabéculas en las hembras 5xFAD. Si
bien estos datos ponen de manifiesto una alteracién estructural ésea en los ratones 5xFAD, la
cual refuerza la asociacion entre la osteoporosis y la EA, aun son necesarios estudios
complementarios para determinar la relaciéon entre la BMD, el riesgo de fractura y posibles
alteraciones quimico-organicas del hueso con la EA. Ademads, aln se hace necesario estudiar la
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posible presencia del péptido AB en el hueso, el cual ha mostrado in vitro capacidad de estimular
la resorcién ésea.

6.8 Perspectivas de futuro

La perspectiva del uso del DCI como tratamiento para la EA nace de la necesidad de encontrar
nuevas vias para el tratamiento de la enfermedad. El DCI es un compuesto que se incorpora en
la dieta cuando se ingieren productos vegetales como la soja o la algarroba y es esencial para la
sefializacion de insulina en el organismo. Su estructura quimica estd bien definida, su
administracién es facil y segura y se obtiene a partir de fuentes naturales y renovables sin
necesidad de sintesis quimica. Estas ventajas son un gran argumento para continuar con el
estudio del DCly sus andlogos para el tratamiento de aquellas patologias en las que ha mostrado
un potencial efecto positivo. En la actualidad, hay varios ensayos clinicos entorno al uso del DCI
en la diabetes tipo 1, diabetes gestacional, infertilidad, sindrome de ovario poliquistico o
endometriosis, lo cual demuestra una clara traslacion de los estudios del DCI a la clinica.

Nuestros resultados preliminares del uso del DCI en el modelo 5xFAD muestran un efecto
positivo en el desarrollo de alteraciones en el metabolismo propias de un envejecimiento
prematuro. El DCI ha mostrado la capacidad de incrementar los niveles de insulina, GIP y GLP-1
en plasma. La capacidad del DCI de estimular la liberacién de insulina ya ha sido descrita
previamente. En trabajos anteriores hemos comprobado que el DCl es capaz de estimular de
forma aguda la secrecion de grelina en el tracto gastrointestinal. Dada la novedad de estos
resultados, en futuros estudios se deberia investigar el mecanismo a través del cual el DCI
produce la estimulacidn de la secrecién hormonal para evaluar la posibilidad de usar el DCl como
tratamiento en trastornos metabdlicos que impliquen una disfuncién endocrina. En el auge de
la busqueda de biomarcadores tempranos de la EA, estos resultados también abren la
posibilidad del estudio de GIP y GLP-1 en plasma como posibles factores de riesgo para el
desarrollo de la EA.

Estudios previos han evaluado la eficacia del DCI en el tratamiento de la esteatosis hepatica
derivada de sindrome metabdlico, mostrando resultados positivos al disminuir la cantidad de
acidos grasos, asi como la inflamacidn hepatica acontecida. Nuestros resultados, en los que
observamos que el DCI era capaz de reducir la carga amiloide y la acumulacién de acidos grasos
en el higado, sugieren que el DCI podria ser util para el tratamiento de patologias hepaticas.

Previamente se ha descrito que el DCl era capaz de inhibir la resorcion dsea in vitro. Sin embargo,
nuestro estudio es el primero en demostrar la eficacia del DCI en evitar la pérdida de masa dsea
en un modelo de EA que presenta osteoporosis. Dado que la osteoporosis es mas prevalente en
mujeres tras la menopausia, es necesario en un futuro estudiar si la capacidad antiosteopordtica
del DCI se basa en su capacidad de modular la sefializacidon endocrina. Estos resultados, en
general, sugieren que el DCI es un compuesto capaz de frenar o revertir el envejecimiento
prematuro del organismo a través de diversas dianas farmacoldgicas.

Se ha mostrado previamente que el DCI es capaz de prevenir el dafio neuronal inducido por los
oligdmeros de AB y en nuestro estudio hemos observado que el DCl es capaz de frenar el declive
metabdlico, asi como el declive cognitivo en los ratones 5xFAD. Esta relacion entre el declive
metabdlico y cognitivo es clave para realizar una evaluacién temprana del prondstico de los
pacientes de la EA, por lo que es posible que en la clinica sean tenidos en cuenta cada vez mas
el historial de pardametros endocrinos del paciente junto con los datos de pruebas cognitivas e
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indice de fragilidad para realizar un diagndstico eficaz de la EA, lo cual supondria una
colaboracidn interdisciplinar entre la endocrinologia y la neurologia.

Ademas del papel de DCl en la toxicidad de AB, durante el desarrollo de la tesis doctoral hemos
comprobado que el DCI es capaz de reducir la fosforilacion de tau, gracias a lo cual hemos
generado una patente para el uso del DCI en taupatias. A pesar de la limitacidon de los modelos
animales disponibles hoy en dia, se hace necesario evaluar mas exhaustivamente la eficacia de
una administracion créonica de DCl en edades tempranas sobre el desarrollo de Ia
hiperfosforilacion de tau, lo cual podria indicar que el DCI es capaz de reducir el declive
metabdlico y cognitivo a través de rutas complementarias entre si.

Hemos comenzado a analizar la farmacocinética con el D-Chiro-inositol en humanos, donde se
ha determinado el efecto de una dosis aguda en los niveles plasmaticos de hormonas
metabdlicas e hipofisarias. Tenemos la intencién de completar el andlisis farmacocinético y
toxicoldgico preclinico de ambos inositoles, para generar un conjunto completo de datos de
eficacia y seguridad, tanto en administracidon aguda como en dosis prolongadas en el tiempo
que puedan hacer avanzar estos compuestos hacia los ensayos clinicos. Uno de los mayores
handicaps para el desarrollo de tratamientos efectivos para la EA es la fase de la enfermedad en
la que se administra el farmaco, por lo que es esencial combinar el uso de tratamientos como el
DCI con marcadores tempranos de la enfermedad. El hecho de que el DCI tiene como dianas
terapéuticas aquellos cambios metabdlicos en el organismo que son indicativos de un mayor
riesgo para el desarrollo de EA, indica que la administracién del DCI puede ser un prometedor
tratamiento preventivo.

En general, este trabajo supone un primer paso para del desarrollo de productos naturales en
colaboracién entre empresa y entidades publicas de investigacion. La posibilidad de alcanzar
resultados traslacionales proporcionaria a la empresa y al grupo de investigacidon una sinergia
que podria aplicarse al desarrollo de otros principios activos naturales.
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El D-Chiro-inositol (DCI) es un compuesto natural esencial para la sefalizacidon de
insulina, cuya administracién muestra un efecto positivo en la liberacién y sensibilidad
de los tejidos periféricos a la insulina, ademas de mostrar capacidad antiinflamatoria,
reducir el estrés oxidativo celular y proteger al higado de patologias asociadas a la
esteatosis. El DCI y sus analogos son capaces de interaccionar con la produccion de la
proteina AB mediada por la y-secretasa, disminuyen la unién de formas oligoméricas
solubles de AB a la superficie celular y promueven la desfosforilacién de la proteina tau.
El DCI es un potencial candidato para tratar los trastornos metabdlicos que presentan
los pacientes de Alzheimer en estadios tempranos de la enfermedad y que se
encuentran ligados a la patologia amiloide. La identificacion de los mecanismos
moleculares que ocurren en los estadios tempranos de la enfermedad de Alzheimer
permite evaluar la eficacia de un tratamiento con el DCI.

El modelo 5xFAD de la enfermedad de Alzheimer presenta un balance energético
negativo asociado al desarrollo de la patologia amiloide a los 6 meses de edad. Estos
cambios se encuentran asociados a un estado inflamatorio del hipotdlamo, a pesar de
la ausencia de placas AB. La pérdida de peso corporal en los ratones 5xFAD es mds
acusada en las hembras y acrecentada en el modelo homocigoto para las mutaciones
de APP y PS1 respecto al modelo heterocigoto. La alteracién en el patrén de ingesta y la
pérdida de peso se produce de forma progresiva, siendo mas evidente a los 10 meses
de edad en el modelo 5xFAD. Este hecho es similar al riesgo asociado al desarrollo de
Alzheimer en pacientes con menor peso corporal en la mediana edad y que muestran
una pérdida de peso a lo largo de los afios, asociado a un envejecimiento prematuro.

La disfuncién hipotaldmica provoca alteraciones en la ingesta del modelo 5xFAD. El
estado inflamatorio y la activacién de astrocitos determinada por GFAP deriva en una
menor expresion de genes de neuropéptidos encargados de regular el apetito y el gasto
energético, derivando en una menor ingesta y peso corporal, el cual es acompafado por
un descenso del gasto energético. El modelo 5xFAD también presenta una alteracién en
los niveles de lipidos en sangre y menores niveles plasmaticos de insulina y sus
secretagogos, ademas de una disminucidn en la sefializacidn de insulina y leptina en el
hipotdlamo, lo cual influye en el patdn de regulacidn metabdlica. La disminucion de los
niveles de insulina se corresponde con un factor de riesgo de Alzheimer asociado a un
menor peso corporal y niveles de triglicéridos y colesterol en sangre.

A una edad mas avanzada, las hembras 5xFAD muestran alteraciones metabdlicas
especificas de sexo. Se observa fenotipo de acumulacién ectdpica de grasa en el higado,
asociado a una respuesta inflamatoria, la disminucién de los niveles en plasma de
insulina y un aumento de los niveles de FSH, los cuales se encuentran relacionados con
el inicio de la menopausia. La acumulacién de proteinas amiloides en el higado se
encuentra directamente relacionada con los niveles de acidos grasos en el higado de las
hembras 5xFAD. Las hembras 5xFAD también muestran un fenotipo osteoporético, con
alteraciones en el volumen y nimero de trabéculas del fémur, asi como una pérdida del
area y grosor cortical del fémur, indicativo de un envejecimiento prematuro. Estos
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resultados concuerdan con el riesgo incrementado de osteoporosis y esteatosis en
pacientes con enfermedad de Alzheimer, especificamente en las mujeres.

El tratamiento con DCl a través de su administracidn via oral durante 4 meses previene
la pérdida de peso progresiva mostrada por el modelo 5xFAD. El DCl es capaz de
normalizar la ingesta de los animales 5xFAD en relacién con su peso corporal a través de
la disminucién de la respuesta astrocitaria en el hipotadlamo y el incrmento de la
expresion de los neuropéptidos involucrados en el apetito, NPY y AgRP. El tratamiento
con DCI normalizé los niveles plasmdaticos de triglicéridos, insulina y sus secretagogos,
ademas de disminuir los niveles elevados de FSH en las hembras del modelo 5xFAD.
Estos resultados sugieren que el DCl es capaz de prevenir el declive metabdlico asociado
a un envejecimiento prematuro.

Las hembras del modelo 5xFAD tratadas con DCI muestran menores niveles de acidos
grasos en el higado, a través de un aumento de la sefializacidn de insulina en el higado,
un descenso de los niveles plasmaticos de FSH y de la respuesta inflamatoria, asi como
a la disminucion de placas amiloides observadas mediante histologia en el tejido
hepatico. El DCI también revirtid la pérdida de masa ésea en las hembras del modelo
5xFAD, la cual se encontraba asociada a un descenso de la sefializacion de insulina. Otros
estudios son necesarios para evaluar la presencia de proteina AB en el hueso. Los
resultados sugieren que la suplementacion oral de DCl en estadios tempranos del
Alzheimer podria frenar el avance del fenotipo de deterioro metabdlico especifico de
mujeres.
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D-Chiro-inositol (DCIl) is a natural compound essential for insulin signaling, whose
administration shows a positive effect on the release and sensitivity of peripheral tissues
to insulin, in addition to depicting anti-inflammatory capacity, reducing cellular
oxidative stress and protecting the liver from pathologies associated with steatosis. DCI
and its analogues can modulate y-secretase-mediated AP production, decrease the
binding of soluble oligomeric forms of AB to the cell surface and promote tau protein
dephosphorylation. DCl is a potential candidate for the treatment of metabolic disorders
exhibited by Alzheimer's patients in early stages of the disease linked to the amyloid
pathology. The identification of the molecular mechanisms occurring in the early stages
of Alzheimer's disease will allow to evaluate the efficacy of the DCI treatment.

The 5xFAD transgenic model of Alzheimer's disease shows a negative energy balance
related to the development of amyloid pathology at 6 months of age. These changes are
associated with an inflammatory state of the hypothalamus, despite the absence of AB
plagues. Body weight loss in 5xFAD mice is more pronounced in females and increased
in the homozygous model for APP and PS1 mutations with respect to the heterozygous
model. Alterations in the food intake pattern and weight loss are shown to occur
progressively, being more evident at 10 months of age in the 5xFAD model. These results
are in agreement with the risk associated with the development of Alzheimer's disease
in patients with lower body weight in middle age and those who show weight loss over
the years, being a mark of premature aging.

Hypothalamic dysfunction causes disturbances in the food intake pattern of the 5xFAD
model. Presence of inflammatory cytokines astrocytic reactivity determined by GFAP
leads to a lower expression of neuropeptides responsible for regulating appetite and
energy expenditure, resulting in a lower intake and body weight, which is accompanied
by a decrease in energy expenditure. The 5xFAD model also presents altered blood lipid
levels and lower plasma insulin, GIP and GLP-1, in addition to a decrease in insulin and
leptin signaling in the hypothalamus, which influences the hypothalamic control of
whole-body metabolism. Decreased insulin levels correspond to a risk factor for
Alzheimer's disease associated with lower body weight and blood triacylglyceride and
cholesterol levels.

At 10 months of age, 5xFAD females show sex-specific metabolic disturbances. A
phenotype of ectopic fat accumulation in the liver is observed, associated with an
inflammatory response, decreased plasma insulin and increased plasma FSH, which are
associated with the onset of menopause. The accumulation of amyloid proteins in the
liver is directly related to fatty acid deposition in the liver of 5xFAD females. The females
of the 5xFAD model also show an osteoporotic phenotype, with alterations in the
volume and number of femoral trabeculae, as well as a loss of femoral cortical area and
thickness, indicative of premature aging. These findings are consistent with the
increased risk of osteoporosis and steatosis in patients with Alzheimer's disease,
specifically in women.
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Oral administration of DCI for 4 months prevents the progressive weight loss shown by
the 5xFAD model. DCl is able to normalize the food intake pattern of 5xFAD mice in
relation to their body weight by decreasing the astrocyte response in the hypothalamus
and increasing the expression of the neuropeptides involved in appetite, NPY and AgRP.
DCI treatment normalized plasma levels of triglycerides, insulin and its secretagogues,
in addition to decreasing elevated FSH levels in females of the 5xFAD model. These
results suggest that DCl is able to prevent metabolic decline associated with premature

aging.

The females of the 5xFAD model treated with DCI depict lower fatty acids deposition in
the liver, in a mechanism involving increased insulin signaling in the liver, decreased
plasma FSH levels and inflammatory response, as well as decreased amyloid plaques
count as seen by histology in liver tissue. DCl also reversed bone loss in females of the
5xFAD model, which was associated with a decrease in insulin signaling. Further studies
are needed to evaluate the presence of AB protein in bone. The results suggest that oral
DCl supplementation in early stages of Alzheimer's disease may slow down the
progression of the female-specific metabolic impairments.
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Primer articulo del compendio

Lopez-Gambero AJ, Sanjuan C, Serrano-Castro PJ, Suarez J, Rodriguez de Fonseca F. The
Biomedical Uses of Inositols: A Nutraceutical Approach to Metabolic Dysfunction in Aging and
Neurodegenerative Diseases. Biomedicines. 2020;8(9). DOI: 10.3390/biomedicines8090295.

Abstract

Inositols are sugar-like compounds that are widely distributed in nature and are a part of
membrane molecules, participating as second messengers in several cell-signaling processes.
Isolation and characterization of inositol phosphoglycans containing myo- or d-chiro-inositol
have been milestones for understanding the physiological regulation of insulin signaling. Other
functions of inositols have been derived from the existence of multiple stereoisomers, which
may confer antioxidant properties. In the brain, fluctuation of inositols in extracellular and
intracellular compartments regulates neuronal and glial activity. Myo-inositol imbalance is
observed in psychiatric diseases and its use shows efficacy for treatment of depression, anxiety,
and compulsive disorders. Epi- and scyllo-inositol isomers are capable of stabilizing non-toxic
forms of B-amyloid proteins, which are characteristic of Alzheimer's disease and cognitive
dementia in Down's syndrome, both associated with brain insulin resistance. However,
uncertainties of the intrinsic mechanisms of inositols regarding their biology are still unsolved.
This work presents a critical review of inositol actions on insulin signaling, oxidative stress, and
endothelial dysfunction, and its potential for either preventing or delaying cognitive impairment
in aging and neurodegenerative diseases. The biomedical uses of inositols may represent a
paradigm in the industrial approach perspective, which has generated growing interest for two
decades, accompanied by clinical trials for Alzheimer's disease.

Resumen

Los inositoles son compuestos similares a los azlcares que estan ampliamente distribuidos en
la naturaleza y forman parte de las moléculas de membrana, participando como segundos
mensajeros en varios procesos de sefializacion celular. El aislamiento y la caracterizacién de los
fosfoglicanos de inositol que contienen mio o d-chiro-inositol han sido hitos para entender la
regulacidn fisioldgica de la sefalizacidn de la insulina. Otras funciones de los inositoles se han
derivado de la existencia de multiples estereoisémeros, que pueden conferir propiedades
antioxidantes. En el cerebro, la fluctuacion de los inositoles en los compartimentos
extracelulares e intracelulares regula la actividad neuronal y glial. El desequilibrio del mio-
inositol se observa en las enfermedades psiquidtricas y su uso muestra eficacia para el
tratamiento de la depresion, la ansiedad y los trastornos compulsivos. Los isdmeros de epi- y
escilo-inositol son capaces de estabilizar formas no tdxicas de las proteinas B-amiloides,
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer y de la demencia cognitiva en el sindrome de
Down, ambas asociadas a la resistencia cerebral a la insulina. Sin embargo, las incertidumbres
sobre los mecanismos intrinsecos de los inositoles en relacion con su biologia siguen sin
resolverse. Este trabajo presenta una revisidn critica de las acciones del inositol sobre la
sefializacion de la insulina, el estrés oxidativo y la disfuncidon endotelial, y su potencial para
prevenir o retrasar el deterioro cognitivo en el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas. Los usos biomédicos de los inositoles pueden representar un paradigma en
la perspectiva del enfoque industrial, que ha generado un interés creciente desde hace dos
décadas, acompanado de ensayos clinicos para la enfermedad de Alzheimer.
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Segundo articulo del compendio

Lopez-Gambero AJ, Rosell-Valle C, Medina-Vera D, Navarro JA, Vargas A, Rivera P, Sanjuan C,
Rodriguez de Fonseca F, Suarez J. A Negative Energy Balance Is Associated with Metabolic
Dysfunctions in the Hypothalamus of a Humanized Preclinical Model of Alzheimer's Disease, the
S5XFAD Mouse. International journal of molecular sciences. 2021;22(10):5365. DOI:
10.3390/ijms22105365.

Abstract

Increasing evidence links metabolic disorders with neurodegenerative processes including
Alzheimer's disease (AD). Late AD is associated with amyloid (AB) plaque accumulation,
neuroinflammation, and central insulin resistance. Here, a humanized AD model, the 5xFAD
mouse model, was used to further explore food intake, energy expenditure, neuroinflammation,
and neuroendocrine signaling in the hypothalamus. Experiments were performed on 6-month-
old male and female full transgenic (Tg>AP/>FAP) "heterozygous (Tg>™°/), and non-transgenic
(Non-Tg) littermates. Although histological analysis showed absence of AP plaques in the
hypothalamus of 5xFAD mice, this brain region displayed increased protein levels of GFAP and
IBA1 in both Tg>™%- and Tg>"AY>FA> mice and increased expression of IL-1B in Tg>FAP/5FAD mjce,
suggesting neuroinflammation. This condition was accompanied by decreased body weight,
food intake, and energy expenditure in both Tg>™%- and Tg>FAP/>FAP mice. Negative energy
balance was associated with altered circulating levels of insulin, GLP-1, GIP, ghrelin, and resistin;
decreased insulin and leptin hypothalamic signaling; dysregulation in main metabolic sensors
(phosphorylated IRS1, STAT5, AMPK, mTOR, ERK2); and neuropeptides controlling energy
balance (NPY, AgRP, orexin, MCH). These results suggest that glial activation and metabolic
dysfunctions in the hypothalamus of a mouse model of AD likely result in negative energy
balance, which may contribute to AD pathogenesis development.

Resumen
Cada vez hay mas pruebas que relacionan los trastornos metabdlicos con los procesos
neurodegenerativos, incluida la enfermedad de Alzheimer (EA). La EA tardia se asocia con la
acumulacidn de placas de amiloide (AB), la neuroinflamacién y la resistencia central a la insulina.
Aqui, se utilizé un modelo de EA humanizado, el modelo de ratén 5xFAD, para explorar mas a
fondo la ingesta de alimentos, el gasto energético, la neuroinflamacion y la sefializacién
neuroendocrina en el hipotdlamo. Los experimentos se realizaron en machos y hembras de 6
meses de edad totalmente transgénicos (Tg>P/>FAP) ‘heterocigotos (Tg>"®") y no transgénicos
(Non-Tg). Aunque el andlisis histoldgico mostré la ausencia de placas AB en el hipotalamo de los
ratones 5xFAD, esta region del cerebro mostré un aumento de los niveles de proteina GFAP e
IBA1 tanto en los ratones Tg>™® como en los Tg>FAP/>FAD y un aumento de la expresién de IL-
1B en los ratones Tg>FP/FAD |o que sugiere una neuroinflamacion. Esta situacién se acompafié
de una disminucién del peso corporal, la ingesta de alimentos y el gasto energético tanto en los
ratones Tg>® como en los Tg>"P/>FAD_E| balance energético negativo se asocid a la alteracidn
de los niveles circulantes de insulina, GLP-1, GIP, grelina y resistina; a la disminucién de la
sefializacion hipotalamica de la insulina y la leptina; a la desregulacién de los principales
sensores metabdlicos (IRS1 fosforilado, STAT5, AMPK, mTOR, ERK2); y a los neuropéptidos que
controlan el balance energético (NPY, AgRP, orexina, MCH). Estos resultados sugieren que la
activacion glial y las disfunciones metabdlicas en el hipotdlamo de un modelo de ratdon de la EA
probablemente resulten en un balance energético negativo, que puede contribuir al desarrollo
de la patogénesis de la EA.
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Tercer articulo del compendio

Lopez-Gambero AJ, Pacheco-Sanchez B, Rosell-Valle C, Medina-Vera D, Navarro JA, del Mar
Fernandez-Arjona M, de Ceglia M, Sanjuan C, Simon V, Cota D, Rivera P, Rodriguez de Fonseca

F, Sudrez J. Dietary administration of D-chiro-inositol attenuates sex-specific metabolic
imbalances in the 5xFAD mouse model of Alzheimer’s disease. Biomedicine & Pharmacotherapy.
2022;150:112994. DOI: 10.1016/j.biopha.2022.112994.

Abstract

Increasing evidence shows that hypothalamic dysfunction, insulin resistance, and weight loss
precede and progress along with the cognitive decline in sporadic Alzheimer’s Disease (AD) with
sex differences. This study aimed to determine the effect of oral dietary administration of D-
Chiro-inositol (DCI), an inositol used against insulin resistance associated with polycystic ovary,
on the occurrence of metabolic disorders in the transgenic 5xFAD mouse model of AD (FAD:
Family Alzheimer's Disease). DCI was administered from 6 to 10 months of age to male and
female 5xFAD mice and control (non-Tg) littermates. Energy balance and multiple metabolic and
inflammatory parameters in the hypothalamus, liver and plasma were evaluated to assess the
central and peripheral effects of DCI. Results indicated that weight loss and reduced food intake
in 5xFAD mice were associated with decreased neuropeptides controlling food intake and the
appearance of a pro-inflammatory state in the hypothalamus. Oral administration of DCI
partially restored energy balance and hypothalamic parameters, highlighting an increased
expression of Npy and Agrp and female-specific downregulation of Gfap and Igfl. DCI also
partially normalized impaired insulin signaling and circulating insulin, GLP-1, and GIP deficiencies
in 5XFAD mice. Principal component analysis of metabolic parameters indicated the presence of
a female-specific fatty liver in 5%xFAD mice: DCl administration reversed hepatic fat
accumulation, B-oxidation, inflammation and increased GOT and GPT levels. Our study depicts
that metabolic impairment along with the cognitive decline in a mouse model of AD, which is
exacerbated in females, can be ameliorated by oral supplementation with insulin-sensitizing
DCI.

Resumen

Cada vez hay mas pruebas de que la disfuncién hipotaldmica, la resistencia a la insulina y la
pérdida de peso preceden y progresan junto con el deterioro cognitivo en la enfermedad de
Alzheimer (EA) esporadica con diferencias de sexo. Este estudio tenia como objetivo determinar
el efecto de la administracion dietética oral de D-Chiro-inositol (DCl), un inositol utilizado contra
la resistencia a la insulina asociada al ovario poliquistico, sobre la aparicién de trastornos
metabdlicos en el modelo de ratén transgénico 5xFAD de EA (FAD: Family Alzheimer's Disease).
Se administré DCI de 6 a 10 meses de edad a ratones 5xFAD machos y hembras y a compafieros
de camada de control (non-Tg). Se evalud el balance energético y multiples pardmetros
metabdlicos e inflamatorios en el hipotdlamo, el higado y el plasma para valorar los efectos
centrales y periféricos de la DCI. Los resultados indicaron que la pérdida de peso y la reduccion
de la ingesta de alimentos en los ratones 5xFAD se asociaron con la disminucidon de los
neuropéptidos que controlan la ingesta de alimentos y la aparicién de un estado proinflamatorio
en el hipotdlamo. La administracion oral de DCl restablecié parcialmente el equilibrio energético
y los parametros hipotaldmicos, destacando un aumento de la expresion de Npy y Agrp y una
regulacién a la baja especifica de las hembras de Gfap e Igfl. EI DCI también normalizo
parcialmente la sefializacidn de la insulina y las deficiencias de insulina, GLP-1 y GIP circulantes
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en los ratones 5xFAD. El analisis de componentes principales de los pardmetros metabdlicos
indicd la presencia de un higado graso especifico de las hembras en los ratones 5xFAD: La
administracién de DCl revirtié la acumulacion de grasa hepatica, la B-oxidacion, la inflamacién y
el aumento de los niveles de GOT y GPT. Nuestro estudio muestra que el deterioro metabdlico,
junto con el deterioro cognitivo en un modelo de ratdn de la EA, que se agrava en las hembras,
puede ser mejorado por la suplementacién oral con DCl sensibilizador de la insulina.
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