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RESUMEN

Los &cidos grasos de cadena corta, derivados de la fermentacion
intestinal de la fibra alimentaria y contenidos en los productos lacteos, estan
ganando interés en relacidon con sus posibles efectos beneficiosos en el
tratamiento de determinadas enfermedades degenerativas y trastornos
psicolégicos. Especificamente, se ha demostrado que la administracion de
uno de ellos, el acido butirico/butirato, revierte ciertas alteraciones de la
memoria a largo plazo en animales de laboratorio. Con el fin de profundizar
en los posibles mecanismos implicados en este efecto, en esta Tesis
Doctoral hemos estudiado el efecto de la tributirina, un precursor del acido
butirico, sobre i) la memoria espacial dependiente del hipocampo, ii) los
mecanismos de transmisién y plasticidad sindptica hipocampales que
subyacen a los procesos de aprendizaje y memoria y iii) la expresion de
genes Yy proteinas relevantes para la transmision glutamatérgica
hipocampal. Para ello, se han utilizado ratones macho C57BL/6J que
consumieron dietas con diferentes concentraciones de tributirina (1% y 3%)
durante 48 h. Nuestros resultados muestran que la ingesta de una dieta con
un 1% de tributirina prevenia, en ratones adolescentes, pero no en adultos,
el deterioro de la memoria espacial dependiente de hipocampo inducido por
escopolamina. Ademas, la ingesta de tributirina aumenté, en el hipocampo
adolescente, la expresiobn génica de los receptores Pparg y de
adiponectina, asi como la de las subunidades de los receptores de
glutamato (AMPA-2, NMDA-1, NMDA-2A y NMDA-2B). Estos cambios son
especificos del hipocampo ya que no se observaron otras areas estudiadas
como la corteza prefrontal. Por otro lado, se llevaron a cabo estudios in vitro
en rodajas de hipocampo de ratones macho C57BL/6J adolescentes que
revelaron que tanto la tributirina como el acido butirico transforman un
fenédmeno de plasticidad sinaptica, como la potenciacién de larga duracion
temprana, en un fendbmeno de mayor duracién, como es la potenciacion de
larga duracion tardia, poniendo de manifiesto la modulaciéon de la

plasticidad sinaptica hipocampal por tributirina/acido butirico. Se ha
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demostrado ademas que este mecanismo es dependiente de PPARy y de
AMPK. Ademas, la perfusion de rodajas de hipocampo con tributirina
revirtid la inhibicion de la LTP inducida por otras moléculas como la
escopolamina y la anandamida, asi como el deterioro de este fendbmeno de
plasticidad sinaptica inducido por dietas ricas en grasas saturadas.

En conclusion, nuestro estudio sugiere que la tributirina interfiere con
los procesos de transmision y plasticidad sinaptica hipocampales, lo que
podria justificar sus efectos beneficiosos sobre el deterioro de la memoria
espacial dependiente de hipocampo. PPARyy AMPK podrian ser las dianas

responsables de estos efectos.
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1. INTRODUCCION

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC), derivados de la
fermentacion intestinal de la fibra alimentaria y contenidos en los productos
lacteos, estan cobrando un interés creciente en relacion con sus posibles
efectos beneficiosos en diversas patologias del sistema nervioso central
(SNC). Estas moléculas presentan receptores especificos en el cerebro
(Ang y cols., 2018), lo que pone de manifiesto la interaccion entre las
comunidades bacterianas residentes en la microbiota intestinal y la
formacién y la funcién de los sistemas neurobiolégicos (Morais, Schreiber,
y Mazmanian, 2021).

En los ultimos afos se ha desarrollado en gran medida el estudio del
papel de la microbiota, compuesta por los millones de microorganismos que
existen en nuestro cuerpo, como uno de los reguladores clave del nuevo
eje llamado eje microbiota-intestino-cerebro, que parece tener un papel
determinante en las bases biolégicas y fisiolégicas de los trastornos
psiquiatricos, del neurodesarrollo, relacionados con la edad vy
neurodegenerativos (Cryan y cols., 2019).

Estudios recientes han sugerido que el desequilibrio en las bacterias
intestinales puede ser responsable de determinadas enfermedades ya que
existe una comunicacion bidireccional entre la microbiota y algunos
organos, que parece ser clave en la homeostasis de los organismos (Borre
y cols., 2014). Asi, diversos autores han demostrado que los AGCC
producidos por la microbiota intestinal estan involucrados, ademas de en la
fisiologia gastrointestinal, en la funcion inmune, el metabolismo y el
desarrollo y correcto funcionamiento del SNC (Guan y cols., 2009). Sin
embargo, aunque el estudio de las interacciones microbiota-huésped ha
aumentado considerablemente en los Ultimos afios, quedan muchos
aspectos por conocer de la compleja comunicacién entre los participantes

del eje microbiota-intestino-cerebro.
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En relacion con la funcién cerebral, una de las funciones en las que
parece que los AGCC presentan un papel relevante, es en los procesos de
aprendizaje y memoria, en los que la acetilacién de histonas se presenta
como un factor clave (Korzus, Rosenfeld, y Mayford, 2004; Levenson y
cols., 2004; Vecsey y cols., 2007). Asi, se ha demostrado que el acido
butirico/butirato (AB), que es un potente inhibidor de la histona
desacetilasa (HDAC), restablece la capacidad de aprendizaje y el deterioro
de la memoria a largo plazo en ratones con una pérdida neuronal masiva
(Fischer y cols., 2007).

Un mayor conocimiento de cémo los AGCC pueden modular estas
interacciones complejas microbiota-intestino-cerebro podria apoyar al
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas y farmacoldgicas para prevenir el
deterioro de la memoria en general y, el causado por enfermedades

neurodegenerativas en particular.

1.1. Acidos grasos de cadena corta: eje microbiota-

intestino-cerebro

Los AGCC -acetato, propionato y butirato— son acidos
monocarboxilicos con una longitud de cadena de hasta seis atomos de
carbono y son los principales productos de la fermentacién anaerébica por
la microbiota intestinal de polisacéridos no digeribles, como la fibra dietética
y el almidén resistente (Miller y Wolin, 1996; Louis y Flint, 2009; Morrison y
Preston, 2016). Los AGCC son absorbidos por los colonocitos (Vijay y
Morris, 2014) y la fraccidon que no se metaboliza en ellos se transporta a la
circulacién portal y se utiliza como sustrato energético para los hepatocitos
(Schonfeld y Wojtczak, 2016). Por lo tanto, solo una pequefia fraccion de
acetato, propionato y butirato derivados del colon llega a la circulacién

sistémica y a otros tejidos (Cummings y cols., 1987) (Figura 1).
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La microbiota fermenta la fibra Los AGCCs no metabolizados
alimentaria y produce AGCCs entran en la circulacion portal

Fibra alimentaria

® . @

e Fibra
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® AGCCs > o °
L]

Una pequena cantidad
de AGCCs llega ala {
circulacion sistémica :

Figura 1. Metabolismo de los 4cidos grasos de cadena corta. La fermentacion intestinal de la
fibra alimentaria en el colon produce metabolitos, AGCC (acetato, propionato y butirato). La mayoria
de ellos se metabolizan por los colonocitos y se transportan a la circulacion portal. Los restantes
pasan a la circulacion sistémica y otros tejidos (figura realizada utilizando la web Biorender).

Uno de los efectos mejor documentados de los AGCC, y en particular
del AB, es el efecto antiinflamatorio (Arpaia y cols., 2013; Smith y cols.,
2013; Haghikia y cols., 2015). Ademas, estos acidos grasos podrian tener
un efecto protector sobre algunos procesos relacionados con la obesidad,
ya que participan en la regulacion de la lipogénesis hepatica, la
diferenciacion de adipocitos, la homeostasis energética (Canfora, Jocken,
y Blaak, 2015) y el control del apetito (Li y cols., 2018).

Como ya se ha mencionado, el mecanismo por el cual los AGCC
regulan las funciones sistémicas es a través de la inhibicion de a HDAC,
promoviendo asi la acetilacion de los residuos de lisina presentes en las
histonas nucleosémicas en varias poblaciones celulares. Este mecanismo
de sefializacion intracelular se ha encontrado tanto en el intestino como en
el SNC (Stilling y cols., 2016).

Ademas de los efectos locales que los AGCC ejercen en los tejidos
periféricos, parece que también desempefan funciones fundamentales en

la diafonia microbiota-intestino-cerebro.
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La microbiota es el conjunto de bacterias que habitan en el organismo
y que coloniza la piel y varias cavidades mucosas, pero es en el tracto
gastrointestinal donde estos organismos son extremadamente abundantes,
pues millones de bacterias, hongos y virus coexisten en simbiosis con el
huésped para un potencial beneficio mutuo (Hooper, Littman, vy
Macpherson, 2012; Lynch y Pedersen, 2016; Erny y cols., 2017). El interés
por la microbiota intestinal es relativamente reciente, y se estan
comenzando a dilucidar sus funciones fundamentales en la proteccion
contra patdgenos, la regulacion de las funciones metabdlicas, endocrinas e
inmunitarias y la influencia en el metabolismo y la absorcién de farmacos
(Dalile y cols., 2019). Ademas, recientemente se ha revelado su influencia
en la comunicacion bidireccional entre el aparato digestivo y el SNC, que
parece indicar que la microbiota intestinal ejerce una profunda influencia en
procesos cerebrales clave, lo que esta llevando al desarrollo del concepto
de eje microbiota-intestino-cerebro (Cryan y cols., 2019).

Los mecanismos involucrados en la dicotomia microbiota-cerebro
aun no se han dilucidado por completo, pero se proponen diversas vias
potenciales, a través de las cuales la microbiota intestinal puede influir en
la funcidén cerebral (Borre y cols., 2014). Estas incluyen el nervio vago
(Forsythe, Bienenstock, y Kunze, 2014), la modulacién del sistema
inmunolégico (Erny y cols., 2015), el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal
(Sudo y cols., 2004), el metabolismo del triptéfano (O'Mahony y cols.,
2015), la sintesis de algunos neurotransmisores (Fung, Olson, y Hsiao,
2017; Calvaniy cols., 2018; Sherwin, Dinan, y Cryan, 2018) y la produccion
de AGCC (Borre y cols., 2014). Se ha demostrado que los AGCC participan
en la funciébn cerebral (Dalile y cols., 2019) produciendo efectos
beneficiosos sobre neuronas, microglia y astrocitos (Silva, Bernardi, y
Frozza, 2020) y, a menudo, se consideran candidatos clave como
mediadores de la comunicacion intestino-cerebro, ya que se ha observado
una produccion alterada de AGCC en una variedad de neuropatologias

(Wang y cols., 2012; Skonieczna-Zydecka y cols., 2018).
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Los AGCC acceden al cerebro cruzando la barrera hematoencefalica
(BHE) a través de los receptores de acidos grasos libres (Silva y cols.,
2020), que se describen en el siguiente apartado de este trabajo. Esto se
sabe porque los tres metabolitos —acetato, propionato y butirato— se han
detectado en el liquido cefalorraquideo (LCR) humano (0-171 uM para el
acetato, 0-6 uM para el propionato y 0-2,8 yM para butirato) (Silva y cols.,
2020). Se especula que posiblemente esto ocurre gracias a la abundante
expresion de transportadores de monocarboxilato (MCT) en las células
endoteliales (Oldendorf, 1973), que hacen que los AGCC puedan funcionar
como moléculas de sefalizacién para transmitir el estado del intestino al
cerebro (Hu y cols, 2018).

Ademas, los AGCC parecen desempefiar un papel importante en el
mantenimiento de la integridad de la BHE. Asi se ha observado que ratones
libres de gérmenes muestran un aumento de la permeabilidad de la BHE
gue se corrige cuando se restaura la produccion de AGCC mediante la
colonizacion con cepas bacterianas en su microbiota (Braniste y cols.,
2014).

Cuando los AGCC cruzan la BHE y llegan al SNC, producen efectos
beneficiosos sobre neuronas, microglia y astrocitos (Silva y cols., 2020)
(Figura 2). Entre otras acciones, atentan la activacion de la neuroglia en
condiciones de neuroinflamacién (Soliman, Combs, y Rosenberger, 2013).
Ademads, promueven la plena maduracion de la microglia y sus
capacidades antiinflamatorias cuando se administran en el agua de bebida
(Morais y cols., 2021), lo que se traduce en el alivio del dafio de la BHE
causado por la ausencia de microbiota, mediante la restauracién de las
uniones estrechas (Braniste y cols., 2014). De manera similar, se ha
observado que el acetato modula in vitro la expresion de citoquinas
inflamatorias mediante un mecanismo asociado con un aumento de la
acetil-coenzima A (AcCoA) cerebral y de la acetilacion de histonas y una
reduccion de la expresion de la interleuquina IL-13 (Soliman y cols., 2013).
En cuanto a la funcion neuronal, los AGCC pueden modular los niveles de

neurotransmisores; el acetato parece influir en el patrén de activacion
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neuronal hipotalamico, ya que su administracion intraperitoneal (i.p.)
provoca en el nucleo arqueado un aumento de los niveles de glutamato
(Glu), glutamina (GIn) y GABA (Frost y cols., 2014). Por otra parte, el
propionato y el butirato estan implicados en los procesos de sefializacion
celular, pues influyen en el nivel de K* intracelular (Oleskin y Shenderov,
2016). Otros autores han demostrado que los AGCC regulan la expresion
del gen que codifica la triptéfano hidroxilasa, la enzima clave de la
biosintesis de la serotonina, promoviendo su liberacion (Clarke y cols.,
2014), lo que tiene repercusion en la supervivencia y regeneracion neuronal
(Wouters y cols., 2007).

Por otro lado, la administracién oral, intravenosa o i.p. de AB
desencadena cambios en el metabolismo basal de la glucosa en el nucleo
accumbens y el hipocampo, asi como el aumento de volumen de la capa
de células granulares del hipocampo y la neurogénesis (Val-Laillet y cols.,
2018), facilitando la consolidacién de la memoria a largo plazo y la mejora
de la cognicion (Levenson y cols., 2004).

Sistema Nervioso Central

Neuronas
Aumento de la neurogénesis

% Mejora del desarrollo cognitivo
Mejora de la memoria

Microglia
Hormonas _ Reduccion de la sefial inflamatoria
Vena Homeostasis
porta '
Astrocitos
e Reduccion de la sefial inflamatoria

Higado,
tejido adiposo

m
FFAR2, FFAR3,
GPR109a, GPR164
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Figura 2. Eje microbiota-intestino-cerebro. Los AGCC cruzan la BHE a través de la union a sus
receptores (FFAR2, FFAR3) o inhibiendo HDAC, y llegan al SNC produciendo efectos beneficiosos
sobre neuronas, microglia, astrocitos y BHE (figura realizada utilizando la web Biorender y adaptada
de Silvay cols. 2020).
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Es bien sabido que la sintesis de nuevas proteinas es un proceso
esencial para que se produzcan cambios a largo plazo en el aprendizaje y
la plasticidad sinaptica (Dale, Kandel, y Schacher, 1987; Bliss y
Collingridge, 1993). La acetilacion de la histona H3 en el hipocampo
interviene en dichos procesos de sintesis de nuevas proteinas para
contribuir a la formacion de memoria a largo plazo (Graff y Tsai, 2013; Val-
Laillet y cols., 2018). Curiosamente, la HDAC tiene un efecto supresor de
la memoria que puede ser neutralizado por inhibidores de la HDAC, como
el AB (Levenson y cols., 2004). Asi, varios estudios con animales se han
centrado principalmente en el uso de este AGCC, para que, mediante su
funcién inhibitoria de la HDAC, aumente la acetilacion de las histonas en el
cerebro durante una fase critica de la formacion de la memoria, provocando
una mejora de la potenciacion a largo plazo (LTP; del inglés long term
potentiation) (Levenson y cols., 2004; Kim, Leeds, y Chuang, 2009; Zhong
y cols., 2014; Garcez y cols., 2018). De esta forma, se sefiala a los AGCC
como moduladores prometedores del aprendizaje y la memoria.

En resumen, el AB podria influir directamente en el cerebro al
reforzar la integridad de la BHE, modular la neurotransmision, influir en los
niveles de factores neurotroéficos y promover la consolidacion de la

memoria.

1.2. Receptores de acidos grasos libres: FFAR2 vy
FFAR3

Ademas de ser una fuente de energia, los AGCC son ligandos
naturales de un grupo de receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
denominados receptores de acidos grasos libres (FFAR; del inglés free
fatty acid receptor) (Kimura y cols., 2020). Se ha demostrado que el AB
activa GPR43 y GPR41, posteriormente renombrados como FFAR2 y
FFAR3 respectivamente (Bolognini y cols., 2016; Ang y cols., 2018;

Mohajeri y cols., 2018). Aunque ambos son activados por AB, la afinidad
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de los AGCC por FFAR2 y FFAR3 difiere con la longitud de los acidos
grasos; mientras que FFAR2 tiene mas afinidad por acetato y propionato,
FFAR3 muestra preferencia por AB (Liny cols., 2012; Laydeny cols., 2013).

FFAR2 esta acoplado a las proteinas Gi y Gq. La activacion de este
receptor por AB a través de proteinas Gi inhibe la produccion de AMPc y
activa la cascada ERK, mientras que su activacion a través de Gq resulta
en la elevacion de calcio intracelular [Ca?*]i y promueve la activacién de la
cascada MAPK (Figura 3A). FFAR3 esta acoplado a Gi y su activacion por
AB inhibe la produccion de AMPc y promueve la fosforilacion de ERK1/2
(Figura 3B) (Kimura y cols., 2020). Resultados recientes revelan que
FFAR2 y FFARS3 interactuan para formar un heteromero en monocitos y
macrofagos primarios humanos, el cual muestra un aumento de la
sefializacién de [Ca?*]i al tiempo que pierde la capacidad de inhibir la
produccion de AMPc y, ademas, induce la fosforilacion de p38, una via de
sefalizacion celular que juega un papel clave en la expresion génica, el
crecimiento celular y la inmunidad (Ang y cols., 2018).

Estos receptores estan implicados en varios procesos fisiolégicos
debido a su localizacion en diferentes tipos celulares. En el tejido adiposo,
FFAR2 y FFAR3 actlan como sensores nutricionales manteniendo el
equilibrio energético en el cuerpo, promoviendo el gasto de energia y
suprimiendo la acumulacién de grasa. Esto es posible gracias a la inhibicién
de la sefalizacion de insulina en el tejido adiposo, cuando los AGCC
producidos por la microbiota intestinal son detectados por estos receptores
(Miyamoto y cols., 2016). Aunque ambos receptores son reguladores bien
establecidos de la respuesta inmune, FFAR2 se ha encontrado, en mayor
proporcion que FFAR3 (Kim, Park, y Kim, 2014), en neutréfilos y monocitos
y, mas recientemente, también en las células T reguladoras (Tregs) (Smith y
cols., 2013). Ademas, FFAR2 inhibe la translocacion nuclear de NF-kB,
reduciendo asi la expresion de citoquinas inflamatorias como IL-13 e IL-6
(Kimura y cols., 2020) (Figura 3A). Por otro lado, FFAR3 regula el apetito

mediante la activacion del péptido de la hormona intestinal YY (PYY) y el
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péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) (Figura 3B) (Chambers, Morrison, y
Frost, 2015; Baothman y cols., 2016).

En cuanto al SNC, se ha sugerido que las interacciones AGCC-
FFAR2/3 son necesarias para el correcto funcionamiento cerebral. Las
células inmunitarias periféricas que expresan FFAR2 pueden cruzar la BHE
y migrar al cerebro tras la recepcion de AGCC a través del plasma
circulante del huésped y regular la funcion o maduracién de la microglia en
el cerebro (Filiano, Gadani, y Kipnis, 2015; Wang y cols., 2018) (Figura 3A).
Por otro lado, FFAR3, se expresa en gran medida en una poblaciéon de
neuronas entéricas, incluidas las neuronas secretoras de los péptidos
intestinales vasoactivos (Nghr y cols., 2013). Estas células que expresan
FFAR3 muestran niveles més altos de precursores de neuropéptidos y
hormonas neuroendocrinas, lo que indica una asociacion entre los AGCC

y la produccién de neuropéptidos (Nghry cols., 2015) (Figura 3B).
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Figura 3. Receptores de &cidos grasos libres. Especificidad del ligando y vias de sefializacion de
(A) FFAR2 y (B) FFARS (figura realizada utilizando la web Biorender).

1.3. Tributirina, un precursor del acido butirico

El AB es un acido monocarboxilico saturado formado por cuatro
atomos de carbono (acido butanoico) que, como todos los AGCC, es
producto de la fermentacién de la fibra alimentaria por parte de las bacterias
del colon. ElI AB también puede ser producido por las lipasas del huésped
a partir del triglicérido tributirina (TB), utilizado como precursor para
suministrar AB biolégicamente activo (Gaschott y cols., 2001, Miyoshi y
cols., 2011). La via de sintesis méas extendida es la via de la AcCoA, en la
que ésta se produce a través del piruvato derivado de la fermentacién de
carbohidratos no digeribles por el huésped (conocidos como “fibra") o a
través del lactato (Duncan y cols, 2002; 2004). El AB puede ser utilizado
ademas por las células del huésped, donde se metaboliza en el proceso de
B-oxidacion mitocondrial, que genera NADH, H* y AcCoA, que a su vez
puede incorporarse al ciclo del acido citrico en la mitocondria (Astbury y
Corfe, 2012) (Figura 4).

El AB estad presente en los productos lacteos en cantidades
considerables (Bugaut, 1987), por ejemplo, en la leche de vaca entera
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(~0,1 g/100 g), la mantequilla (~3 g/100 g) y el queso, especialmente el de
cabra (~1-1,8 g/100 g) y el parmesano (~1. 5 g/100 g) (Lei, Vacy, y Boon,
2016). También esté presente en la leche materna humana, lo que resulta
en la absorcion diaria de 30 mg/kg aproximadamente para un bebé lactante

(Paparo y cols., 2021).
Fibra

Piruvato

Lactato

AcCol

v

C:Cifhie _,. L B-oxidacion | AB

Figura 4. Sintesis del 4cido butirico a partir de AcCoA. El piruvato, derivado de la fermentacién
de la fibra alimentaria, y el lactato producen AcCoA dando lugar al AB. El AB puede ser utilizado por
las células del huésped, donde se metaboliza en las mitocondrias para dar lugar a NADH, H* y
AcCoA, que se incorpora al ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Uno de los efectos mejor estudiados del AB es el efecto
antiinflamatorio sobre las células microgliales del hipocampo (Huuskonen y
cols., 2004). En este sentido, varios estudios han informado que el AB
disminuye la activacibn microglial y la secrecibn de citoquinas
proinflamatorias (Patnala y cols., 2017; Wang y cols., 2018). En
experimentos realizados con lipopolisacarido (LPS), se ha observado que
el tratamiento con AB in vitro e in vivo inhibe las modificaciones
proinflamatorias inducidas por el mismo (Wang y cols., 2018).

Veiamos en el apartado anterior que los AGCC promueven la
acetilacion de histonas, modulando asi la expresion génica (Vinolo y cols.,
2011). La desregulacion de la acetilacion de histonas se ha relacionado con
la alteracion de la memoria asociada a la edad y la patogenia de las

enfermedades neurodegenerativas (Lei y cols., 2016). Por ello, la
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administracion AB podria constituir una novedosa via terapéutica para
tratar el deterioro de la memoria relacionada con enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) (Govindarajan
y cols., 2011). De hecho, se ha observado en estudios preclinicos que el
AB produce una reduccion de B-amiloide (BA) (Lei y cols., 2016). Cabe
destacar que los AGCC interfieren con las interacciones proteina-proteina
entre los péptidos BA, interrumpiendo asi su ensamblaje en oligémeros
neurotoxicos (Ho y cols., 2018), las principales toxinas responsables de la
disfuncion de la sinapsis y los déficits cognitivos en la EA (Ferreira y cols,
2015). Otros estudios han demostrado los efectos beneficiosos del
tratamiento con AB y probioticos sobre la cognicién y la memoria en un
modelo animal de envejecimiento (Garcez y cols., 2018; Ho y cols., 2019),
mostrando que la inhibicion de la HDAC con AB mejora la funcién de la
memoria y aumenta la expresién de genes implicados en el aprendizaje
asociativo (Govindarajan y cols., 2011) frente al dafio genético y celular que
perjudican la cognicion causada por la administracion a largo plazo de D-
galactosa (Garcez y cols., 2018; Ho y cols., 2019).

Por otro lado, los AGCC juegan un papel importante en la
enfermedad de Parkinson (EP). Li y cols. (2017) confirmaron que los
pacientes con EP sufren alteraciones en la microbiota y que existe una
correlacién entre la disminucién de AGCC y la progresién de la enfermedad
(Liy cols., 2017). Apoyando esta hipotesis, se ha demostrado en modelos
animales de EP que la administracién de AB mejora el deterioro motor y la
deficiencia de dopamina (Liu y cols., 2017; Paiva y cols., 2017).

En el apartado anterior se describia que la inhibicion de HDAC por
AB mejora procesos de plasticidad sindptica como la LTP y participa en la
consolidacion de la memoria a largo plazo (Levenson y cols., 2004; Kim y
cols., 2009; Zhong y cols., 2014; Garcez y cols., 2018). La eliminacion dela
microbiota da lugar al deterioro de la neurogénesis en el hipocampo y a
deficiencias en la memoria (Mohle y cols., 2016). Este déficit cognitivo
podria estar asociado a cambios en la expresibn de moléculas de

sefalizacion relevantes para la cognicion, como el factor neurotréfico
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derivado del cerebro (BDNF; del inglés brain-derived neurotrophic factor),
la subunidad 2B del receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartato),
el transportador de serotonina y el neuropéptido Y (Frohlich y cols., 2016).
Los factores neurotréficos, como el factor de crecimiento nervioso (NGF;
del inglés nerve growth factor), el factor neurotrofico derivado de células
gliales (GDNF; del inglés glial cell line-derived growth factor) y el BDNF,
que regulan el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacion de las
neuronas y las sinapsis en el SNC, y desempeian un papel importante en
el aprendizaje y la memoria, también han demostrado estar modulados por
AB (Intlekofer y cols., 2013; Savignac y cols., 2013; Varela y cols., 2015).

Ademés de las enfermedades neurodegenerativas, se han visto
efectos beneficiosos del AB sobre diferentes trastornos neuroldgicos como
la depresion (Yamawaki y cols., 2018). El conocimiento actual muestra que
este acido graso posee un efecto antidepresivo que revierte las alteraciones
conductuales en modelos de ratén, como la falta de energia (Wei y cols.,
2014; Valvassori y cols., 2015), la anhedonia (Sun y cols., 2016), y las
deficiencias cognitivas y de sociabilidad (Burokas y cols., 2017). Por otro
lado, se ha demostrado que el AB es capaz de revertir la hiperactividad
conductual y los comportamientos depresivos y maniacos en ratas, asi
como el efecto beneficioso en las fases de mania en un modelo de trastorno
bipolar en rata (Moretti y cols., 2011; Valvassori y cols., 2016).

Todos estos datos apuntan a que el AB podria tener un cierto
potencial terapéutico en determinadas enfermedades neurodegenerativas
y trastornos neurolégicos.

Por otro lado, los AGCC muestran efetos positivos sobre varias
funciones neuronales relacionadas con los trastornos metabdlicos, como la
supresion de la actividad de las neuronas orexigénicas que expresan el
neuropéptido Y en el hipotdlamo (Li y cols., 2018) y la modulacion de la
sefalizacion desencadenada por el receptor de la grelina (Torres-Fuentes
y cols., 2019), lo que contribuye al control del ritmo circadiano y del apetito.
En esta linea, estudios recientes sugieren que los cambios en la

composicion de la microbiota intestinal estan estrechamente relacionados
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con estos trastornos metabodlicos como son la obesidad y la diabetes
mellitus tipo Il (Tarantino, 2014), implicando la activacion de los receptores
FFAR2 y FFAR3 en el mecanismo responsable de su control (De Vaddery
cols., 2014). Estudios preclinicos sugieren que el tratamiento con AB
interviene activamente en la prevencion de la resistencia a la insulina
asociada a la obesidad (Frost y cols., 2014; Li y cols., 2018). Ademas,
debido a sus efectos beneficiosos sobre la homeostasis de la glucosa (den
Besten y cols., 2015), este acido graso disminuye el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo Il en personas con obesidad (Pelgrim y cols., 2017).

Sin embargo, varios autores han encontrado algunas desventajas en
el tratamiento con AB. El principal problema que presenta este acido graso
es su dificultad para alcanzar y mantener sus concentraciones en sangre,
debido a su rapida metabolizacion por los colonocitos (Vinolo y cols., 2012).
Ademas, se ha demostrado la toxicidad del AB en la rata, en la que produce
acidosis metabdlica sistémica (Egorin y cols., 1999).

La TB (tributirilglicerol o tributirina), precursora del AB (Figura 5),
difunde a través de las membranas biologicas y es metabolizada por las
lipasas intracelulares, liberando lentamente y de forma prolongada AB
terapéuticamente eficaz (Stilling y cols., 2016), proporcionando
concentraciones milimolares de AB en el plasma mediante su
administracion oral (Conley y cols., 1998). En comparacion con el AB, la TB
tiene una farmacocinética mas favorable (Schréder, Eckert, y Maurer, 1998;
Egorin y cols., 1999; Heerdt y cols., 1999), es bien tolerada (Conley y cols.,
1998; Egorin y cols., 1999) y quimicamente estable en plasma (Stilling y
cols., 2016).
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Figura 5. Composicion de la tributirina. La TB consiste en tres moléculas de AB unidas a una de
glicerol mediante un proceso de esterificacion. Esta difunde a través de las membranas biologicas y
se metaboliza por las lipasas intracelulares. Como resultado de la accion de las lipasas, liberan AB
en el intestino (figura realizada utilizando la web Biorender).

Se han demostrado los efectos beneficiosos de los tratamientos
dietéticos con TB en los perfiles metabdlicos e inflamatorios de ratones con
obesidad inducida por una dieta alta en grasa. Estos animales, muestran
un menor aumento de peso corporal y una mejor respuesta a la insulina
(Vinolo y cols., 2011). Ademas, resultados recientes han mostrado que la
TB induce un estado antiinflamatorio en el tejido adiposo reduciendo los
niveles de IL-1B8 y TNF-a y aumentando IL-10, Treg y macréfagos M2 (Sato
y cols., 2020).

Debido a estas ventajas frente al AB, la TB es la molécula que hemos
utilizado para llevar a cabo los experimentos de la presente Tesis Doctoral
gue, hasta donde sabemos, es un primer intento de investigar el efecto de
la misma sobre los mecanismos subyacentes a determinados procesos
cognitivos como la memoria espacial dependiente del hipocampo, asi como
implicacién en la transmisidon glutamatérgica hipocampal y en la plasticidad

sinaptica.

1.4. Aprendizaje y memoria

Uno de los fendmenos psicologicos que mas ha despertado el
interés y la atencién de los cientificos desde afios atras es el aprendizaje y
con él, la memoria. La memoria es una funcién cognitiva compleja definida

como un conjunto de cambios conductuales causados por la experiencia.
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El aprendizaje, sin embargo, es el proceso por el cual se adquiere dicha
memoria (Okano, Hirano, y Balaban, 2000).

El estudio cientifico de la memoria humana comenz6 con Herman
Ebbinghaus en 1885, quien inicié la investigacion cuantitativa de los
procesos de memoria asociativa tal y como se producen. Ebbinghaus
describié las condiciones que influyen en la formacion de la memoria y
determind varios principios basicos de la codificacion y el recuerdo, como
la ley de la frecuencia y el efecto del tiempo en el olvido. Asi, las funciones
mentales superiores se llevaron al laboratorio (Ebbinghaus, 2013).
Paralelamente, una nueva generacidon de psicologos experimentales
describio las leyes del aprendizaje asociativo en animales. Pavlov, Watson,
Hull, Skinner y Tolman, todos ellos conductistas, iniciaron un programa
riguroso para identificar las leyes del aprendizaje animal y, a mediados del
siglo XX, ya se habia desarrollado un lenguaje para los procesos de
aprendizaje asociativo (Moser, Rowland, y Moser, 2015).

Los neurobibdlogos actuales abordan el estudio de la memoria y el
aprendizaje segun los fundamentos establecidos por Donald Hebb, quien
inicié el enfoque moderno de los mecanismos neurales que subyacen a la
memoria. En su libro, The Organization of Behavior publicado en 1949,
Hebb postula: “Cuando una célula ayuda en repetidas ocasiones a que otra
se dispare, en el axén de la primera célula se desarrollan botones
sinapticos en contacto con el soma de la segunda célula” (Hebb, 1949).

El hipocampo es una de las estructuras cerebrales identificadas
como responsable de estos procesos en los vertebrados (Squire y Zola-
Morgan, 1991). Esto quedd demostrado en 1957 por Scoville y Milner,
cuando realizaron la extirpacion de esta estructura a su paciente llamado
Henry Gustav Molaison (conocido hasta su muerte en 2008 como paciente
H.M.) y observaron la pérdida casi total de su memoria (Scoville y Milner,
1957), descubrimiento con el que comenzo la era experimental moderna.
Milner (1962) demostr6 que su paciente H.M., severamente amnésico,

podria aprender una habilidad de coordinacién ojo-mano (dibujo en espejo)
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durante un periodo de dias en ausencia de cualquier recuerdo de haber
practicado la tarea previamente (Squire, 2009).

El hipocampo parece asi tener gran importancia sobre los
fenébmenos mnemonicos, por lo que era esperable que sus sinapsis
tuviesen la capacidad para ser modificadas por un determinado patron de
estimulos. Los investigadores Tim Bliss y Terje Lemo describieron por
primera vez, en 1953, el fendmeno de facilitacion postsinaptica, tras la
aplicacion de estimulacién de alta frecuencia a las neuronas presinapticas
del hipocampo de conejo mediante experimentos electrofisiolégicos (Bliss
y Lemo, 1973), demostrando asi la hipotesis de Hebb. A este fenOmeno se
le conoce como potenciacibn a largo plazo. Desde este momento,
numerosos estudios tratan de identificar las vias moleculares que explican
los cambios neuronales y clarificar las bases para conocer los procesos
subyacentes al aprendizaje y la memoria. Ademas de los cambios
funcionales tras dichos procesos, se ha demostrado la existencia de
cambios de tipo morfoldgico en estas neuronas que revelan la modificacién
de los circuitos cerebrales a través de la experiencia. Esta capacidad del
SNC se conoce como plasticidad neuronal y es la base fisioldgica sobre la
gue se apoya la capacidad de aprendizaje y, por lo tanto, la generacion de
nuevas memorias (Sweatt, 2016; von Bernhardi, Bernhardi, y Eugenin,
2017).

A través de varias décadas de investigacion cientifica, se sabe que
existen diferentes tipos de memoria en funcién del tiempo que transcurre
entre la adquisicién de la informacion y la recuperacion de ésta, el recuerdo
(Figura 6). El inicio de los modelos mnésicos tal y como los conocemos en
la actualidad, se lo debemos a William James que, junto a Wilhelm Wundt,
fundaron la psicologia experimental. Su objetivo era aplicar los métodos
cientificos de la fisiologia al estudio de la mente y, posteriormente, al
cerebro y al sistema nervioso. Asi, la filosofia dio lugar a la psicologia vy,
una rama de ésta dio lugar a la psicologia biologica o fisiolégica, que mas
tarde se convirtié en neurociencia conductual (Clark, 2018). William James

distinguid por primera vez en su tratado Principios de psicologia entre
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memoria primaria y secundaria (James, 1980), es decir, la actual memoria
a corto plazo y alargo plazo respectivamente (Atkinson y Shiffrin, 1968).
La memoria a corto plazo, conocida como memoria de trabajo (Baddeley,
1981) puede, por un lado, mantener una cantidad limitada de informacion
en la mente —4 £ 1 elementos (Cowan, 2001)- durante un corto periodo de
tiempo —segundos o minutos— sin que dicha informacion esté presente v,
por otro lado, manipular esa informacion para utilizarla en otros procesos
cognitivos superiores (Brem, Ran, y Pascual-Leone, 2013). Asi, la memoria
a corto plazo no se puede reducir a un sistema simple de almacenamiento
pasivo, sino que interviene en la interpretacién de la informacion para llevar
a cabo tareas cognitivas complejas como el razonamiento, la toma de
decisiones o la resolucién de problemas (Norris, 2017). A través de diversos
mecanismos, algunos contenidos de la memoria a corto plazo pueden
almacenarse en la memoria a largo plazo de forma duradera. Este tipo de
memoria permite almacenar una cantidad ilimitada de informacion durante
largos periodos de tiempo —desde horas hasta afios— mediante la
consolidacion del aprendizaje (Brem y cols., 2013). Tradicionalmente, la
memoria a largo plazo se divide en dos tipos, la memoria implicita y la
memoria explicita. En primer lugar, la memoria implicita o no declarativa,
la cual almacena de forma inconsciente la informacion y engloba procesos
como el i) priming, por el cual la exposicion a determinados estimulos
influye en la respuesta que se da a estimulos presentados con posterioridad
y esta relacionado con la neocorteza; ii) la memoria procedimental, que
participa en el recuerdo de las habilidades motoras y ejecutivas necesarias
para realizar una tarea e implica la activacion del estriado; iii) el
aprendizaje asociativo, que se refiere al condicionamiento clasico y
operante y en el que participan el cerebelo y la amigdala; y iv) el
aprendizaje no asociativo, que se refiere a la habituacion vy
sensibilizacion, y depende de las vias reflejas (Kandel y cols., 2013). En
segundo lugar, la memoria explicita o declarativa, almacena
conscientemente la informacién sobre personas, lugares y objetos. Su

adquisicion se relaciona con el sistema hipocampal y su almacenamiento
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se produce en diferentes areas de la corteza cerebral (Brem y cols., 2013).
La memoria explicita se divide a su vez en i) memoria episodica, es decir,
acontecimientos acaecidos durante la vida de una persona sujeta a una
referencia espaciotemporal, que se almacena en las zonas de asociacion
de los I6bulos frontales, y i) memoria semantica, que hace referencia a
los conocimientos adquirimos a lo largo de la vida y no esta sujeta a una

referencia espaciotemporal (Kandel y cols., 2013; Ferbinteanu, 2019).

Memoria a Memora a
corto plazo largo plazo
Memoria de Implicita o no Explicita o
trabajo declarativa declarativa
Priming Semantica
Procedimental Episodica
Asociativa
No asociativa

Figura 6. Esquema de los diferentes tipos de memoria. (Adaptada de: Atkinson y Shiffrin, 1968).

1.4.1. Aprendizaje y memoria espacial

La memoria tiene una larga historia de investigacion en las ciencias
del cerebro, donde la informacién espacial presenta un desafio particular
para esta funcidn cognitiva. Algunas caracteristicas espaciales del entorno
apenas varian con el tiempo mientras otras estan en constante cambio. Los

seres vivos debemos actualizar constantemente la representacion del
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entorno para determinadas tareas, como conocer la localizaciéon de un
objeto o la planificacion de rutas (Gibson y Mair, 2016).

El estudio neurobiolégico moderno de la memoria espacial se
remonta a principios de la década de 1970 con el descubrimiento por John
O'Keefe y Dostrovsky de las células de lugar —place cells— en el hipocampo,
las cuales responden cuando un animal se encuentra en un lugar particular
de un entorno (O'Keefe y Dostrovsky, 1971). La combinacion de células
gue estaban activas en cada localizacion del entorno era Unica, lo que llevd
a O'Keefe y Nadel (1978) a sugerir que el hipocampo es el lugar del mapa
interno del cerebro del entorno espacial (O'Keefe y Nadel, 1978), una
manifestacion del mapa cognitivo propuesto a partir de experimentos
puramente conductuales por Edward Tolman varias décadas antes
(Tolman, 1948). Posteriormente, May-Britt Moser y Edvard Moser
descubrieron células en el cortex entorrinal cuyas ubicaciones de disparo
forman una cuadricula triangular, proporcionando un sistema de
coordenadas para un entorno determinado (Hafting y cols., 2005). En estos
estudios se demostré que los conjuntos de células de lugar representan no
solo la ubicacion actual del animal, sino también las ubicaciones que el
animal habia visitado anteriormente (Moser y cols., 2015).

La importancia de este conjunto de trabajos por sus descubrimientos
de las células que constituyen el sistema de posicionamiento en el cerebro
y sus estudios sobre la orientacién en el espacio, fue reconocida con la
concesion del Premio Nobel de Fisiologia o Medicina de 2014 a O'Keefe,
Moser y Moser (Gibson y Mair, 2016).

La funcién de las células de lugar en la memoria del hipocampo ya
era evidente en los primeros estudios sobre dichas células. Las neuronas
moduladas espacialmente se encuentran en las regiones CAl y CA3 del
hipocampo y se ha demostrado farmacolégicamente que la codificacion de
la memoria espacial depende principalmente del receptor NMDA de Glu,
mientras que la recuperacion posterior de la informacion se relaciona con
el receptor glutamatérgico AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolepropiénico) (Rolls, 2018). Ademas, se ha visto que el

50



desplazamiento asimétrico depende de la activacion de los receptores
NMDA (Ekstrom y cols., 2001), lo que concuerda con la sugerencia de que
los mapas de lugar se refinan mediante la plasticidad sinaptica a largo plazo
dependiente de la experiencia (Mehta, Barnes, y McNaughton, 1997;
Mehta, Quirk, y Wilson, 2000).

1.4.2. Evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial mediante

modelos animales

El estudio de la memoria espacial es un enfoque experimental
clasico para investigar varias formas de memoria en roedores. El término
memoria espacial se refiere a las propiedades espaciales del entorno y, es
precisamente la capacidad de desplazarse de un lugar a otro —navegacion—
lo que se registra en las pruebas de memoria espacial en animales de
experimentacion (Morellini, 2013).

La forma en que navegan los roedores, generalmente se puede
distinguir de una manera dicotomica, es decir, de un tipo de navegacion
alocéntrica y egocéntrica (Piber y cols., 2018). El tipo de navegacion
alocéntrica presenta una estrategia centrada en el uso de claves
contextuales obtenidas a través de los sentidos, y se ha descrito como
dependiente del hipocampo (Gron y cols., 2000; Moffat, Elkins, y Resnick,
2006). Sin embargo, el tipo de navegacidon egocéntrica se ha descrito como
dependiente del I6bulo parietal y presenta una estrategia centrada en el uso
de sefales internas, como distancias y direcciones hacia o desde puntos
de referencia individuales, asi como la percepcion de los propios
movimientos corporales (Maguire y cols., 1998).

El tipo de memoria que se evalla dependera del laberinto y protocolo
empleados. Para el estudio de la memoria espacial, son comunes los
laberintos que utilizan claves contextuales distribuidas por las paredes de
la sala de experimentacion (Morellini, 2013). Se realizan tareas en las que
los animales deben encontrar reforzadores positivos, como alimento, agua,

novedad por entorno, etc., y gracias a las claves viso-espaciales, los
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animales son capaces de aprender y recordar los lugares donde pueden

encontrarlos. Otras tareas se basan en evitar reforzadores negativos, como

luces y sonidos intensos o la inmersién en el agua. Los paradigmas mas

utilizados para estudiar el aprendizaje y memoria espacial en roedores son:

El laberinto en Y o en T se utiliza para evaluar la memoria de
trabajo espacial en roedores a través del analisis de la alternancia
espontanea. Esta se evalla mediante la exploracion libre de los
tres brazos del laberinto y, es impulsada por una curiosidad innata
de los roedores para explorar areas previamente no visitadas
(Kraeuter, Guest, y Sarnyai, 2019). La evaluacion de la memoria
de trabajo se realiza mediante el calculo del ratio o porcentaje de
alternancias correctas frente a las totales. Este paradigma
presenta simplicidad, rapidez y disminucion del estrés, lo cual
aporta ventajas frente a otros laberintos. Sin embargo, no permite
evaluar la curva de aprendizaje (Morellini, 2013). Este ensayo esta
disefiado para detectar deterioro en la memoria espacial mas que
una mejora de los niveles basales, por este motivo, la realizacion
de la tarea en el laberinto en Y por animales sanos no es

susceptible de mejoras (Ricciarelli y cols., 2017).

El laberinto radial de ocho brazos (RAM; del inglés Radial arm
maze) se emplea para la evaluacion de la memoria de trabajo
espacial y de la memoria de referencia (Olton, David, y Samuelson,
1976), ademéas de la curva de aprendizaje realizando varias
sesiones en dias consecutivos. En su forma mas simple, se coloca
comida a modo de reforzador natural en todos los brazos del
laberinto y se introduce al animal para que la localice. En otros
protocolos se colocan los reforzadores solo en algunos brazos y
se utilizan claves contextuales para que los animales las asocien
con los brazos que tienen alimento (Olton y Papas, 1979). Los
errores cometidos por el animal son los que permiten la evaluacion

de la memoria, pudiendo ser estos errores de memoria de trabajo
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(la entrada en un brazo que ya ha sido visitado previamente
durante la misma sesion) o de referencia (la entrada a un brazo en
el que nunca se habia puesto reforzador). La capacidad de evaluar
diferentes tipos de memoria y el aprendizaje simultdneamente
concede a este paradigma una ventaja frente a otros (Morellini,
2013). Sin embargo, presenta un inconveniente, pues el RAM
precisa de la privacion de comida a los animales para mantenerlos
a un 90% de su peso normal, con el fin de aumentar su motivacion
por la busqueda de comida, incrementando su nivel de estrés
(Hodges, 1996).

El laberinto acuatico de Morris (MWM,; del inglés Morris water
maze) es un paradigma que evalla el aprendizaje y la memoria de
referencia tanto a corto como a largo plazo midiendo el tiempo de
latencia en encontrar una plataforma sumergida en una piscina
circular llena de agua opaca. La principal ventaja de este protocolo
es que el aprendizaje es mas rapido que en el RAM, debido a la
estimulacién aversiva (sumergir al animal en el agua) y, ademas,
no requiere de la privacibn de comida (Hodges, 1996). Sin
embargo, la realizacion de la tarea en el MWM se ve afectada por
el elevado nivel de estrés producido por el agua, lo que podria

afectar a los resultados obtenidos (Morellini, 2013).

La tarea de reconocimiento de un lugar nuevo (NLR; del inglés
Novel location recognition test) evalia la memoria espacial de
referencia midiendo el tanto el tiempo como el numero de
contactos con un objeto que ha sido cambiado de lugar. Este
paradigma presenta las ventajas de la rapidez y sencillez, lo cual
reduce el nivel de estrés del animal que se somete a la tarea. No
obstante, este paradigma no evalla memoria de trabajo ni

aprendizaje (Morellini, 2013).
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En la presente Tesis Doctoral, se ha utilizado el Laberinto en Y ya
gue ofrece una medida rapida y sencilla de la memoria de trabajo espacial
(Morellini, 2013). Ademas, se considera que la influencia de variables como
el estrés es minima, debido a que se basa en la tendencia natural de los
roedores por la exploracién. Sin embargo, a pesar de su sencillez, se ha
demostrado que este tipo de tareas sin reforzamiento son muy sensibles a

la hora de detectar alteraciones hipocampales (Rudy, 2009).

1.5. El hipocampo

La memoria es uno de los procesos cognitivos mas importantes de
nuestro cerebro. Desde el trabajo de Scoville y Milner (1957) sobre el
paciente H.M., muchos estudios han proporcionado evidencia de que el
I6bulo temporal medial, especialmente el hipocampo, es necesario para
cierto tipo de memoria, como los recuerdos de experiencias diarias
(memoria episodica) y la historia personal (memoria autobiogréafica)
(Takehara-Nishiuchi, 2014).

El hipocampo es una estructura cerebral ubicada en la regién medial
del lI6bulo temporal de ambos hemisferios que, debido a su localizacion,
pertenece tanto a al sistema limbico como a la arquicorteza (Figura 7).

c»)») [

Figura 7. Localizacion del hipocampo en un corte sagital del cerebro humano (en verde) (A) y de

roedor (en azul) (B) (figura realizada mediante la web Biorender).
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La primera descripcion del hipocampo fue escrita por el anatomista
Giulio Cesare Aranzi (Julius Caesar Arantius, 1587), quien dio el nombre a
esta pequefa parte del cerebro (—hipocampo-, del latin “caballo monstruo
marino”) (Bir y cols., 2015). Desde entonces han surgido diferentes lineas
tedricas sobre el hipocampo y sus funciones en el cerebro. En primer lugar,
la teoria sobre la inhibicion de la conducta, basada en la observacion de la
hiperactividad y la dificultad en la inhibicion de respuestas que producia a
los animales una lesiéon en el hipocampo (Nadel, O'Keefe, y Black, 1975).
Estos mismos autores, desarrollaron otra linea teérica que relacionaba el
hipocampo con la regulacion de la percepcion espacial, es decir, la
localizacion con respecto al entorno gracias al descubrimiento de las
células de lugar en 1971 (O'Keefe y Dostrovsky, 1971). Por ultimo, en 1953,
se empezd a relacionar y entender la importancia del hipocampo en la
memoria. El trabajo de Scoville y Milner, describe los resultados de la
extirpacion quirdrgica del hipocampo, con el fin de aliviar los graves ataques
epilépticos de su paciente H.M. Esta intervencion resulté en una amnesia
anterégrada grave y una amnesia retrograda parcial, convirtiendo al
paciente H.M. en el sujeto mas estudiado en la historia médica (Scoville y
Milner, 1957). Actualmente existe un acuerdo practicamente universal en el
gue el hipocampo desempefia un papel importante tanto en la memoria

como en la codificacién espacial.

1.5.1. Estructuray conexiones del hipocampo

El hipocampo es parte de una estructura mucho mayor denominada
formacion hipocampal, constituida adicionalmente por el giro dentado (GD),
el subiculo (SUB), la corteza entorrinal (CE) y el hipocampo propiamente
dicho (Figura 8A).

La CE es una de las regiones corticales que rodean el hipocampo.
Esta dividida en cinco capas y se ha descrito como un centro de la red de
memoria cortical debido a sus conexiones reciprocas con el hipocampo y

con las regiones neocorticales. Los axones de las células piramidales de la
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capa Il proyectan hacia el GD, mientras que de la capa V, la mas profunda,
salen eferencias a otras areas cerebrales y recibe aferencias del SUB. Por
otro lado, el GD se divide en tres capas de células granulares, las cuales
proyectan sus axones hacia las células piramidales del 4rea CAS3 del
hipocampo (Schultz y Engelhardt, 2014; Takehara-Nishiuchi, 2014).
Desde el punto de vista citoarquitectonico e histolégico, el término
hipocampo hace referencia a una regién de la formacion hipocampal que
implica los campos denominados con la abreviacion CA (cornu Ammonis o
asta de Ammon) y se dividen en CAl, CA2 y CA3, cada uno de ellos
formado por una capa de neuronas piramidales. Dicha subdivision tiene
implicaciones tanto anatomicas como funcionales, ya que cada una de
estas regiones tiene conexiones y propiedades neuronales diferentes.
Algunos autores reconocen una cuarta regidon denominada CA4; sin
embargo, es considerada desde hace varios afios como una capa profunda
del GD. El hipocampo es una estructura con una organizacion laminar en
la cual se pueden observar varios estratos o capas. En la regién stratum
oriens (dendritas basales de las células piramidales) y stratum radiatum
(dendritas apicales de las células piramidales), discurren varias
interconexiones entre CA3 y la via colateral de Schaffer, la cual conecta
CA3 con CA1l. En la region CA3, se encuentra una zona denominada
stratum lucidum (axones de las células piramidales de CA3) en la cual las
fibras musgosas provenientes del GD generan dos tipos de sinapsis
altamente especializadas: una para células piramidales y otra para
interneuronas gabaérgicas. Por Ultimo, la capa mas superficial del
hipocampo es el denominado stratum lacunosum-moleculare (botones
terminales de las dendritas apicales) donde se encuentran las
terminaciones de la CE (Knierim, 2015; Preston-Ferrer y Burgalossi, 2018).
Las aferencias procedentes de las distintas areas cerebrales llegan
a la CE y al GD, desde donde son enviadas al hipocampo siguiendo una
organizaciéon laminar y unidireccional por tres vias (Figura 8B). De esta
manera, las células piramidales de la CE proyectan sus axones sobre las

células granulares del GD por medio de denominada via perforante.
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Posteriormente, las células granulares proyectan por medio de la via de las
fibras musgosas hacia las dendritas apicales de las neuronas piramidales
de CA3 vy, las neuronas de CA3, proyectan a CA1l por medio de la via
colateral de Schaffer. Finalmente, una vez integrada la informacion en CA1l,
las neuronas piramidales de ésta completan el circuito enviando eferencias
al SUB, y de alli nuevamente a la CE. En cada una de las sinapsis que
implica el este circuito se ha logrado inducir potenciacion a largo plazo, sin
embargo, es la colateral de Schaffer la via mas utilizada para el estudio de
la plasticidad sinaptica hipocampal debido a sus caracteristicas plasticas,
planteando que sus conexiones participan activamente en la adquisicion y
mantenimiento de la memoria espacial (Schultz y Engelhardt, 2014;
Danielson y cols., 2016; Park y cols., 2018).
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Figura 8. Esquema de las areas que forman el sistema hipocampal (A) y sus conexiones
internas (B). CA1 y CA3: Zonas del hipocampo; CE: Corteza entorrinal; GD: Giro dentado; SUB:
Subiculo (figura extraida de Aimone y cols., 2014).
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1.5.2. Transmision hipocampal

El Glu es el principal neurotransmisor excitador del cerebro en
general y del hipocampo en particular, asi, las neuronas glutamatérgicas
representan la clase neuronal més grande del cerebro y son responsables
de la mayor parte de la transmision sinaptica excitadora y la plasticidad
(Chang y cols., 2019).

El Glu estd ampliamente distribuido por el SNC y se produce en las
neuronas y en las células gliales a partir de glucosa. Una vez sintetizado,
se almacena en las vesiculas vy, durante la neurotransmisién
glutamatérgica, se libera en la hendidura sinaptica, donde se une a los
receptores de Glu que se encuentran en las neuronas postsinapticas. En
condiciones fisiolégicas, su concentracion intracelular oscila entre 1 y 10
mM; sin embargo, extracelularmente se mantiene por debajo de 2 uM para
evitar la excitotoxicidad que produce la acumulacion excesiva de este
neurotransmisor. Esto es posible gracias a la recaptacion de Glu por parte
de las neuronas y los astrocitos a traves de sus transportadores (EAAT1/2).
En las células gliales, el Glu se convierte en GIn en presencia de la
glutamina sintetasa. Las neuronas presinapticas recuperan la Gln y la
convierten en Glu por la accién de la glutaminasa. El Glu es transportado a
las vesiculas sinapticas mediante la actividad de los transportadores
vesiculares de Glu 1y 2 (VGLUT1/2), donde se almacena comenzando de

nuevo el ciclo (Meldrum, 2000; Chang y cols., 2019) (Figura 9).
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Figura 9. Sintesis de glutamato y ciclo glutamato/glutamina. Balance metabdlico y el reciclaje
de aminoacidos para el normal funcionamiento del cerebro. El ciclo Glu/GIn es un mecanismo de
proteccion contra la excitotoxicidad mediada por Glu en condiciones fisiolégicas (figura realizada
utilizando la web Biorender).

El Glu se une a sus receptores que se encuentran en las neuronas
postsindpticas y se dividen en dos tipos: ionotropicos y metabotrépicos. Los
receptores ionotrépicos se asocian a canales idnicos que permiten el flujo
de cationes (Ca?* y Na*). El Glu actla postsinapticamente en tres familias
de receptores ionotrépicos, denominados NMDA, AMPA y kainato. Los
receptores metabotrépicos de Glu son receptores acoplados a proteinas
G, y provocan cambios duraderos en neuronas y células gliales. Hasta el
momento se han descrito ocho subtipos (MGluR1-mGIluR8) (Monyery cols.,
1992; Sanz-Clemente, Nicoll, y Roche, 2013; Kamalova y Nakagawa,
2021).

La presente Tesis Doctoral se centra en los receptores ionotrépicos
AMPA y NMDA, debido a su papel tanto en la transmision sinaptica
excitadora como en los procesos de plasticidad sindptica hipocampal
(Meldrum, 2000).
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1.5.2.1. Receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA

El aprendizaje y la memoria, asi como la plasticidad sinaptica que se
considera su correlato electrofisiolégico, dependen de la transmision
glutamatérgica (Niciu, Kelmendi, y Sanacora, 2012). Los receptores
ionotropicos de Glu AMPA y NMDA son cruciales en los cambios sinapticos
dependientes de la actividad (Baez, Cercato, y Jerusalinsky, 2018).

El receptor NMDA es una proteina transmembranal con propiedades
particulares, que le permiten intervenir activamente en los procesos de
modificacion sinptica (Vyklicky y cols., 2014). Los receptores NMDA son
canales i6nicos regulados por ligando, permeables al Na*, K* y Ca?*,
compuestos por dos subunidades GIUN1 de unién a glicina y dos
subunidades GIuN2/3 de unién a Glu (GIluN2 A-D, GIuN3 A-B) que dan
lugar a canales ionicos di- o tri-heterotetraméricos para formar el receptor
(Monyer y cols., 1992; Strehlow y cols., 2019) y que definen su perfil
farmacoldgico y fisiolégico (Baez y cols., 2018).

Todas las subunidades tienen un nivel significativo de homologia y
estan muy relacionadas en su estructura, con una organizacion de dominios
conservada. Presentan un dominio N-terminal extracelular, donde se unen
los moduladores alostéricos, unido a un dominio de union al ligando
enddgeno, al que se unen los agonistas o antagonistas. EI dominio
extracelular estd conectado a un dominio transmembrana, formado por
cuatro hélices transmembrana hidrofébicos, que forman el canal iénico, y
gue a su vez se comunican con un dominio intracelular C-terminal (Flores-
Soto y cols., 2012; Vyklicky y cols., 2014) (Figura 10A).

En las estructuras del SNC implicadas en funciones cognitivas, como
el hipocampo y la corteza prefrontal, GIuN2A y GIuN2B son las principales
subunidades reguladoras (Paoletti, Bellone, y Zhou, 2013; Sanz-Clemente
y cols., 2013), mientras que GluN1 se expresa de forma ubicua en el SNC,
y GIuN2C y GIuN2D se localizan en el cerebelo y diencéfalo (Niciu y cols.,
2012).

En el cerebro de los mamiferos, la mayor parte de la

neurotransmision excitatoria rapida la llevan a cabo los receptores de Glu
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ionotropicos AMPA, situados en la densidad postsinaptica de las sinapsis
glutamatérgicas (Traynelis y cols., 2010). Los receptores AMPA abren
canales de cationes en respuesta a la union del Glu, despolarizando asi las
membranas postsinpticas. El complejo de sefalizacién de los receptores
AMPA se compone tipicamente de receptores AMPA tetraméricos y de una
amplia gama de proteinas auxiliares, las cuales modulan el trafico, la
compuerta, la farmacologia y la permeabilidad de los receptores, lo que
conduce a un ajuste espacial y temporal de la funcién de los receptores
AMPA que, a su vez, es fundamental para la plasticidad sinaptica, el
aprendizaje y la memoria (Jackson y Nicoll, 2011; Haering y cols., 2014).
Las subunidades formadoras de poros de los receptores AMPA,
conocidas como GluAl1-4 (Collingridge y cols., 2009; Greger, Watson, y
Cull-Candy, 2017), constan de cuatro dominios (Figura 10B). El dominio N-
terminal, el mas alejado de la membrana y situado en el espacio
extracelular, estd conectado con el dominio de union a ligando. Tras la
union del Glu, el dominio de unién a ligando experimenta cambios
conformacionales que dan lugar a la activacion del canal. A su vez, éste se
conecta al dominio transmembrana, que consta de tres segmentos que
abarcan la membrana (M1, M3 y M4) y un bucle helicoidal reentrante (M2).
El dominio transmembrana forma un canal de iones en la membrana que
cuando estd abierto conduce cationes. Por ultimo, hay un dominio
citoplasmatico C-terminal que regula el anclaje, la sefializacién y el trafico

(Kamalova y Nakagawa, 2021).
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Figura 10. Receptores NMDA y AMPA glutamatérgicos. Representacién esquemética de la
estructura del receptor NMDA (A) y AMPA (B) de Glu y sus sitios de union (figura realizada utilizando
la web Biorender y adaptada de Flores-Soto y cols., 2012; Greger y cols., 2012).

Mientras que los receptores AMPA son capaces de mediar la
neurotransmision ordinaria de Glu, el canal NMDA suele ser bloqueado por
el Mg?* extracelular en los potenciales de reposo de la membrana celular.
Para lograr una transmision efectiva a través de los receptores NMDA,
éstos deben ser desbloqueados por la despolarizacién de la membrana a
través de la activacion de los receptores AMPA, mientras que, al mismo
tiempo, tanto el Glu como la glicina deben unirse al receptor (Baez y cols.,
2018). Por lo tanto, los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA son
fundamentales en los procesos de plasticidad sinaptica, como la

potenciacion a largo plazo y la depresién a largo plazo.

1.5.3. Plasticidad sinaptica hipocampal

Las conexiones sinapticas entre las neuronas proporcionan el
“cableado” basico del circuito encefalico. La conectividad sinaptica entre las
neuronas es una entidad dinamica que esta en constante cambio en
respuesta a la actividad neural. Estos cambios en la transmision sinaptica
surgen de la plasticidad sinaptica, modificando la eficacia y la fuerza de las
sinapsis en respuesta a un aumento o disminucion en su actividad (Citri y

Malenka, 2008). De este fenOmeno depende la memoria, el aprendizaje y
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las modificaciones del comportamiento para adaptarse a un medio
ambiente cambiante (Neves, Cooke, y Bliss, 2008). Los cambios en la
fuerza sinaptica se estudian mediante registros electrofisiolégicos, y se ha
demostrado la existencia de varias formas de plasticidad sinaptica, entre
las que destacan la potenciacion a largo plazo (LTP), cuando algunos
patrones de actividad sinaptica producen un aumento duradero de la fuerza
sinaptica (Bliss y Collingridge, 1993), y la depresién a largo plazo (LTD;
del inglés long-term depression), cuando los patrones de actividad
producen una disminucion de la fuerza sinaptica (Collingridge y cols.,
2010). Estos mecanismos plasticos son considerados la base celular

subyacente a los procesos de aprendizaje y memoria.

1.5.3.1. Potenciacién alargo plazo

La plasticidad sinaptica a largo plazo ha sido muy estudiada en las
sinapsis excitatorias del hipocampo, area especialmente importante en la
formacion y recuperacion de algunas formas de memoria (Neves y cols.,
2008).

La investigacion sobre potenciacion a largo plazo comenzé a finales
de 1960, cuando Terje Legmo y Timothy Bliss descubrieron que algunos
segundos de estimulacion eléctrica de alta frecuencia podian aumentar la
transmision sinaptica en el hipocampo del conejo durante dias o incluso
semanas. Asi, aquellas sinapsis inicialmente débiles modifican su
arquitectura después de ser sometidas a estimulos de alta frecuencia, de
tal forma que en las etapas subsiguientes transmiten los impulsos nerviosos
de una forma mas intensa. Dicho fenomeno ha recibido el nombre de
potenciacion a largo plazo —-LTP- (Bliss y Lemo, 1973). La duracion
prolongada de la potenciacion muestra que esta forma de plasticidad
sinaptica es capaz de servir como mecanismo para el almacenamiento
prolongado de informacién (Bliss y Collingridge, 1993).

La LTP se ha definido en muchas sinapsis diferentes del cerebro y

puede manifestarse de muchas formas distintas en diferentes sinapsis.
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Ademas, incluso en la misma sinapsis pueden revelarse diferentes formas
de LTP. Por ejemplo, en las sinapsis entre las células granulares del GD y
las neuronas piramidales de CA3, la LTP es presinptica e implica la
afluencia de Ca?* a través de los canales de Ca?* activados por voltaje y la
sefalizacion de AMPc (adenosin monofosfato ciclico)-PKA (proteina
quinasa A) (Nicoll y Schmitz, 2005). La LTP en las sinapsis de la via
colateral de Schaffer y las neuronas piramidales de CA1 depende de los
receptores NMDA, y se produce fundamentalmente por modificaciones
postsinapticas (Grover y Teyler, 1990; Wang y cols., 2016). Gran parte de
los estudios sobre LTP se centran en la LTP dependiente de los receptores
NMDA, porque esta forma de LTP es un modelo adecuado para el
aprendizaje asociativo y es esta forma especifica de LTP en la que se
centra la presente Tesis Doctoral.

La LTP consta de dos fases, una primera fase temprana que es
independiente de la sintesis de proteinas (e-LTP; del inglés early-LTP), y
una segunda fase tardia (I-LTP; del inglés late-LTP) que implica la
activacion de factores de transcripcion y depende de la sintesis de
proteinas y de cambios estructurales. Un solo tren de estimulacion de alta
frecuencia (HFS; del inglés high frequency stimulation) conduce a la e-LTP
que dura 1-3 horas. Las aplicaciones intermitentes y repetitivas de HFS
producen |-LTP que dura hasta incluso 24 horas, debido a la sintesis de
nuevas proteinas en la célula postsinaptica (Frey, Huang, y Kandel, 1993;
Abel y cols., 1997; Kandel, 2001).

Los primeros estudios revelaron que las caracteristicas de la LTP
coinciden con las reglas del aprendizaje Hebbiano (Hebb, 1949). Mientras
que los estimulos excitatorios débiles no pueden producir LTP, la
estimulacién simultdnea de mudltiples axones aferentes puede superar el
umbral requerido para la LTP (cooperatividad). Ademas, cuando un
estimulo que es demasiado débil para inducir LTP por si solo se presenta
con un estimulo fuerte, consigue producir LTP (asociatividad). Otra

propiedad clave de la LTP es su especificidad de entrada, la cual define
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que la LTP solo esta relacionada con las aferencias que reciben el HFS
(McNaughton, Douglas, y Goddard, 1978; Levy y Steward, 1979).

1.5.3.2. Mecanismos moleculares implicados en la plasticidad

sinaptica

Las propiedades de la LTP descritas anteriormente derivan de las
caracteristicas especificas del receptor NMDA, que es clave en los
procesos de LTP y tiene como ligando natural al neurotransmisor Glu. En
reposo, el receptor NMDA permanece bloqueado por un ion Mg?* (Figura
11A). Para ser abierto requiere de dos fendmenos simultdneos: la
despolarizacién de la membrana celular, que desplaza el Mg?*, y la entrada
de una molécula de Glu procedente del espacio sinaptico (Kandel y cols.,
2013). Dado que el bloqueo es dependiente de voltaje, la funcion de la
sinapsis cambia cuando la célula postsinaptica se despolariza. Por lo tanto,
la estimulacion de alta frecuencia produce una despolarizacion prolongada
que expulsa al Mg?*. La eliminacion del Mg?*, abre canales idnicos a través
del receptor NMDA, por los cuales ingresan en la célula iones de Ca?*, Na*
y K* a la neurona postsinaptica (Luscher y Malenka, 2012). El flujo de Ca?*
es fundamental para la induccion de la LTP y actia como segundo
mensajero activando cascadas complejas de transduccion de sefales, que
incluyen diversas enzimas, como la proteina quinasa calcio/calmodulina
dependiente (CaMKIl) y la proteina quinasa C (PKC), e induciendo la
primera fase de la LTP (e-LTP) (Lisman, Yasuda, y Raghavachari, 2012;
Sacktor y Fenton, 2018). Como resultado, se fosforilan otras proteinas,
como el receptor AMPA. En su forma fosforilada, este receptor se transloca
a la membrana, aumentando asi la sensibilidad a Glu. En estas condiciones
se activan quinasas como PKA y CAMKIV, que estimulan la actividad de
varios factores de transcripcion, entre ellos CREB, que induce la sintesis
de proteinas destinadas a la creacion de nuevas sinapsis, dando lugar a la
segunda fase de la LTP (I-LTP) (Herring y Nicoll, 2016; Leal, Bramham, y
Duarte, 2017; Baltaci y cols., 2019) (Figura 11B).
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aumentando el numero de receptores AMPA en la sinapsis.

Figura 11. Potenciacion alargo plazo. Representacion de la liberacion presinéptica de Glu durante
la transmisién sinaptica basal (A) y cascada de sefializacion tras la induccion de la LTP mediante
HFS (B) (figura realizada utilizando la web Biorender).

Existen otras vias de sefalizacion implicadas en la I-LTP. Por un
lado, la activacion de MAPK mediante PKA en las sinapsis colaterales de
Schaffer, que requiere la translocacion nuclear de MAPK e implica la
transcripcion de genes implicados en la consolidaciéon de la memoria
(Huang y Kandel, 1994; Bozon y cols., 2003). Por otro lado, BDNF se
encuentra tanto en las regiones presinapticas como postsinapticas en las
sinapsis glutamatérgicas (Lessmann y Brigadski, 2009; Dieni y cols., 2012)
y se libera en respuesta a los estimulos inductores de LTP (Hartmann y
cols., 2001). El BDNF presinaptico esta involucrado en la induccion de la
LTP, mientras que el BDNF postsinéptico contribuye al mantenimiento de
LTP, por lo que se considera a este factor un importante regulador de la
plasticidad sinaptica y la sintesis de proteinas durante la LTP (Park y Poo,
2013).

La LTD (Figura 12) es la disminucion duradera de la eficacia y la
fuerza sinaptica. Si bien la LTP requiere una estimulacion breve de alta

frecuencia, a finales de 1970 se encontré que una estimulacion de baja
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frecuencia (LFS; del inglés low frequency stimulation) durante periodos
prolongados, daba lugar a una debilitacion en la sinapsis (Collingridge y
cols., 2010).

Del mismo modo que la LTP, para que se dé LTD es necesaria la
activacion del receptor NMDA glutamatérgico y el ingreso resultante de
Ca?* en la célula postsinaptica. Sin embargo, en este caso, son las
elevaciones pequefias y lentas de Ca?* las que conducen a la depresién
(Luscher y Malenka, 2012). Estas cantidades moderadas de Ca®*
intracelular favorecen la activacion de fosfatasas calcio-dependientes, que
se asocia con la endocitosis de receptores AMPA en la célula postsinaptica,
(Kessels y Malinow, 2009). Por otro lado, la desfosforilacion de CREB
conduce a cambios de expresion génica y sintesis de proteinas, reduciendo
el numero y tamafio de las sinapsis y provocando la larga duracién del
fenédmeno (Collingridge y cols., 2010; Sala y Segal, 2014). Por tanto, puesto
que los receptores NMDA estan fuertemente implicados en el desarrollo
sinéptico (Medinay cols., 2001) y en la modulacién de patrones de actividad
tales como la LTP o LTD, son considerados los sustratos fisioldégicos que
explican, a nivel celular y molecular, los procesos de aprendizaje y memoria

(Hayashi y cols., 2000; Clayton y cols., 2002; Grosshans y cols., 2002).
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Figura 12. Depresién a largo plazo. Receptores AMPA y NMDA activados por la liberacion
presinaptica de Glu y cascada de sefializacion que provoca una LFE (figura realizada utilizando la
web Biorender).
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Al igual que los receptores NMDA, los receptores AMPA son también
esenciales para la induccion y mantenimiento de la LTP y de la LTD
(Hayashi y cols., 2000; Clayton y cols., 2002; Grosshans y cols., 2002;
Malinow y Malenka, 2002; Lee y Kirkwood, 2011). Numerosos estudios de
electrofisiologia demuestran que la densidad de receptores AMPA
postsinapticos es un factor determinante para la eficacia de la transmision
singptica (Luscher y cols., 1999; Malenka y Nicoll, 1999; Malinow y
Malenka, 2002). En consecuencia, la densidad de proteinas de ambos
receptores glutamatérgicos en el hipocampo se asocia con la regulacién de
la plasticidad sinaptica hipocampal (Adams y cols., 2001; Clayton y cols.,
2002).

Sin embargo, no solo estos receptores estan involucrados en la
induccion de la LTP; los receptores metabotropicos de Glu (mGIuR)
también presentan un papel muy relevante en la regulacion de la
transmision sinaptica, en procesos de desarrollo cerebral y en eventos de
plasticidad neuronal, concretamente, los mGlu del grupo |, tanto el receptor
MGIUR1 como mGIuR5 (Hermans y Challiss, 2001). La estimulacién de
estos receptores produce una pérdida de receptores NMDA y AMPA en las
sinapsis (Snydery cols., 2001), promueve la endocitosis del receptor AMPA
(Chowdhury y Hell., 2019) e induce LTD (Bolshakov y Siegelbaum, 1994).
Esta LTD inducida por receptores mGlu del grupo | requiere de la sintesis
de novo de proteinas y de la activacion de la via de sefializacién intracelular
PI3K/Akt/mTOR (Huber, Kayser, y Bear, 2000; Hou y Klann, 2004). Por otro
lado, se ha establecido firmemente que la LTP dependiente de receptores
mGlu se produce en muchas sinapsis excitatorias del cerebro (Anwyl,
2009). La LTP mediada por receptores AMPA ha sido bien establecida
como dependiente de mGIuR1 en las interneuronas del hipocampo,
mientras que la LTP mediada por receptores NMDA ha sido bien
establecida como dependiente de mGIuR5 (Neyman y Manahan-Vaughan,
2008). Curiosamente, mientras el primer caso se expresa
presinapticamente, el segundo se expresa postsinapticamente (Anwyl,

2009). Las vias de sefializacion intracelular no se han investigado en
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detalle, sin embargo, la induccion de la LTP dependiente de mGIuR en la
mayoria de las sinapsis requiere un aumento del Ca?* intracelular y la
activacion de PKC (O’Connor, Rowan, y Anwyl, 1995; Kwon y Castillo,
2008).

Debemos considerar que la LTP requiere una mayor actividad
sinaptica glutamatérgica, lo que desencadena una mayor demanda
energética. Sin embargo, los mecanismos por los que los sensores de
energia pueden modular las vias de sefalizacion de la LTP todavia deben
esclarecerse. En este sentido, la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), que es un sensor energia celular, y que presenta
intercomunicacion con otras vias de sefalizacion, puede suponer un factor
relevante en el establecimiento de este proceso sinaptico. Una vez activada
la AMPK, desencadena una serie de eventos para aumentar el suministro
de ATP celular y suprime las vias anabdlicas que consumen ATP (Rashtiani
y cols., 2021). Estudios recientes han demostrado un aumento de la
expresion de AMPK en el hipocampo en modelos de deterioro inducido por
escopolamina, lo que sugiere un papel relevante de ésta en el aprendizaje

y la memoria (Kim y cols., 2013).

1.6. Tributirina, memoria espacial y plasticidad

sinaptica en el hipocampo

En la actualidad, las enfermedades relacionadas con la obesidad se
han convertido en uno de los principales problemas de salud. Ademas de
producir problemas metabdlicos y enfermedades cardiovasculares,
numerosos estudios asocian la obesidad con cambios en el cerebro de
caracter estructural, deterioro cognitivo y enfermedades
neurodegenerativas (Arnoldussen y cols., 2017). Una de las razones por
las que se explica esta pandemia es la ingesta de dietas ricas en grasa y
de alimentos de elevada palatabilidad.

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio han

demostrado que las dietas con un alto contenido en grasas saturadas (HF;
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del inglés high fat) inducen un deterioro permanente de la memoria espacial
dependiente del hipocampo cuando se administran a animales jovenes
(Valladolid-Acebes y cols., 2011). A su vez, este tipo de dietas provocan
importantes cambios morfolégicos en las neuronas del hipocampo, asi
como alteraciones en la modulacion de la transmision glutamatérgica
(Valladolid-Acebes y cols., 2012; 2013), y de los procesos plasticos que
subyacen al aprendizaje y la memoria dependientes de esta area cerebral
(Fernandez-Felipe y cols., 2021).

Las dietas HF presentan en su compaosicion una gran proporcion de
grasa saturada que podria ser responsable de su efecto deletéreo sobre el
aprendizaje y la memoria (Valladolid-Acebes y cols., 2011). En general, se
considera que los acidos grasos saturados de cadena larga son los
responsables de este dafio; por el contrario, los AGCC estan cobrando un
creciente interés debido a sus posibles efectos beneficiosos en
enfermedades neurodegenerativas (Govindarajan y cols., 2011; Leiy cols.,
2016; Fernando y cols., 2020). En este sentido, resultados recientes han
puesto de manifiesto que el tratamiento con una dieta rica en AB mejoraba
la memoria en ratones con deterioro cognitivo inducido por dietas HF
(Arnoldussen y cols., 2017).

Sabemos que el incremento de la acetilacion de histonas inducido
por inhibidores de la HDAC podria explicar el potencial terapéutico del AB
en enfermedades neurodegenerativas y, actualmente, es una novedosa via
terapéutica para tratar el deterioro de la memoria en la EA (Govindarajan y
cols., 2011). Otros estudios han informado que los inhibidores de HDAC,
utilizados en asociacion con agonistas de PPAR, son agentes
neuroprotectores Utiles en modelos experimentales de trastornos
neurodegenerativos (Mishra, Chaudhary, y Kumar, 2014).

El hipocampo parece estar afectado por el AB, como sugieren los
estudios que muestran que este acido graso aumenta el volumen de la capa
de células granulares y la neurogénesis en esta area del cerebro (Val-Laillet
y cols., 2018). Ademas, el AB mejora la memoria en ratas sometidas a

sepsis (Steckert y cols., 2015) y previene el deterioro de la memoria en
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ratas envejecidas (Garcez y cols., 2018). Aunque no se ha identificado el
mecanismo responsable de estos efectos, el conocimiento actual sobre
este tema apunta a la participacion de PPARYy, ya que se ha demostrado
que la ingesta de AB, combinada con el agonista de PPARYy pioglitazona,
protege contra la respuesta neuroinflamatoria del hipocampo y la pérdida
neuronal en animales con deterioro cognitivo inducido por una dieta alta en
fructosa (Li y cols., 2019). Ademas, PPARy se ha identificado en el
hipocampo de ratas adultas y en mayor concentracion en las células
piramidales del area CAl (Baghcheghi y cols., 2019).Este hallazgo es
coherente con el efecto positivo que tiene la activacién de PPARy sobre los
déficits cognitivos espaciales y el deterioro de la LTP (Zhou y cols., 2016),
asi como con la atenuaciéon de la disminucion de la LTP hipocampal
desencadenada por AB (Costello, O'Leary, y Herron, 2005).

Es de destacar que los agonistas de PPARy modulan la actividad de
AMPK (Lee y Kim, 2010), una quinasa Ser/Thr fundamental para la
homeostasis energética (Hardie, Ross, y Hawley, 2012), que también
desempefia un papel relevante en la consolidacion de la plasticidad
sinaptica y la memoria a largo plazo (Costa-Mattioli y cols., 2009). De
hecho, la activacion de AMPK mejora los déficits de memoria espacial en
modelos de Alzheimer (Du y cols., 2015). Ademas, se ha demostrado que
AMPK es esencial para mantener los niveles de energia neuronal durante
la activacion sinaptica. Asimismo, su inhibicion por compuesto C (C-C)
afecta la plasticidad sinaptica hipocampal y la formacién de la memoria a
largo plazo (Marinangeli y cols., 2018).

Todos estos antecedentes convierten a la TB en una molécula
prometedora para la puesta a punto de estrategias terapéuticas
nutricionales y farmacoldgicas que permitan mejorar la memoria espacial

dependiente del hipocampo.

71






HIPOTESIS Y OBJETIVOS







2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Considerando que el AB podria revertir el deterioro de la memoria
espacial dependiente de hipocampo, planteamos la hipétesis de la
existencia de una via en el hipocampo que conecte AGCC, PPARyy AMPK.
Esta via podria ser la base de los efectos de la TB, un precursor del AB, en
la plasticidad sinaptica hipocampal relacionada con la memoria espacial,
proporcionando a esta sustancia un potencial terapéutico en condiciones
de deterioro de la memoria. El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es
evaluar los posibles efectos de la TB sobre la memoria espacial
dependiente del hipocampo y estudiar el mecanismo de accion de la misma
en la transmisién singptica y los procesos de plasticidad sinaptica
hipocampales. Para ello, se han desarrollado los siguientes objetivos

especificos:

I.  Analizar el efecto de la TB sobre la memoria espacial dependiente
del hipocampo utilizando dietas enriquecidas con esta molécula, que
se administraran de forma aguda y cronica.

Il. Conocer si la TB tiene efectos beneficiosos sobre modelos de
deterioro de la memoria espacial mediante experimentos
conductuales.

[ll.  Evaluar los posibles cambios que las dietas con TB inducen sobre la
expresion de genes y proteinas relevantes para la transmision
glutamatérgica hipocampal.

IV. Estudiar los efectos de la TB sobre la transmision y la plasticidad
sinaptica hipocampal que subyacen a los procesos de aprendizaje y
memoria explorando las vias de sefalizacion de PPARy y AMPK con
el fin de conocer el mecanismo de accién de la TB en estos

procesos.
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VI.

Investigar si la TB es capaz de modular los mecanismos de
plasticidad sinaptica en diferentes modelos de deterioro de la LTP
inducido por otras moléculas como la escopolamina, la anandamida
o el producido por las dietas altas en grasa.

Analizar el efecto de la TB sobre los niveles de aminoéacidos en el

hipocampo implicados en la transmision sinaptica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones macho de la cepa
C57BL/6J (Charles River, Espafia) adolescentes (5 semanas de edad) y
adultos (11 semanas de edad). Los animales se estabularon
individualmente, en condiciones controladas de humedad (45-50%) vy
temperatura (22 + 1°C), con un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, en
las instalaciones de la Universidad CEU San Pablo.

La estabulacion y utilizacion de los animales se realiz6 cumpliendo
con la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio publicada por
la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas (2010/63/EU) y la
Legislacion Espafiola para el uso de animales de experimentacién (RD
1205/2005 y RD 53/2013). Todos los procedimientos realizados fueron
aprobados por el Comité de Investigacién Animal de la Universidad CEU
San Pablo (PCD-CEU08-112-16).

3.2. Disefo experimental

— Experimentos in vivo

Se evalué el efecto de la TB sobre la memoria espacial en el laberinto

en Y utilizando varios grupos experimentales:

e En el primer grupo experimental, se realizé el ensayo en ratones
macho adolescentes (5 semanas de edad, grupo 1) que
consumieron dietas con distintas concentraciones de TB durante 20
semanas (tratamiento cronico; n=28) o durante 48 horas (tratamiento
agudo; n=20). Los animales de este grupo se utilizaron
posteriormente para el andlisis de la expresion génica y proteica en
el hipocampo, la corteza prefrontal y el tejido adiposo, asi como para

el analisis de diferentes parametros bioquimicos en plasma.

79



Se utilizé un segundo grupo de ratones adolescentes (5 semanas
de edad; n=48) y adultos (11 semanas de edad; n=48) para
caracterizar el efecto de las dietas con TB (48 horas) sobre el
deterioro de la memoria inducido por escopolamina (SCOP; grupo
2). A los ratones se les administro (i.p.) una solucién de suero salino
0 SCOP (1 mg/kg), y tras 30 minutos se evalu6 la memoria espacial
en el laberintoen Y.

En otra tanda de experimentos (grupo 3), se estudio el efecto in vitro
de la TB sobre la transmisién y la plasticidad sinaptica en rodajas de
hipocampo de animales tratados con dietas ricas en grasa saturada
(SOLF; Saturated OiL Food) o insaturada (UOLF; Unsaturated OiL
Food). Estas dietas se elaboraron en nuestro laboratorio (Plaza y
cols., 2019; Fernandez-Felipe y cols., 2021) a partir de comida
estdndar de roedor (60%; SD, Teklad global 2018, Harlan
Laboratories, IN, USA) y 40% de aceite de palmiste (SOLF) o aceite
de girasol alto oleico (UOLF). Los animales se dividieron en tres
grupos, con un peso corporal homogéneo y consumieron ad libitum
las dietas SD, SOLF o UOLF durante 8 semanas (tratamiento
cronico; n=19) o durante 2 horas (tratamiento agudo; n=18) (en este
altimo caso los animales ayunaban 12 horas, previo al consumo de
las dietas). En ambos casos, los animales comenzaron a consumir
las dietas durante la adolescencia (p35) y, en el caso de los que
consumieron las dietas durante 8 semanas lo hicieron hasta la
adultez temprana. En todos los experimentos electrofisiolégicos, una

rodaja de cada animal individual se consideré como n=1.

En todos los animales de los tres grupos se llevo el control del
peso corporal y de la ingesta calérica durante el tiempo de duracién

de los tratamientos.
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— Experimentos in vitro

Se llevaron a cabo estudios electrofisiolégicos in vitro de registro
extracelular con el fin de caracterizar el efecto de la TB sobre la transmision
y la plasticidad sinaptica en rodajas de hipocampo de ratones macho
adolescentes (5 semanas de edad) naive. Las rodajas se perfundieron con
TB y con diferentes farmacos, con el fin de caracterizar su mecanismo de
accion y las bases moleculares que subyacen a los procesos de plasticidad
en la transmision glutamatérgica hipocampal. Una rodaja de cada animal
individual se consideré como n=1.

Por otro lado, para continuar investigando el papel de la TB en la
transmision glutamatérgica hipocampal, estudiamos el efecto de la TB
sobre los niveles de aminoacidos implicados en la transmision sinaptica
mediante electroforesis capilar (n=32), utilizando rodajas de hipocampo de
ratones macho adolescentes (5 semanas de edad) naive. Para llevar a
cabo estos experimentos, las rodajas se perfundieron con distintas
concentraciones de TB (30, 75, 150 y 300 uM) durante 2 h. Una rodaja de

cada animal individual se consideré como n=1.

Tanto en los experimentos in vivo como en los experimentos in vitro
se utilizaron exclusivamente ratones macho, ya que este estudio con TB es
el primero que hemos llevado a cabo en nuestro laboratorio y ha requerido
un elevado numero de animales y grupos experimentales para su
realizacion. No obstante, tras esta primera aproximacion, no descartamos
realizar los mismos ensayos en el futuro utilizando ambos sexos, lo que
consideramos imprescindible para un completo conocimiento del efecto de
la TB sobre los procesos estudiados en el presente trabajo.

En el siguiente esquema (Figura 13), se describe el disefio
experimental de este trabajo y se detallan las caracteristicas de los
diferentes grupos de ratones empleados para llevar a cabo los

experimentos descritos anteriormente.
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Figura 13. Disefio experimental. Resumen esquematizado del disefio experimental utilizado para
la realizacion de los diferentes experimentos de este trabajo. Experimentos in vivo: grupo 1,
tratamiento dietético crénico y agudo con TB en ratones macho adolescentes; grupo 2, tratamiento
dietético agudo con TB y posterior deterioro cognitivo inducido mediante SCOP en ratones macho
adolescentes y adultos; grupo 3, tratamiento dietético crénico y agudo con las dietas SOLF y UOLF
en ratones macho adolescentes y registro electrofisiolégico con perfusion de TB. Experimentos in
vitro: registro electrofisioldgico y estudio de los aminoacidos de rodajas de hipocampo de ratones
macho adolescentes naive.
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3.3. Tratamiento dietético

Se han utilizado tres dietas elaboradas en nuestro laboratorio a partir
de dieta estandar de roedor (Panlab, S.L.) a la que se afadieron diferentes
cantidades (0,5%, 1% y 3%; Tabla 1) de TB (Sigma-Aldrich).

Para elaborar estas dietas se utilizO comida estandar de roedor
finamente triturada, que se mezcld6 con agua y con la cantidad
correspondiente de TB (Tabla 1) hasta conseguir una masa homogénea, a
partir de la cual se elaboraron pellets esféricos (diametro de 3 cm
aproximadamente).

Tabla 1. Composicion de las dietas con TB. Cantidades de pienso estdndar de roedor y TB para
la elaboracion de las diferentes dietas con TB.

SD 0,5% 1% 3%
Comida estandar de roedor 10 g 9,95¢ 9,90 ¢ 9,70 g
Agua 7 mL 6,95 mL 6,90 mL 6,70 mL
Tributirina - 1,94 mL 3,88 mL 11,63 mL

En todos los casos, las dietas con TB se suministraron una vez que
los animales habian permanecido siete dias de aclimatacion en las
instalaciones del animalario.

En el primer grupo experimental (grupo 1) se utilizaron ratones
macho de 5 semanas, alimentados ad libitum con las dietas enriquecidas
con TB; el grupo control consumié ad libitum comida estandar (SD). Los
animales permanecieron con esta alimentacion durante 20 semanas con el

objetivo de evaluar los efectos de la TB a largo plazo (ver Tabla 2).

83



Tabla 2. Tratamiento dietético con TB durante 20 semanas (grupo 1).

DIETAS CON TB DURANTE 20 SEMANAS (Grupo 1; n=28)
Subgrupos Tipo de dieta
SD (n=7) 100% dieta estandar de roedor
0,5% (n=7) Dieta estandar enriquecida un 0,5% con TB
1% (n=7) Dieta estandar enriquecida un 1% con TB
3% (n=7) Dieta estandar enriquecida un 3% con TB

Se utiliz6 una segunda tanda (grupo 1) de ratones macho de 5
semanas de edad, que consumieron ad libitum las dietas con TB durante

48 horas con el fin de evaluar el efecto agudo de estas dietas (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamiento dietético con TB durante 48 horas en animales adolescentes (grupo 1).

DIETAS CON TB DURANTE 48 HORAS (Grupo 1; n=20)
Subgrupos Tipo de dieta
SD (n=6) 100% dieta estdndar de roedor
1% (n=7) Dieta estandar enriquecida un 1% con TB
3% (n=7) Dieta estandar enriquecida un 3% con TB

Posteriormente, se utilizé otra tanda de ratones (grupo 2) macho
adolescentes (5 semanas de edad) y adultos (11 semanas de edad) para
caracterizar el efecto de las dietas con TB durante 48 horas sobre el
deterioro de la memoria inducido por escopolamina. En esta tanda de

animales obtuvimos los siguientes grupos:
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Tabla 4. Tratamiento dietético con TB durante 48 horas en animales adolescentes y adultos (grupo 2).

DIETAS CON TB DURANTE 48 HORAS (Grupo 2)

Adolescentes

Adultos

Subgrupos

Tipo de dieta

Subgrupos

Tipo de dieta

SD (n=8)

SD+SCOP (n=8)

100% dieta estandar de
roedor

SD (n=8)

SD+SCOP (n=8)

100% dieta estandar de
roedor

1% (n=8)
1%+SCOP (n=8)

Dieta estandar
enriquecida con TB (1%)

1% (n=8)
1%+SCOP (n=8)

Dieta estandar
enriquecida con TB (1%)

3% (n=8)

3%+SCOP (n=8)

Dieta estandar
enriquecida con TB (3%)

3% (n=8)

3% + SCOP (n=8)

Dieta estandar
enriquecida con TB (3%)

Finalmente, se utiliz6 una dltima tanda de ratones (grupo 3), en la

gue los animales consumieron de forma cronica dos dietas diferentes altas

en grasa, que se elaboraron en nuestro laboratorio a partir de comida
estandar de roedor (60%; SD) y 40% de aceite de palmiste (SOLF) o aceite

de girasol alto oleico (UOLF). Estos animales se utilizaron para evaluar el

efecto in vitro de la TB sobre la transmisién y plasticidad sindptica

hipocampales y se dividieron en los siguientes grupos:

Tabla 5. Tratamiento dietético (cronico y agudo) con dietas altas en grasas saturadas (SOLF) e

insaturadas (UOLF).

DIETAS ALTAS EN GRASAS SATURADAS (SOLF) E INSATURADAS (UOLF) (Grupo 3)

Tratamiento crénico (8 semanas)

Tratamiento agudo (2 horas)

Subgrupos Tipo de dieta Subgrupos Tipo de dieta
SD (n=6) 100% dieta estandar de SD (n=12) 100% dieta estandar de
roedor roedor
% di A + 40% % di 2 + 40%
SOLF (n=6) 60% dle_ta estandar 0% SOLF (n=13) 60% dlgta estandar 0%
aceite de palmiste aceite de palmiste
% di A + 40% % di 2 + 40%
UOLF (n=7) 60 o dieta gstandar 0 0 UOLF (n=6) 60 b dieta gstandar 0 o
aceite de girasol alto oleico aceite de girasol alto oleico
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3.4. Control del peso corporal e ingesta calérica

Con el fin de conocer la evolucion del peso corporal y la ingesta en
funcion del tipo de dieta y del tratamiento utilizados, los animales se
pesaron una vez por semana (siempre el mismo dia y a la misma hora; 9:00
h) y la comida se peso6 dos veces por semana (siempre los mismos dias y
a las mismas horas; 9:00 h y 18:00 h) para calcular las ingestas diurnas y
nocturnas. La ingesta caldrica se calculd en kcal para cada uno de los
animales que consumieron las dietas con TB (grupos 1 y 2) o las dietas
SOLF y UOLF (grupo 3), considerando las kcal/g de cada dieta (SD=3,1
kcal/g; TB=7,0 kcal/g; SOLF=5,3 kcal/g; UOLF=5,3 kcal/g). El control del
peso corporal y de la ingesta cal6rica se llevo a cabo en los animales de

los tres grupos.

3.5. Valoracion de la memoria espacial mediante el

laberinto en Y

Se evalud la memoria espacial mediante el analisis de la alternancia
espontanea en el laberinto en Y en los animales de los grupos 1y 2. Este
ensayo se basa en la tendencia natural de los roedores a explorar nuevos
entornos, de forma que los animales eligen un camino diferente al elegido
previamente, fendmeno conocido como alternancia espontanea. El
laberinto consta de una estructura en forma de Y (50 x 19 x 35 cm) con tres
brazos de plastico negro opacos a un angulo de 120° uno del otro.

Los animales se llevaron a la sala de experimentacion una hora
antes del inicio de cada sesion para su habituacion. En cada sesion, se
coloco un animal en uno de los tres brazos permitiéndole explorar el
laberinto libremente durante diez minutos, durante los cuales se registro
tanto la entrada en los diferentes brazos (con las cuatro patas dentro del
brazo) como el tiempo de decisién, es decir, el tiempo en el centro del

laberinto (en segundos).
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Mediante el registro de la secuencia de entrada en los distintos
brazos, se calcularon las alternancias correctas, es decir, la entrada a tres
brazos diferentes de forma consecutiva, mientras que la repeticién de un
brazo durante una misma triada se consider6 una alternancia incorrecta
(Figura 14). Por ejemplo, de la secuencia de brazos “A, C, B, C, A, B, A, C,
B, A”, la primera triada “A, C, B” es una alternancia correcta, mientras que
la siguiente “C, B, C” es incorrecta. Se obtuvo asi el porcentaje de
alternancia, calculado como el numero de alternancias correctas dividido

entre todas las alternancias realizadas (es decir, el nUmero de brazos
.. .. . . 6
visitados menos dos) multiplicado por 100. Para el ejemplo anterior: [10—_2] *

100 = 75%. El porcentaje de alternancias correctas indica el estado de la
memoria, de manera que, un menor porcentaje indica un mayor deterioro
de la misma.

Este procedimiento se realizd6 en seis ensayos diferentes
(correspondientes a las semanas 9, 11, 13, 15, 17 y 19 de tratamiento
dietético) en el grupo de animales que consumieron las dietas con TB
durante 20 semanas (grupo 1) y en un solo ensayo con los animales

(adolescentes y adultos) que consumieron las dietas con TB durante 48 h

(grupo 1y 2).

\/\

A

/o

Figura 14. Laberinto en Y. Representacién de una alternancia correcta (A) y una alternancia
incorrecta (B) en el Laberinto en Y.
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3.6. Obtencion de las muestras

Tras el sacrificio de los animales, se diseccionaron el corazon, el
higado, los tejidos adiposos lumbar (TAL), subcutaneo (TAS) y epididimal
(TAE), el hipocampo y la corteza prefrontal (CPF). Las muestras se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C
hasta su utilizacion. También se recogieron muestras de sangre troncal que
se recolectaron en tubos tapizados con propileno-EDTA (microvettes 3 mL,
Sarstedt, Alemania) con el fin de obtener el plasma por centrifugacion a 4°C
durante 20 minutos a 4.000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf lberica,
Espafia). Las muestras de plasma se guardaron en tubos eppendorf a

-20°C hasta su utilizacion para determinaciones bioquimicas.

3.7. Determinaciones bioquimicas en plasma

El analisis de los diferentes parametros bioquimicos plasmaticos que

se detallan a continuacion se llevo a cabo en los animales del grupo 1.

3.7.1. Determinacion de la glucosa plasmatica

La concentracion de glucosa en plasma se cuantifico a través de una
sucesiéon de dos reacciones enzimaticas redox, que conduce a la
produccién de quinoneimina roja, con compuesto coloreado (Método de
Trinder, Biolabo, Francia).

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos empleando 2 uL de
plasma y 200 uL de reactivo. Tras incubar 10 min a 37°C se determind la
absorbancia a 500 nm. Se empled como patrén de glucosa un estandar de
100 mg/dL.

3.7.2. Determinacion de colesterol en plasma

La concentracion de colesterol en plasma se realiz6 mediante un
método colorimétrico enzimatico utilizando un kit comercial (Spinreact,

Espaia). Brevemente, este método se basa en la hidrodlisis de los ésteres
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del colesterol para liberar colesterol, que mediante una serie de reacciones
enzimaticas se oxida para acabar dando quinoneimina.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos y por cada pocillo se
afiadieron 2 uL de plaspa y 200 uL de reactivo. Tras incubar 10 min a
temperatura ambiente se determiné la absorbancia a 505 nm. Se utilizé un

patron de colesterol de 200 mg/dL.

3.7.3. Determinacién de triglicéridos plasmaticos

La concentracion de triglicéridos en plasma se determindé mediante
un método colorimétrico empleando un kit comercial (Spinreact, Espafa).
Brevemente, este método se basa en la hidrdlisis de los triglicéridos para
liberar glicerol, que mediante una serie de reacciones enziméticas se oxida
para acabar dando peréxido de hidrégeno, que se emplea para producir
qguinona, un compuesto coloreado.

El ensayo se realizé en una placa de 96 pocillos usando 2 uL de
plasma y 200 uL de reactivo. Tras incubar 10 min a 37°C se midio la
absorbancia a 505 nm. Se utilizé como patrén un estandar de triglicéridos
a 200 mg/dL.

3.7.4. Determinacién de acidos grasos no esterificados
plasmaticos

La concentracion plasméatica de acidos grasos no esterificados
(NEFA; del inglés non-esterified fatty acids) se determind mediante un
método colorimétrico enziméatico utilizando un kit comercial (ASC-ACOD,
Wako Bioproducts, USA). Brevemente el método se basa en la
condensacion del acido graso libre con coenzima A y posterior oxidacion a
alqueno, con la consecuente produccion de peréxido de hidrégeno, que
oxida al 3-metil-N-etil-N-(B-hidroxietil)-anilina (MEHA), dando lugar a un
compuesto coloreado rojo (quinoneimina).

El ensayo se realizo en placas de 96 pocillos, a los que se afiadieron

3,5 uL de muestra y 150 uL de reactivo A. Tras incubar 3 min a 37°C se
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afadieron 75 uL de reactivo B y se incubo la mezcla 4,5 min adicionales y
se determind la absorbancia a 546 nm. Se utiliz6 un patrén de NEFA de
28,2 mg/dL.

3.7.5. Determinacion de los niveles plasmaticos de insulina

La concentracion de insulina plasmatica se determiné mediante un
inmunoensayo enzimatico especifico para insulina de raton (ELISA,
Mercodia, Suecia).

El ensayo se llevé a cabo en pocillos tapizados con anticuerpos anti-
insulina de ratdn, a los que se les afiadié 10 pL de plasma y 100 uL de
anticuerpo anti-insulina conjugado con peroxidasa. Tras 2 h de incubacién
a temperatura ambiente y agitacion suave, la placa se lavo con 200 uL de
tampon de lavado (x4). A continuacion, se afiadieron 200 puL de 3,3-5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB) a cada pocillo. Al cabo de 15 min a temperatura
ambiente en oscuridad, para parar la reaccién, se afadieron 50 uL de HCI
2 N y se midi6é la absorbancia a 450 nm. Se utilizé una curva patron

estandar de insulina (0,2-6,5 ng/L).

3.7.6. Determinacién de los niveles plasméticos de leptina

La concentracion de leptina plasmatica se determiné mediante un
inmunoensayo enzimatico especifico para leptina de raton (ELISA, Phoenix
Pharmaceuticals, Suecia).

El ensayo se llevé a cabo en pocillos tapizados con anticuerpos anti-
leptina de ratén, a los que se les afladié 100 uL de plasma (previa dilucion
1:20). Tras 1 h de incubacién a temperatura ambiente y agitacion suave, la
placa se lavo con 350 uL de tampon de lavado (x3). A continuacién, se
afiadieron 100 uL de anticuerpo anti-leptina biotinilado y se incubo durante
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 100 puL de un
conjugado estreptavidina-peroxidasa, durante 30 min. Al cabo de ese
tiempo se volvid a lavar (x3) y se afiadieron 100 uL de TMB a cada pocillo.

Tras 10 min a temperatura ambiente en oscuridad, para parar la reaccion,
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se afiadieron 100 puL de HCI 2 N y se midi6 la absorbancia a 450 nm. Se

utilizé una curva patrén estandar de leptina (62,5-4.000 ng/L).

3.7.7. Determinacién de los niveles plasméaticos de adiponectina

La concentracion de adiponectina plasmatica se determindé mediante
un inmunoensayo enzimatico especifico para adiponectina de raton
(ELISA, Abcam, Reino Unido). El ensayo se realiz6 en pocillos tapizados
con un anticuerpo anti-adiponectina de ratdén. En cada pocillo se afadieron
50 uL de muestra (dilucién 1:400). Tras 2 h de incubacién, la placa se lavo
5 veces con 200 uL de tampon de lavado. A continuacién, se afiadieron 50
uL de anticuerpo biotinilado y se incub6 1 h. Posteriormente, se afiadieron
50 uL/pocillo del conjugado estreptavidina/peroxidasa, y se incubd 30 min.
Se volvié a lavar 5 veces y se afiadieron 50 uL de TMB, el cual fue incubado
durante 12 min en oscuridad, dando lugar al compuesto coloreado azul. La
reaccion enzimatica finaliz6 mediante la adicion de 50 pL de “Stop
Solution”, dando lugar al compuesto coloreado amarillo. La absorbancia se
midié a 450 nm. El ensayo se validé mediante la utilizacion de una curva

patrén de adiponectina (0,78-50,00 ng/mL).

3.8. Determinacion de lipidos en el tejido adiposo

La extraccién de lipidos se realizé a partir de 100 mg de TAS de los
animales de los grupos 1 y 2 siguiendo el método de Folch (Herrera y
Ayanz, 1972). Las muestras se colocaron en tubos de vidrio con 3 mL de
una solucion cloroformo/metanol (proporcion 2:1), agitdndose durante 12 h
en un rotatubos de inversion (AT20, Magna, Espafa). Posteriormente, se
separo el disolvente y se afiadieron 3 mL de la solucion cloroformo/metanol,
gue se agitaron durante 2 h adicionales (este paso se repiti6 dos veces
mas). A continuacion, se reunieron todas las fases organicas y se les
afiadié 3 mL de agua destilada. Se mezclaron las fases mediante inversion

y se dejo reposar 15 min a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiempo,
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se retird6 la fase acuosa (fase superior) y se dej0 secar a 60°C,
obteniéndose asi el contenido lipidico total. Los resultados se expresaron

en mg lipidos/g de tejido.

3.9. Reacciéon en cadena de Ila polimerasa de

transcripcion reversa en tiempo real (RT -qPCR)

Para medir la expresion de diferentes genes relacionados con la
transmision glutamatérgica y la plasticidad singptica en el hipocampo y la
CPF y genes relacionados con en el metabolismo de los acidos grasos y
triglicéridos en el TAS, se utilizé la técnica de la reccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real (RT-gPCR).

Para extraer el ARN mensajero (ARNm) se utilizé el método del trizol
(Chomczynski y Sacchi, 1987) que se basa en el aislamiento de ARNm
utilizando una mezcla de tiocianato de guanidina, fenol y cloroformo. Para
ello, se homogenizaron las muestras de hipocampo y CPF de los animales
del grupo 1 mediante dos ciclos de 1 min en un TissueLyser (Qiagen,
Alemania) con una esfera de acero de 5 mm de didmetro (Qiagen,
Alemania) en 500 uL del trizol (Invitrogen, EEUU). Posteriormente, se
incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 10 min para
favorecer el lisado celular y la solubilizacién del ARN. A continuacion, se
afadieron 100 pL de cloroformo a cada muestra, y se dejaron reposar otros
10 min a temperatura ambiente. Tras una centrifugacion de 15 min a 10.000
rpmy 4°C, las muestras se separaron en diferentes fases: un estrato inferior
gue contenia el cloroformo y, una fase superior acuosa, a partir de la cual
se precipito el ARN, afiadiendo 250 uL de isopropanol. Posteriormente, se
incubaron las muestras durante 10 min a temperatura ambiente y se realiz6
otra centrifugacion de 10 min a 10.000 rpm y 4°C. Se descartd en este caso
el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 50 uL de etanol al 75%

(v/v) durante 5 min. Finalmente, se dejo evaporar el etanol y se resuspendio
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el precipitado en 15 puL de agua libre de ARNasa, para evitar su
degradacion.

Para evaluar el efecto de las dietas con TB sobre el TAS de los
animales del grupo 1, se cuantificaron genes relacionados con el desarrollo
de este tejido y su caracter endocrino. En este caso la extraccion del ARN
total se realiz6 en dos etapas. En la primera, se pesaron 50 mg de tejido y
se homogenizaron en 700 uL de trizol (utilizando esferas de acero de 5
mm) en un TissueLyser (Qiagen, Alemania) (3 ciclos de 2 min a 50 rpm). A
continuacion, se afiadieron 200 uL de cloroformo a las muestras y se
dejaron 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 una
centrifugacion de 15 min a 12.000 rpm y 4°C. Por ultimo, se retir6 la fase
acuosa y se afadi6 etanol al 75% (v/v). En una segunda etapa, se
emplearon columnas de aislamiento de ARNm (RNAspin Mini RNA Isolation
Kit, GE Healthcare, Espafia), siguiendo el protocolo que dicta el producto.
En el dltimo paso, el ARN se extrajo de las columnas afiadiendo 20 pL de
agua libre de ARNasa.

Se cuantificd el ARN total mediante la ratio de absorbancia 260/280
nm utilizando un espectrofotometro (NanoDrop 1000; Thermo Scientific,
EEUU).

Una vez cuantificado el ARN, se llevd a cabo la retrotranscripcion o
transcripcion inversa (RT; del inglés Reverse Transcription) para la sintesis
de ADN complementario (ADNCc), a partir de 4 ug de ARNm utilizando el kit
de transcriptasa inversa SuperScript Il (Bio-Rad, Hercules, EEUU). Para
ello, se utilizé un termociclador CFX96 (Bio-Rad, USA) con las siguientes
condiciones: 5 min a 25°C, 20 min a 46°C y 1 min a 95°C. Las muestras se
mantuvieron a 4°C hasta la realizacion de las gPCR.

Todas las muestras se analizaron por duplicado con un volumen final
de 10 upL/pocillo. Cada pocillo contenia 2 uL de ADNc y 8 uL de un mix
compuesto por 5 uL de SYBR Premix Ex Taq (Takara, Japon), 1,5 uL de
primer forward y 1,5 uL de primer reverse especificos para cada gen
analizado. Los primers de los genes de interés se disefiaron utilizando el

software DNADynamo (SeqBuilder) y se enumeran en la Tabla 6. La gPCR
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se llevd a cabo en un termociclador CFX96 (CFX96 Real-Time PCR

Detection System; Bio-Rad, EEUU), con las condiciones generales: 10 min

a 95°C, cuarenta ciclos de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C.

Se usaron como genes de referencia la p-actina y el ARN ribosomal

18s, para estimar la expresion relativa de los genes de interés. El ciclo

umbral (Ct) de los diferentes genes de interés y de los dos genes de

referencia para cada muestra se obtuvo del software proporcionado por el

termociclador CFX96. Se empleé el método 22ACt para determinar la

expresion relativa (Schmittgen y Livak, 2008).

Tabla 6. Secuencias de los “primers” utilizados para medir los diferentes genes de interés mediante RT-gPCR.

GENES FORWARD REVERSE
18-S GGGAGCCTGAGAAACGGC GGGTCGGGAGTGGGTAATTT
Actp TGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTC CATGGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCA
Grial CAGGTGCGTTTTGAAGGTTTGACAG CGTATTTGCCGTCGCTGACAATCTC
Gria2 ACAGTGCATTTCGGGTAGGG CCTTTGAGGTCAGGTCGCAT
Grinl GACTGGCCGTGTGGAATTCAATGAG CACTATCTTTAGTCTGGTGGACATCTG
Grin2A GAGCGTTCAGAAGTGGTGGA ACGAAGACAGCAATGGCAGA
Grin2B AGGTCTTTGCTTCTACGGGC GCTGGCTGCTCATAACCTCA
Sicla3 GCAAGACACTGACACGCAAG ATACGGTCGGAGGGCAAATC
Ppara GTACGGCAATGGCTTTATCACACGC GAAGGTGTCATCTGGATGGTTGCTC
Pparg CATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTG TTGATCGCACTTTGGTATTCTTGGAGC
Lep GGCTTTGGTCCTATCTGTCTTATGTTC CCTGTTGATAGACTGCCAGAGTCTG
Lepr GGCACCATTTCCGCTTCAAT TCTCTTGCTCCTCACCTGGA
Insr ATGGGCAGTTTGTGGAACGGTGCTG ATGGTATAGCCAGACGGGCACTCG
Adipog CTCCTGCTTTGGTCCCTCC CTCCAGCCCCACACTGAAC
Adipor1 CCTGGCTCTATTACTCCTTC GAACACTCCTGCTCTTGTCT
Adipor2 ACTCTGGTCTACAACTCTGACA GTGTTTGGCTGGCTCGTTC
Aqp-7 CCCGGTTGTTCACTTTCATTGCTGG TTCTTGTATGATGCAGTTACCTTCTGG
Hsl GGAACTAAGTGGACGCAAGC TTGACATCAGAGGGTGTGGA
Lpl TCGCTCTCAGATGCCCTACAAAGTG ATGAGCAGTTCTCCGATGTCCACC
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3.10. Deteccion de proteinas por Western Blot

Para evaluar el efecto de las dietas con TB sobre la expresion de
proteinas hipocampales implicadas en memoria y plasticidad sinaptica, se
utilizoé la técnica de Western Blot, basada en la separacion de proteinas en
funcién de su peso molecular y su deteccion y cuantificacion mediante
inmunoquimica, en muestras procedentes de los animales adolescentes
gue consumieron las dietas con TB durante 48 horas (grupo 1).

Se homogenizaron las muestras de hipocampo mediante dos ciclos
de 1 min en TissueLyser (Qiagen, Alemania) con una esfera de acero de 5
mm de diametro (Qiagen, Alemania) en 500 uL de tampon de lisis frio (0,42
M NacCl, 20 mM HEPES (pH 7,9), 1 mM Na4P207, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1 mM DTT, 20 % glicerol, 1 mg/mL aprotinina, 1 mg/mL leupeptina, 1 mg/mL
TLCK, 20 mM NaF, 1 mM de NasVOs4 y 2 mM PMSF). Para favorecer el
proceso de extraccion, los homogenados se sometieron a tres choques
térmicos consecutivos (1 min en nitrdgeno liquido, -80°C; 1 min en bafio
termostatizado, 37°C). A continuacion, se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 10 min a 4°C. Al finalizar la centrifugacion, se recogi¢ el
sobrenadante que contenia las proteinas y se cuantificaron por colorimetria
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina
sérica bovina (BSA) como patron. Este método se basa en la capacidad del
reactivo Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250) de virar de rojo a azul
en contacto con las proteinas. La intensidad de este azul, medida mediante
un lector de placas a una longitud de onda de 595 nm, es proporcional a la
concentracion de proteina presente en la muestra y se interpola de la recta
estandar creada con concentraciones conocidas de BSA. Posteriormente,
se ajustd la concentracion de proteina a 1 pg/uL y se afiadieron 50 uL de
Buffer Laemli (0,125 mM Tris (pH 6,8), 2% SDS, 25% glicerol, 5% C2HsOS,
25% agua destilada y 0,01% azul de bromofenol) a cada muestra.

Las muestras ajustadas se hirvieron a 100°C durante 5 min y se
cargaron 30 ug de proteina de cada muestra en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 7%. Dichos geles se sometieron a un voltaje constante de
120V en tampon de electroforesis (0,2 M glicina, 0,025 M Trisy 0,1 % SDS)
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durante 1 h, para provocar la migracion de las proteinas en funcion de su
relacion carga/masa. Después, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa con poros de 0,2 um de diametro (GE
Healthcare, Espafa) utilizando un sistema de transferencia Trans-blot
Turbo Transfer System (Bio-Rad, EEUU). Se utilizé un protocolo de peso
molecular mixto (2,5 A, 25 V, 7 min) debido a la variedad en los pesos
moleculares de las proteinas de interés (Tabla 7).

Una vez transferidas las membranas, se lavaron 5 min (x3) con una
solucién de lavado (0,1% leche desnatada en polvo, 0,5% Tween-20 en una
solucién al 50% de PBS), y se bloquearon las uniones inespecificas con
una solucion de bloqueo mas concentrada en leche (5%) durante 1 h. Tras
otros tres lavados de 5 min, las membranas se incubaron con el anticuerpo
primario de interés durante 24 h a 4°C en agitaciéon (Tabla 7).
Posteriormente, se volvieron a lavar las membranas (3x5 min) y se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, en funcion del
origen del anticuerpo primario, es decir, anti-rabbit o anti-mouse IgG
conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, USA), durante 1 h a
temperatura ambiente y a una dilucién 1/5000. A continuacién, tras lavar
las membranas (3x5 min), se incubaron con un reactivo quimioluminiscente
(ECL prime western blotting detection reagent kit; GE Healthcare, UK)
durante 5 min y se revelaron utilizando el aparato ChemiDoc XRS+ Imaging
System (Bio-Rad, Espafia). Este reactivo permite detectar las bandas de
proteinas a través una reaccidn enzimatica, basada en la oxidacion del
luminol por la presencia de peroxidasa en condiciones alcalinas. El
densitometrado de dichas bandas se realizé utilizando el programa Image
Lab (Bio-Rad, Espafa).

Con el fin de verificar la cantidad de proteina cargada de cada
muestra, las membranas se incubaron también con el anticuerpo primario
para B-actina (Affinity Bioreagents, EEUU) para expresar los resultados
como la ratio entre la densidad 6ptica de la proteina de interés y la densidad
Optica de B-actina. Se utiliza B-actina como control de carga ya que es una

proteina estructural cuya expresion no varia con el tratamiento.
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Tabla 7. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados para cuantificar la expresion proteica mediante
“Western Blot”.

PROTEINA DESCRIPCION DILUCION REFERENCIA
AMPAR1 Mouse Monoclonal, 110 kDa 1/1000 MAB2263 (Merck Millipore)
AMPAR2 Rabbit Monoclonal, 100 kDa 1/500 49694 (Signalway Antibody)
NMDAR1 Rabbit Monoclonal, 100 kDa 1/200 ab68144 (Abcam)
NMDAR2A Rabbit Monoclonal, 165 kDa 1/2000 ab124913 (Abcam)
NMDAR2B Mouse Monoclonal, 180 kDa 1/500 ab28373 (Abcam)
B-actina Mouse Monoclonal, 42 kDa 1/5000 A5316 (Sigma)
Anti-mouse IgG Goat Monoclonal 1/5000 SC-516102 (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-rabbit IgG Mouse Monoclonal 1/5000 SC-2357 (Santa Cruz Biotechnology)

3.11. Registro electrofisiolégico para el estudio de la

plasticidad sinaptica hipocampal

Para caracterizar el efecto de la TB sobre la transmisién y la
plasticidad sinaptica en el hipocampo, se valoré la transmision sinaptica
basal y la LTP mediante ensayos in vitro de electrofisiologia en rodajas de
hipocampo de ratones naive. Ademas, se estudio el efecto in vitro de la TB
sobre el deterioro de la LTP, y en estos ensayos, ademas de animales
naive, se utilizaron rodajas de hipocampo de los animales tratados con las
dietas altas en grasas saturadas (SOLF) e insaturadas (UOLF) (grupo 3).

Los animales se sacrificaron por decapitacion, se extrajeron sus
cerebros y se colocaron en una solucién Krebs (KRB; 109 mM NacCl, 2,5
mM KCI, 1 mM KH2PO4, 1,3 mM MgSOas, 2,5 mM CacClz, 26,2 mM NaHCO3
y 11 mM glucosa) fria y oxigenada (95% Oz, 5% CO2). Tras extraer los
hipocampos de ambos hemisferios, se empleo un cortador de tejido manual
(Tissue Slicer, Stoelting, EEUU) para realizar rodajas transversales con un

grosor de 400 um. Estas rodajas de hipocampo se colocaron en una
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camara humidificada y oxigenada a temperatura ambiente (20-25°C) y en
contacto con la solucion de KRB durante al menos dos horas, para permitir
la estabilizacion neuronal tras la extraccion.

Tras el periodo de estabilizacion, se transfirio una rodaja a una
camara de registro electrofisioldgico, donde recibio una perfusion constante
de KRB a una velocidad de 1,8-2 mL/min y una temperatura de 31-32°C.
Los potenciales postsingpticos excitadores de campo (fEPSP) se
provocaron estimulando las fibras colaterales-comisurales de Schaffer con
pulsos eléctricos bifasicos (30-70 mA y 100 us a 0,033 Hz) aplicados a
través de un microelectrodo bipolar aislado con tungsteno (0,5 MQ), y se
registraron en el area CA1 stratum radiatum usando un microelectrodo con
aislamiento de tungsteno de 1 MQ (Figura 15).

Los pulsos eléctricos se aplicaron por un generador de pulsos Master
8 (AMPI, Israel) y el electrodo de registro se conectd a un amplificador Al-
402 (Axon Instruments, EEUU), conectado a su vez a un segundo
amplificador CyberAmp 320 signal conditioner (Axon Instruments, EEUU),
de forma que la amplitud de la sefal fuese lo suficientemente grande como
para ser registrada. Las respuestas generadas se digitalizaron a 25-50 Hz
mediante la Digidata 1320A (Axon Instruments, EEUU) y se almacenaron
en un ordenador Pentium IV IBM utilizando el Software pCLAMP 9.0 (Axon
Instruments, EEUU).

Los axones de las fibras colaterales de Shaffer se estimularon cada
30 s y la intensidad del estimulo se ajusté para obtener una pendiente
maxima de fEPSP del 30-40%. Tras obtener una respuesta sinaptica
estable durante al menos 20 min como linea base, se aplicaron los
estimulos eléctricos necesarios para el establecimiento de la LTP (Figura
15). En algunos experimentos se evalué la e-LTP mediante la aplicacion de
un tren de estimulacién de alta frecuencia (100 Hz) de 200 ms/s de duracién
y en otros experimentos, se evalud la I-LTP mediante la aplicacion de cuatro
estimulos de alta frecuencia (100 Hz) de 200 ms/s de duracién cada 20 s.
La transmision sinaptica se evalué midiendo la pendiente inicial del fEPSP,

y los datos se normalizaron con respecto a la media de los valores de los
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20 min de linea base para cada rodaja. Con el fin de evaluar la transmision
sinaptica basal, se analizaron las curvas Input/Output (I/O) durante el
periodo en que se generd la linea base. En el caso de la perfusion de algin
compuesto, se analizaron las curvas I/O una vez que el tiempo de perfusion
era suficiente y estable.

Para llevar a cabo los diferentes experimentos, se prepararon
soluciones madre de los siguientes farmacos: bromhidrato de
escopolamina (SCOP; antagonista muscarinico), tributirina (TB;
profarmaco del acido butirico) y acido butirico (AB; acido graso de cadena
corta) diluidos en KRB. Se preparé acido L-2 amino-5-fosfonovalérico (AP-
5; antagonista de los receptores NMDA) en agua destilada, soluciones de
anandamida (AEA), GW9662 (antagonista PPARYy) y Compuesto C (C-C;
inhibidor de AMPK) en DMSO. La concentracion final de DMSO fue <0,05%
en todos los casos. Los farmacos se agregaron a la camara de registro a
una concentracion final de: 0,1 mM (SCOP), 0,1y 0,5 mM (TB), 75 uM (AB),
50 uM (AP-5), 30 uM (AEA), 2 uM (GW9662) y 5 uM (C-C). Todos ellos se
perfundieron un total de 40 min, inmediatamente después del periodo
basal. La estimulacién de alta frecuencia se aplicé una vez transcurridos
los primeros 20 min de perfusion del farmaco vy, tras los siguientes 20 min
de perfusion del farmaco, éste se retird y se lavo la rodaja con KRB. Todos
los farmacos se adquirieron de Sigma (CO, EEUU).

Estimulacion

Registro

CAT fEPSP durante la linea base

E —> CA3 —>

.

Giro dentado fEPSP tras LTP

Figura 15. Esquema del registro electrofisiolégico en rodajas de hipocampo y representacion
de la sefal obtenida durante la linea base y tras la induccion de la LTP. fEPSP: Potencial
postsinaptico excitatorio de campo; LTP: Potenciacién a largo plazo (figura realizada utilizando la
web Biorender).

99



3.12. Determinacion analitica de aminoacidos en rodajas

de hipocampo mediante electroforesis capilar

Con el fin de estudiar el efecto de la TB sobre los niveles de
aminoécidos implicados en la transmision sinaptica, éstos se cuantificaron
en rodajas de hipocampo incubadas con TB y AB. La cuantificacion se llevo
a cabo mediante electroforesis capilar.

Las rodajas de hipocampo se transfirieron a placas de 24 pocillos
(tres rodajas/pocillo), que contenian 2 mL de KRB a los que se afadio
TB/AB hasta alcanzar concentraciones 30, 75, 150 y 300 uM. Las rodajas
se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con oxigenacion
constante siguiendo un protocolo utilizado previamente en nuestro
laboratorio (Naranjo y cols., 2020). Transcurrido este tiempo, se
homogenizaron (1 min) en 150 uL de KRB en un Tissue Lyser (Qiagen,
Alemania) con unas esferas de 5 mm de diametro (Qiagen, Alemania). A
continuacion, se centrifugaron a 3.000 rpm durante 30 min a 4°C. El
sobrenadante se rescatd y sobre €l se realiz6 una cuantificacion de
proteinas por el método BCA. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta
el dia del andlisis.

La solucion de derivatizacion se preparé disolviendo 4-fluor-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F, Cymit, Espafia) a una concentracién de 40 mM
en 500 puL de metanol que se mezclé con 500 uL de HCI (0,1 M), dando
lugar a una concentracion final de 20 mM de NBD-F. El tampon de elucion
empleado durante el analisis consistio en 90 mM de tampon borato a pH
10,25 (preparado con acido bérico ajustado al pH con NaOH 2 M), 12,5 mM
de B-ciclodextrina nativa y un suplemento del 2% de metanol. Las muestras
se descongelaron el dia del analisis, se agitaron durante 1 min mediante
vortex y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 3 min. A continuacién, en un
tubo de vidrio se afadieron 45 uL del sobrenadante, 15 uL de estandar
interno (Internal Standard, IS, acido a-aminoadipidico) a una concentracion
de 150 uM, 40 puL de la solucion de derivatizacién y 150 uL de una solucion

10 mM de tampdn borato pH 9,0. Tras mezclar durante 10 s, la reaccion de
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derivatizacion se llevd a cabo a 60°C durante 17 min en oscuridad.
Inmediatamente después, las muestras se mantuvieron a 4°C al menos 30
min.

La determinacion de aminoacidos se realizo en un sistema P/ACE
MDQ (Beckman-Coulter PA 800plus, Fullerton, CA, USA), equipado con un
detector LIF con una fuente de argdn operante a Aexc de 488 nm y una Aem
de 522 nm; un capilar de silice fundida (Trajan Scientific, Australia) de 60
cm, con un diametro interno de 75 um. En su primer uso, el capilar se
acondicion6 mediante una descarga a una presion de 30 psi con metanol
(8 min), 1 M de NaOH (15 min) y agua hélix (15 min). Entre carreras, el
capilar se descarg6 a una presion de 20 psi con metanol al 50% (3 min),
0,5 M de NaOH (3 min), agua hélix (2 min) y tampon de carrera (5 min). Las
muestras se inyectaron a una presion de 0,5 psi durante 17 s en el anodo,
dandose la deteccién en el catodo. El voltaje aplicado fue de 21 kV y la
corriente observada a esas condiciones fue alrededor de 70 pA. Cada cinco
viales, el tampon se refrescaba para mantener perfiles repetitivos. Las

muestras se mantuvieron refrigeradas a 7 + 2°C.

3.13. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas de los efectos individuales del peso
corporal y de los tejidos periféricos, los pardmetros plasmaticos, la prueba
del laberinto en Y (grupo 1), los niveles de expresion de genes y proteinas
y el andlisis de los niveles de aminoacidos se evaluaron mediante el analisis
de la varianza de una via (1-ANOVA). Se utilizé el andlisis de la varianza
de dos vias (2-ANOVA) para detectar diferencias en la ingesta de alimentos
y en los datos obtenidos en la prueba del laberinto en Y (grupo 2). En ambos
casos, tras el analisis de la varianza se realizé un analisis post-hoc de
Bonferroni. Los resultados de los experimentos de electrofisiologia se
evaluaron mediante ANOVA de una o dos vias, seguido de la prueba post-
hoc de Bonferroni. Cuando se indic0, se utilizo la prueba t de Student para

comparaciones de medias.
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Todos los resultados se expresaron como la media aritmética + el
error estandar de la media aritmética (media + EEM). Un valor de P<0,05
se consideré estadisticamente significativo. Los valores atipicos se
identificaron mediante el método ROUT (Q = 1%). El programa utilizado
para el analisis estadistico fue GraphPad Prism, version 7.00 para
Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA.
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RESULTADOS







4. RESULTADOS

Los primeros experimentos se disefiaron con el fin de conocer el
efecto de las dietas con TB sobre la memoria espacial en ratones naive,
utilizando el protocolo de la alternancia espontdnea en el laberinto en Y.
Las dietas se suministraron de forma crénica (20 semanas) y aguda (48
horas). Tras el ensayo de memoria espacial, se obtuvieron las muestras de
cerebro y tejido adiposo para estudiar los posibles cambios en la bioquimica
plasmatica y la expresion de genes y proteinas implicados en la transmision
glutamatérgica y el metabolismo. Debido a que la TB no ejercia ningun
efecto sobre la memoria espacial en animales sin deterioro cognitivo previo,
se disefidé un nuevo experimento para valorar el efecto de esta molécula en
un modelo de deterioro cognitivo inducido por escopolamina.

Sobre la base de los resultados obtenidos se decidi6 investigar el
efecto in vitro de la TB sobre la transmision y plasticidad sinaptica del
hipocampo. Ademas, se estudid el efecto de TB sobre la plasticidad
singptica de animales que previamente habian sido tratados con dietas
grasas saturadas e insaturadas.

Los resultados obtenidos muestran que la ingesta de una dieta con
un 1% de TB durante 48 h inhibe el deterioro de la memoria espacial
dependiente de hipocampo inducido por escopolamina en ratones
adolescentes. Ademas, el tratamiento con TB aumenta la expresion génica
de Pparg y de la mayoria de las subunidades de los receptores de Glu
AMPA y NMDA en el hipocampo de los animales adolescentes. Ademas,
hemos demostrado que la TB modula la plasticidad sinaptica hipocampal,
transformando la e-LTP en I-LTP, en un proceso que depende de PPARyy
AMPK. Finalmente, hemos observado que la TB in vitro revierte el deterioro
de la LTP inducido por moléculas como la escopolamina o la anandamida,
asi como el que se induce por el consumo de dietas ricas en grasas

saturadas.
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4.1 Efecto del consumo de TB durante 20 semanas sobre

la memoria espacial dependiente del hipocampo

En estos experimentos se valord el consumo cronico de una dieta
enriquecida con diferentes concentraciones de TB durante 20 semanas en
ratones macho adolescentes (5 semanas de edad). Se utilizaron cuatro
grupos de animales: el grupo control (SD), cuya dieta estaba compuesta
100% por dieta estandar de roedor, y tres grupos a los que se les
suministraron dietas que contenian 0,5%, 1% o 3% de TB. En estos
animales se controlé el peso corporal y la ingesta durante las 20 semanas
de tratamiento. Una vez finalizado el tratamiento dietético, se valoro la
memoria espacial en el laberinto en Y. Posteriormente, se analizé la
bioguimica plasmatica y se estudio la expresion de genes implicados en la

transmision glutamatérgica y el metabolismo.

4.1.1. Peso corporal e ingesta calorica

El peso corporal de los animales (g), controlado una vez por semana,
incrementd de forma similar a lo largo del tiempo en todos los grupos
experimentales (SD, 0,5%, 1% y 3%; n=7/grupo) (Figura 16A).

En cuanto al patron de ingesta dia-noche (Figura 16B), se observd
qgue en los 4 grupos experimentales (grupo control (SD) y grupos de dieta
con TB (0,5%, 1% y 3%); n=7/grupo), los animales ingerian mas kcal
durante la fase nocturna (n; noche) que durante la diurna (m; mafana)
durante todas las semanas de tratamiento. En la primera semana de
tratamiento, se observé que los grupos que tenian acceso a las dietas con
TB (1% y 3%) presentaban una mayor ingesta que los controles tanto en la
fase nocturna como en la diurna (ml y nl), siendo mas pronunciado
durante la fase nocturna (nl). Este efecto desaparecié en la segunda
semana de acceso a las dietas y no volvio a aparecer en el resto del tiempo

de experimentacion.

106



>

Peso corporal (g)

Ingesta (kcal)

Peso corporal

40

35

30

® Q00

25

20

15 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

20

Semana

Patron de ingesta diurna-nocturna

40 7

4 \ /
Q @) \ -~ = \=
7/ a = =

Q o) = g © e
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T h T T T T T T T T T T T
Y YA s X D b 0 oA AR B 9 9 NNy Y Y D s Xk b0 o A A D 9 o

N N N N N N N N

Q T Q RN NN NN e Q(&\ Q\,& Q\,& Q'\,& Q'\,& Q'\,& Q’\/& & &

mafiana (m)-noche (n)

Figura 16. Peso corporal e ingesta caldrica tras las dietas con TB durante 20 semanas. Los
datos muestran la media + EEM del peso corporal de los animales en g (A) y de las kcal ingeridas
(B) en los grupos estudiados (grupo 1: SD, blanco; 0,5%, verde; 1%, rosa; 3%, azul; n=7/grupo). En
la grafica B se representa la ingesta diurna (m1-m19) asi como la ingesta nocturna (n1-n19) a lo
largo de las 20 semanas de tratamiento. 2-ANOVA y post-hoc Bonferroni; ***P<0,001 0,5% vs. SD;
**P<0,01 1% vs. SD; ***P<0,001 1% vs. SD; ##P<0,001 3% vs. SD.

Ademas del peso corporal (Figura 16A), se cuantificé el peso de los
tejidos adiposos, corazon e higado. Como se detalla en la Tabla 8, el
consumo de las dietas con TB durante 20 semanas no produjo cambios

significativos en el peso de los tejidos (mg).
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Tabla 8. Peso de los tejidos extraidos tras las dietas con TB durante 20 semanas. Los datos
muestran la media + EEM (n=7/grupo) del peso de los tejidos (mg) en los cuatro grupos estudiados
(grupo 1: SD, 0,5%, 1%, 3%). 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni.

SD 0,5% 1% 3%

TAS (mg) 17,3+ 1,0 16,6 + 1,1 16,5+ 1,3 14,1 0,9
TAL (mg) 6,5+0,9 6,1+0,4 6,5+0,9 5,0+0,6
TAE (mg) 229+16 214+1.2 212+21 18,7+15
Corazén (mg) 53+0,2 53+0,3 53+0,4 55+0,4
Higado (mg) 38,8+1,9 40,3+0,9 433+15 41,1+29

También se cuantificé la concentracion de lipidos en el TAS (g).
Como muestra la Figura 17, no encontramos diferencias significativas en el

contenido lipidico entre los grupos.

Acumulacion lipidica

SD

0.5%

1%

%
|
o000

3%

mg lipidos/gr tejido

SD 0.5% 1% 3%

Figura 17. Determinacién de lipidos en el TAS tras las dietas con TB durante 20 semanas. La
figura representa la media + EEM de la relacion de lipidos presentes en el tejido adiposo (mg) en
funcién del peso total del tejido (g) en los tres grupos estudiados (grupo 1: SD, blanco; 0,5%, verde;
1%, rosa; 3%, azul; n=7/grupo). 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni.

108



4.1.2. Bioquimica plasmatica

Nuestros resultados muestran que la ingesta de las dietas con TB no

produce cambios en los parametros bioquimicos (Tabla 9).

Tabla 9. Parametros bioquimicos plasmaticos tras las dietas con TB durante 20 semanas. Los
datos muestran la media + EEM de la concentracion plasmatica en los cuatro grupos estudiados
(grupo 1: SD, 0,5%, 1%, 3%; n=7/grupo) para glucosa, colesterol, triglicéridos, NEFA, leptina,
adiponectina e insulina. 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni.

SD 0,5% 1% 3%
Glucosa (mg/dL) 156,9+ 13,0 120,5+20,1 162,0+6,4 138,6 + 13,0
Colesterol (mg/dL) 106,0 £ 12,0 109,4 + 6,7 116,0 £ 4,7 98,9+9,8
Triglicéridos (mg/dL) 128,8 +16,2 146,5+245 202,3+57,6 253,6+101,5
NEFA (mg/dL) 27,9+0,8 28,6 +2.2 295+ 3,6 342+7,6
Leptina (ng/mL) 2,7+0,6 44+22 46+1,7 44+11
Adiponectina (mg/mL) 4,0+0,2 42 +0,3 3,8+£0,3 40+0,4
Insulina (ng/mL) 0,1+0,1 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1

4.1.3. Alternancia espontanea en el laberinto en Y

Se estudié la memoria espacial en el laberinto en Y a través de la
valoracién del porcentaje de alternancias correctas. Este protocolo se llevo
a cabo a lo largo del tratamiento de 20 semanas con las dietas (SD, 0,5%,
1% y 3%; n=7/grupo) y se realiz6 en 6 ensayos diferentes (ensayos 1, 2, 3,
4,5y 6 llevados a cabo durante las semanas de tratamiento dietético 9, 11,
13, 15, 17 y 19 respectivamente). Observamos que las dietas con TB no
producian cambios significativos en este parametro en ninguno de los
ensayos estudiados (Figura 18), aunque parecia existir una tendencia a la
mejoria del porcentaje de alternancias en el grupo que consumié la dieta
con 1% de TB en los ensayos 4 y 5 (correspondientes a las semanas de

tratamiento 15 y 17 respectivamente).
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Figura 18. Alternancia espontanea durante y tras las dietas con TB durante 20 semanas. La
figura representa la media + EEM del % de alternancias correctas en los cuatro grupos estudiados
(grupo 1: SD, blanco; 0,5%, verde; 1%, rosa; 3%, azul; n=7/grupo). Los ensayos corresponden a los
diferentes tiempos de tratamiento (sesion 1: 9 semanas; sesion 2: 11 semanas; sesion 3: 13
semanas; sesion 4: 15 semanas; sesion 5: 17 semanas; sesion 6: 19 semanas). 2-ANOVA y post-
hoc Bonferroni.

4.1.4. Expresion génica en el hipocampo, la corteza prefrontal y

el tejido adiposo

Tras la realizacion de los experimentos anteriores, se extrajo el
hipocampo y la CPF de los animales para cuantificar la expresion génica
de diferentes subunidades de los receptores glutamatérgicos AMPA y
NMDA, asi como de los transportadores de Glu (GLAST, GLT-1) y glucosa
(GLUT-1). Se seleccionaron estos receptores por su implicacion en los
procesos de memoria y en la plasticidad sinaptica. Ademas, se han
estudiado diferentes receptores implicados en metabolismo, como el
receptor de insulina, leptina, adiponectina y los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARa/y). Estos dltimos, y en particular
PPARY, interviene en el efecto neuroprotector del AB. Por ultimo, se ha
estudiado la expresién génica del receptor de acidos grasos libres en el
cerebro (FFAR3).

Nuestros resultados muestran que la ingesta de las dietas con TB no
produjo cambios en los niveles de expresiéon de la mayoria de los genes

gue se valoraron, ni en el hipocampo, ni en la CPF (Tabla 10). Solamente
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se detectd un aumento de la expresion de Ffar3 en los animales que
consumieron la dieta con 3% de TB (F, 22=4,238, P<0,05) y una regulacion
a la baja en el caso del receptor de adiponectina de tipo 2 (Adipor2) con la
dieta que contenia 0,5% de TB (F, 24)=6,091, P<0,005).

Tabla 10. Expresion génica en el hipocampo y la CPF tras las dietas con TB durante 20
semanas. Los datos muestran la media + EEM del % ARNm en los cuatro grupos estudiados (grupo

1; SD, 0,5%, 1%, 3%; n=7/grupo). 1-ANOVA vy post-hoc Bonferroni; *P<0,05 SD vs. 3%; **P<0,01
0,5% vs. 1%/3%; ns: no significativo.

Hipocampo Corteza prefrontal

GEN F(oen, DFd) P F(oen, DFa) P
Grial F@G,24)=2,6 ns F@,240=0,1 ns
Gria2 F@249=1,5 ns F@3, 23 =0,8 ns
Grinl F@3,24)=0,6 ns F@3,24)=0,2 ns
Grin2A F@24=1,0 ns F@24=0,4 ns
Grin2B F@.24=0,6 ns F@G, 23 = 1,7 ns
Slcla2 F@24=2,0 ns F@, 24) = 0,004 ns
Slc2al F@3,24)=0,9 ns F@3,24)=0,2 ns
Slc1a3 F@24=1,9 ns F@3.24=0,6 ns
Insr F@E23=1,6 ns F@24=1,9 ns
Lepr F@20=14 ns F@G24y=3,1 ns
Adiporl F@,22=0,1 ns F@G, 24 = 2,2 ns
Adipor2 F@3,24)=6,0 P=0,003** F@,240=0,1 ns
Ffar3 F@E22=4,2 P=0,02* F@3,20=0,4 ns
Ppara F@2e=1,7 ns F@G,240=1,6 ns
Pparg F@Go29=1,5 ns F,24)= 0,7 ns

Por otro lado, se utilizé el TAS y el TAE de estos animales (grupo 1)
para estudiar la expresion de diferentes genes relacionados con el
metabolismo de los &cidos grasos y triglicéridos en el tejido adiposo. (Figura
19). Estos fueron adiponectina (Adipoq), acuaporina 7 (Agp7), lipasa
sensible a hormonas (Hsl), leptina (Lep), lipoproteina lipasa (Lpl) y Pparg.

Nuestros resultados muestran que la ingesta de las dietas con TB

alteraron los niveles de expresiéon de ARNm de varios de los genes
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valorados en el tejido adiposo, disminuyendo significativamente el nivel de
expresion de Adipoq (Fs, 23=9,8, P<0,001), Agp7 (F, 23)=6,6, P<0,01) y Hsl
(F@s, 23y=12,5, P<0,001) en el TAS (Figura 19A) y de Adipoq (F, 24)=3,8,
P<0,05) y Pparg (F@, 24=3,7, P<0,05) en el TAE (Figura 19B). Sin embargo,
mientras que el nivel de expresibn de Pparg estd disminuido
significativamente en el TAE (Figura 19B), muestra una tendencia dosis-

dependiente al aumento de expresion en el TAS (Figura 19A).
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Figura 19. Expresion génica en el TAS y TAE tras las dietas con TB durante 20 semanas. Los
datos muestran la media £+ EEM del % ARNm en el TAS (A) y el TAE (B) en los cuatro grupos
estudiados (grupo 1: SD, blanco; 0,5%, verde; 1%, rosa; 3%, azul; n=7/grupo). 1-ANOVA y post-hoc
Bonferroni; *P<0,05 0,5%/1%/3% vs. SD; **P<0,001 1%/3% vs. SD; ***P<0,005 1%/3% vs. SD;
*P<0,05 0,5% vs. 1%.
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4.2 Efecto del consumo de TB durante 48 horas sobre la

memoria espacial dependiente del hipocampo

Debido a que durante el tratamiento cronico el grupo que consumio
la dieta con 0,5% de TB presentaba valores muy similares al grupo control,
se decidio prescindir de dicho grupo y hacer el estudio con un grupo control
(SD) y dos grupos que consumieron dietas con un 1% y un 3% de TB. En
estos animales, se control6 tanto el peso corporal como la ingesta durante
el tratamiento. Una vez finalizado éste, se valoré la memoria espacial en el
laberinto en Y. Posteriormente, se realizaron analisis bioquimicos de
diferentes parametros plasmaticos y se estudio la expresion de genes y

proteinas implicadas en transmision glutamatérgica y metabolismo.

4.2.1. Peso corporal e ingesta caldrica

La dieta con TB no produjo variaciones en el peso corporal de los
animales adolescentes tras 48 h (Figura 20A), sin embargo, en los animales
adultos (Figura 20C) la dieta con 3% de TB disminuyé ligeramente el peso
corporal en comparacion con el grupo control (Figura 20C; 1-ANOVA,
F,45=3,38, P<0,05).

En todos los grupos se observo un patréon de ingesta dia (ml1, m2;
mafana)-noche (nl1, n2; noche), pero no encontramos diferencias
significativas entre los grupos estudiados ni en animales adolescentes
(Figura 20B) ni en animales adultos (Figura 20D), a excepcion de la
mafiana del primer dia en el que se observa hiperfagia de los animales

adultos que consumieron la dieta SD (Figura 20D).

113



Peso corporal (g)

30

20

10

Peso corporal (g)

TB -48 h

Patron de ingesta dia-noche

Adolescentes TB-48 h
7 B
1 so 30+ Adolescentes -
Cd 1w o
B — =
3 3% S 204 o
=3
oo}
L
7]
1 g
2 104
‘ ‘ j 0 ‘ ‘ ;
sb 1o 3% ml nl m2 n2
TB -48 h
Adultos
Patrén de ingesta dia-noche
30 TB - 48 h
—_— s [J so L Adultos
 — O so
207 s O aw
20 O 3%

10

Ingesta (kcal)

SD

Figura 20. Peso corporal e ingesta cal6rica tras las dietas con TB durante 48 horas. Los datos
muestran la media + EEM del peso corporal de los animales en g (A, C) y de las kcal ingeridas (B,
D) en los grupos estudiados (grupo 1: SD, blanco, n=6; 1%, rosa, n=7; 3%, azul, n=7). En las gréficas
By D se representa la ingesta diurna del primer dia (m1) y del segundo dia (m2) asi como la ingesta
nocturna de ambos dias (n1 y n2). 1-ANOVA para el peso corporal y 2-ANOVA para la ingesta
caldrica, seguido de un andlisis post-hoc Bonferroni. *P<0,05, **P<0,01 vs. SD.

No obstante, no existen diferencias en la ingesta total (g y kcal)
durante las 48 h de tratamiento entre los grupos (Tabla 11). Por lo tanto, la
disminucién del peso corporal (Figura 20C) en los animales adultos no se
debe a los gramos o las kcal ingeridas, sino que es un efecto directo de la
dieta con TB.

Tabla 11. Ingesta total (g y kcal) durante las 48 horas de tratamiento con las dietas de TB en
animales adolescentes y adultos. Los datos muestran la media + EEM (adolescentes: grupos 1y
2; SD n=22, 1% n=23, 3% n=23; adultos: grupo 2; n=16/grupo) de los gramos y kcal totales ingeridos
durante las 48 horas de tratamiento dietético.

Ingesta (g) Ingesta (kcal)
SD 1% 3% SD 1% 3%
Adolescentes | 3,2+0,2 3,3+0,2 3,2%£0,2 99+05 10,3+0,5 10,2+0,6
Adultos 3,7+x0,2 3,6%£0,2 35+0,2 | 11,3+0,6 108+0,6 11,2+0,6

Ademas del peso corporal, se midio el peso de los tejidos (grupos 1

y 2; TAS, TAL, TAE, corazén e higado). Nuestros resultados muestran
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(Tabla 12) que las dietas con TB no produjeron cambios significativos en el
peso de los tejidos de los animales adolescentes; sin embargo, observamos
que las dietas con TB redujeron significativamente todos los tejidos
adiposos (mg) de los animales adultos (TAS: F, 44)=5,033, P<0,05; TAL:
Fe, 44=4,765, P<0,05; TAE: F(, 43=6,2, P<0,01).

Tabla 12. Peso de los tejidos periféricos extraidos tras las dietas con TB durante 48 horas.
Los datos muestran la media + EEM del peso de los tejidos (mg) en los tres grupos estudiados

(adolescentes: grupo 1; SD n=6, 1% n=7, 3% n=7; adultos: grupo 2; n=16/grupo). *P<0,05 vs. SD;
**P<0,01 vs. SD.

Adolescentes Adultos
SD 1% 3% SD 1% 3%
TAS (mg) 9,8+0,5 10,6 £ 0,4 9,2+0,3 | 321,1+473 216,8+10,9* 203,9+16,3*
TAL (mg) 1,2+0,1 1,4+0,2 1,2+0,1 | 157,9+24,2 99,5 + 6,6* 42 +10,5*
TAE (mg) 85+0,7 9,4+0,8 75+0,7 | 637,2+72,4 460 * 25,5* 406 = 31,2**
Corazén (mg) 7,1+0,2 7,5+0,3 7,1+04 174,7 £9,8 160,6 £ 6,2 151,8 £5,3
Higado(mg) | 52,9+13 56,7+27 595+21 | 1192+69,5 1128 + 26 1194 + 34

Se determind la concentracién de lipidos en el TAS extraido tras el
tratamiento con TB. Como muestra la Figura 21, no encontramos
diferencias significativas entre los grupos en el contenido lipidico de los
animales adolescentes (Figura 21A). Sin embargo, en los animales adultos
(Figura 21B), los tejidos de los animales que consumieron la dieta con 3%
de TB presentaron un contenido lipidico significativamente menor que el
resto de grupos (F, 43=3,958, P<0,05).

TB -48 h
TB -48 h Adultos

@

A Adolescentes

O so I so
0.8 O 1% 0.8 |
O 3% 3 5%

0.6

0.4

mg lipidos/g tejido
mg lipidos/g tejido

Figura 21. Determinacion de lipidos en el TAS tras las dietas con TB durante 48 horas. La
figura representa la media + EEM de la relacién de lipidos presentes en el tejido adiposo (mg) en
funcién del peso total del tejido (g) en los tres grupos estudiados (SD, blanco; 1%, rosa; 3%, azul)
en animales (A) adolescentes (grupo 1: SD n=6, 1% n=7, 3% n=7) y (B) adultos (grupo 2:
n=16/grupo). 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni. *P<0,05 vs SD.
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4.2.2. Bioquimica plasmatica

Nuestros resultados muestran que la ingesta de las dietas con TB no
produjo cambios en los parametros bioquimicos (Tabla 13, grupo 1).
Tabla 13. Parametros bioquimicos plasmaticos tras las dietas con TB durante 48 horas. Los

datos muestran la media £ EEM de la concentracién plasmatica en los tres grupos estudiados (grupo
1: SD n=6; 1% n=7; 3% n=7) para glucosa, colesterol, triglicéridos, NEFA, leptina, adiponectina e

insulina. 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni.

SD 1% 3%
Glucosa (mg/dL) 167,9 £ 24,7 166,6 + 11,9 135,6 £ 22,0
Colesterol (mg/dL) 117,0+9,8 111,4+ 3,6 116,2+7,1
Triglicéridos (mg/dL) 167,2 £ 30,5 168,0 £ 17,1 173,6 £ 29,3
NEFA (mg/dL) 65,5+ 8,4 69,3+6,9 62,4 £9,0
Leptina (ng/mL) 26+0,2 29+£0,3 29+0,6
Adiponectina (pg/mL) 25+04 22+0,1 19+0,1
Insulina (ng/mL) 0,9+0,2 0,7+0,3 0,2+0,1

4.2.3. Alternancia espontanea en el laberinto en Y

El efecto agudo de la TB sobre la memoria espacial se evaluo
inicialmente en ratones adolescentes naive, es decir, sin previo deterioro
cognitivo. Como muestra la Figura 22A, no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de alternancias correctas en el laberinto en
Y tras las dietas con TB entre los grupos de tratamiento, aunque, al igual
que con el tratamiento cronico, la dieta con 1% de TB presenta una
tendencia no significativa a un mayor porcentaje de alternancias correctas.

Debido a que este ensayo esta disefiado para detectar deterioro en
la memoria espacial mas que una mejora de los niveles basales, disefiamos
un experimento adicional para evaluar el efecto de la TB en un modelo de
deterioro de la memoria espacial inducido por escopolamina. El estudio se
llevé a cabo en ratones adolescentes (5 semanas) y adultos (11 semanas).
Como se ilustra en la Figura 22, la escopolamina redujo el porcentaje de

alternancias correctas en el laberinto en Y, tanto en animales adolescentes
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% alternancias correctas

(Figura 22B) como en adultos (Figura 22C). Sin embargo, en ratones
adolescentes, la TB previno el deterioro de la memoria inducido por
escopolamina (Figure 22B; 2-ANOVA, efecto de la escopolamina Fq,
42=20,5, P<0,001; efecto de la TB F(2, 42=4,103, P<0,05), mientras que este

efecto no se observo en los ratones adultos (Figura 22C).
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Figura 22. Alternancia espontéaneatras las dietas con TB durante 48 horas. La figura representa
la media + EEM del % de alternancias correctas en los tres grupos estudiados (SD, blanco; 1%, rosa;
3%, azul). (A) Animales adolescentes sin previo deterioro cognitivo (grupo 1: SD n=6, 1% n=7, 3%
n=7). (B) Animales adolescentes con deterioro cognitivo inducido por SCOP (grupo 2: n=8/grupo).
(C) Animales adultos con deterioro cognitivo inducido por SCOP (grupo 2; n=8/grupo). **P<0,01 vs.
salino SD/1%/3%; #P<0,05 vs. SCOP SD. Post hoc Bonferroni y 2-ANOVA.

4.2.4. Expresion génica y proteica en el hipocampo, la corteza

prefrontal y el tejido adiposo

Se analiz6 la expresion génica de las subunidades de los receptores
glutamatérgicos AMPAy NMDA y los transportadores de Glu (GLAST, GLT-
1) y glucosa (GLUT-1), los receptores implicados en metabolismo como el

receptor de insulina, leptina, adiponectina, los receptores PPARaly y
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FFAR3. Este estudio se llevé a cabo en muestras de hipocampo y CPF de
los animales tratados con las dietas de TB durante 48 horas (grupo 1).

La dieta con 1% de TB aumento los niveles de ARNm que codifica
las diferentes subunidades de AMPA y NMDA (Figura 23A). En concreto,
se observo un aumento significativo de la expresion de Gria2 (F, 17)=6,733,
P<0,05), Grinl (F, 16=6,387, P<0,05) y Grin2b (F, 17=3,847, P<0,05) en
el hipocampo.

Sin embargo, como muestra la Figura 23B, los datos de expresion
génica no mostraron cambios en la cantidad de ARNm de Sicla2, Slcla3
y Slc2al, que codifican los transportadores de Glu (GLT-1, GLAST) y
glucosa (GLUT-1), respectivamente.

Por dltimo, en cuanto a la expresion génica del resto de receptores
estudiados (Figura 23C), se observO un aumento significativo en la
expresion de Adipor2 (Fe, 16=4,984, P<0,05) y Pparg (Fe, 15=6,619,

P<0,05), en los animales que consumieron la dieta con 1% de TB.
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Figura 23. Expresion génica en el hipocampo tras las dietas con TB durante 48 horas. Los
datos muestran la media + EEM del % ARNm de las subunidades de los receptores de glutamato
AMPA y NMDA (A), de los transportadores de Glu y glucosa (B) y de otros receptores como Lepr,
Insr, Adiporl, Adipor2, Ppara, Pparg y Ffar3 (C) en los tres grupos estudiados (grupo 1: SD, blanco,
n=6; 1%, rosa, n=7; 3%, azul, n=7). 1-ANOVA, post-hoc Bonferroni; *P<0,05 vs. SD; #P<0,05 vs. 3%.

Estos cambios se observaron en el hipocampo, pero no en la CPF
(Tabla 14), lo que indica que el efecto de la TB es especifico de esta area

cerebral.
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Tabla 14. Expresién génica en la CPF tras las dietas con TB durante 48 horas. Los datos
muestran la media + EEM del % ARNm en los tres grupos estudiados (grupo 1: SD n=6; 1% n=7;
3% n=7). 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni; ns: no significativo.

Corteza prefrontal

GEN
F©Fn, bFd) =
Grial Fe 169 =1,0 ns
Gria2 Fe 17 =0,7 ns
Grinl Fe, 17 =0,5 ns
Grin2A Fe 17 =0,5 ns
Grin2B Fe 15 =2,2 ns
Slcla2 Fe 11 =1,0 ns
Slc2al Fe 17 =3,0 ns
Slcla3 Fe 17)=3,6 ns
Insr Fe 17 =0,7 ns
Lepr Fe 17 =0,7 ns
Adiporl Fe 169 = 0,6 ns
Adipor2 Fe 15 =1,1 ns
Ffar3 Fe12=14 ns
Ppara Fe 169=1,9 ns
Pparg Fe 16 = 1,3 ns

A la vista de los resultados de expresion génica en el hipocampo, se
estudio la expresién proteica de las subunidades de los receptores de Glu
tras el tratamiento agudo con TB en esta area cerebral (Figura 24).

Tanto la subunidad NMDA2A como NMDAZ2B mostraron un aumento
de la expresion en el grupo que ingirid la dieta con 3% de TB frente a los
grupos que ingirieron la dieta SD y la dieta con 1% de TB (F, 17=12,79,
P<0,05).
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Figura 24. Expresion proteica de las subunidades de los receptores de glutamato AMPA y
NMDA en el hipocampo tras las dietas con TB durante 48 horas. Las barras muestran la media
+ EEM de proteina/-actina en los tres grupos estudiados (grupo 1: SD, blanco, n=6; 1%, rosa, n=7;
3%, azul, n=7I) para las subunidades AMPAR1, AMPAR2, NMDAR1, NMDAR2A y NMDAZ2B. 1-
ANOVA y post-hoc Bonferroni. **P<0,01 vs. SD; #P<0,05 vs. 1%; #P<0,01 vs. 1%.

Por otro lado, se utilizé el TAS y el TAE de estos animales (grupo 1)
para estudiar la expresion de diferentes genes relacionados con el
desarrollo de estos tejidos y su caracter endocrino. Estos fueron Adipoq,
Aqp7, Hsl, Lep, Lpl y Pparg. Se seleccionaron estos genes debido a su
participacion en el metabolismo de los acidos grasos vy triglicéridos en el
tejido adiposo.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento agudo con las
dietas de TB no producia cambios en los niveles de expresion de la mayoria
de los genes que se valoraron, ni en el TAS ni en el TAE (Tabla 15), a
excepcion de Pparg, cuya expresion se indujo en el TAE con 3% de TB en
comparacion con la dieta con 1% de TB (F(, 14=4,2 P<0,05).

Tabla 15. Expresiéon génica en el TAS y el TAE tras las dietas con TB durante 48 horas. Los

datos muestran la media £+ EEM del % ARNm en los tres grupos estudiados (grupo 1: SD n=6; 1%
n=7; 3% n=7). 1-ANOVA y post-hoc Bonferroni; *P<0,05 1% vs. 3%; ns: no significativo.

TAS TAE
GEN

F©Fn, bFa) =) F©Fn, bFa) =)

Adipoq Fe 1y=2,2 ns Fe 13 =3,1 ns

Agp7 Fe 1 =2,3 ns Fe, 15 =0,6 ns

Hsl Fe 17 =1,0 ns Fe 15 = 3,7 ns

Lep Fe 16 =1,3 ns Fe 15 =0,4 ns

Lpl Fe 1n=1,3 ns Fe, 140 = 3,6 ns
Pparg Fe, 17 = 0,6 ns Fe 14 = 4,2 P<0,05*
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4.3.Efecto de la TB in vitro en la plasticidad sinaptica

Debido a la influencia de las dietas con TB sobre la memoria, se
decidi6 estudiar mediante registros electrofisiologicos el efecto in vitro de la
TB sobre la plasticidad y transmisidn sinaptica hipocampales. Para ello, se
valoro la LTP y la transmision sinaptica basal en rodajas de hipocampo de
ratones macho adolescentes (5 semanas de edad) naive. Ademas,
estudiamos el efecto in vitro de la TB sobre diferentes modelos de deterioro
de la LTP, para los cuales, ademas de animales naive, se utilizaron rodajas
de hipocampo de animales tratados con dietas altas en grasas saturadas
(SOLF) e insaturadas (UOLF) (grupo 3).

Con el fin de comprobar el efecto de la TB en la transmision sinptica
hipocampal, se hicieron experimentos electrofisiolégicos en los que se
perfundié TB (0,1 y 0,5 mM) a rodajas de hipocampo de animales naive
(Figura 25). Mientras que la TB a una concentracion de 0,1 mM no modific
la transmision sinaptica, a una concentracion de 0,5 mM potencié la
pendiente del fEPSP, lo que provocé un fendbmeno similar a la e-LTP
(Figura 25A). Ademas, la TB 0,1 mM no alteré la relacion estimulo-
respuesta, construida mediante la aplicacion de estimulos de intensidades
crecientes entre 0 y 100 pA en el area CAl, comparada con rodajas de
ratones control perfundidos Unicamente con KRB (Figura 25B). Todos los
experimentos siguientes se llevaron a cabo utilizando una concentracion de
TB de 0,1 mM.

A continuacion, se evaluo el efecto de la TB sobre la plasticidad
sinaptica hipocampal. Como aparece ilustrado en la Figura 25C, la e-LTP
desencadenada por un solo tren de HFS se convirtio en una I-LTP en
presencia de TB (0,1 mM). La potenciacion del fEPSP inducida por la TB
se observo 10 min después de la aplicacién del HFS (Figura 25D; Control
vs. TB; t=4,124, P<0,05) y se mantuvo durante al menos 160 min
adicionales (Figura 25E; Control vs. TB; t=3,964, P<0,001).
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Figura 25. Efecto de la TB sobre la transmision y plasticidad sinaptica hipocampal. Los
simbolos representan la media de la pendiente inicial del fEPSP (media + EEM) durante el registro
en rodajas de hipocampo en el area CA1l (A, C) perfundidos con TB (A) a 0,5 mM (n=3, morado) y
0,1 mM (n=6, rosa). (B) Curvas estimulo-respuesta (media + EEM del fEPSP vs. intensidad de
estimulacion aplicada) en rodajas Control (n=9, blanco) o perfundidas con TB (0,1 mM) (n=5, rosa).
(C) Tras 20 min de linea base, se aplico un Gnico HFS (indicado por una flecha) en rodajas control
(n=9, blanco) o en presencia de TB 0,1 mM (n=6, rosa). La linea horizontal representa la duracién
de la perfusion de TB. Los trazos superiores son promedios de los fEPSP registrados durante el
periodo basal (a, trazo fino), después del HFS (b, trazo grueso) y el registro final (c, trazo de guiones).
Calibracion: 1 mV, 1 ms (A y C). (D) Comparacién de la potenciacion de la pendiente del fEPSP 10
min después del HFS y (E) 160 min después del HFS en los experimentos representados en C.
***P<(0,001 vs. Control; (t de Student, 2-ANOVA y post-hoc Bonferroni).
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Estos resultados demuestran que la TB modula la LTP en el
hipocampo. En condiciones normales, un Unico tren de estimulacion de alta
frecuencia induce una LTP de corta duracion, conocida como e-LTP; en
presencia de TB esa estimulacion evoca una forma mas duraderade laLTP
conocida como I-LTP.

Debido al hallazgo de este fendbmeno, decidimos estudiar las bases
moleculares y el mecanismo de accién que podrian estar implicados en el
efecto de la TB sobre la transmision glutamatérgica hipocampal.

A continuacién, la Figura 26, muestra la transmision sinaptica en
presencia o ausencia de TB (0,1 mM) en rodajas de hipocampo
provenientes de animales naive. Dado que la TB aumentoé la expresion de
ARNmM de Pparg, se realizaron registros extracelulares para estudiar el
efecto de GW9662 (2 uM), antagonista PPARy, sobre la transmisién
sindptica y los cambios en la plasticidad provocados por la TB (Figura 25C).
GW9662 disminuy0 la facilitacion de la I-LTP evocada por un solo pulso de
HFS en presencia de TB 0,1 mM (Figura 26A; 2-ANOVA; Fq, 16209=359,7,
P<0,001) sin alterar la transmision sinaptica basal (Figura 26B).

La LTP es un proceso que demanda energia, por ello decidimos
explorar la participacion de AMPK, sensor del estado de energia celular, en
los efectos de la TB. Ademas, la actividad de AMPK esta regulada por
PPARYy. Con este objetivo, se probo el efecto del compuesto C (C-C, 5 uM),
inhibidor de AMPK. Como se ilustra en la Figura 26C, C-C bloqueb el efecto
de la TB, disminuyendo la facilitacién de la I-LTP evocada por un solo pulso
de HFS en presencia de TB 0,1 mM (2-ANOVA,; F, 1629=279,3, P<0,001)
sin alterar la transmision sinaptica basal (Figura 26D).

Por ultimo, dado que las dietas con TB provocaron la sobreexpresion
de las subunidades del receptor de Glu NMDA, se realizaron registros
extracelulares para estudiar el efecto de AP-5, un antagonista selectivo del
receptor NMDA que inhibe competitivamente el sitio de unién del Glu de los
receptores NMDA, sobre la transmision sinaptica y los cambios de
plasticidad provocados por la TB (Figura 25C). Nuestros resultados
muestran que la LTP de larga duracion que se induce por la perfusion de
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TB de forma concomitante con un unico tren de estimulacion de alta
frecuencia es dependiente de NMDA y que la induccién del fenbmeno no
ocurre en presencia de AP-5 (Figura 26E). AP-5 no alter6 la transmisién
sinptica basal en presencia o ausencia de TB (Figura 26F).

En definitiva, estos resultados nos hacen suponer que la TB podria
modular la plasticidad sinaptica a través de la activacion del receptor
PPARy y la sefalizacion de este a través de AMPK y que, ademas, la
capacidad de la TB para producir esta modulacion de la LTP depende de
NMDA.

Gwesszete  TeinF s
cwoss2

300 o TB
b o GW9662 B
250 O GW9662+TB Tér 5106
200 S o GW9662
E 410 cwoss2+TB l
o~
150 N ©
a5 37
gs 5
100 T Q2
o
P
50 & 14
0 TB and/or GW9662 E §
T T T T T T T T T 1 gf 00 ; ; . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 25 50 75 100
Time (min) Intensidad (uA)
C o TB
300+ o C-C
2504 ) ',,?D 5
e o TB
| S o Cc-C
200 E 4 o cc+TB g
o~ 5
150+ &) g 34 %
- W
100 SIS T Qol
o8
e 3
509 g 1 % o
—_— =)
TBylo Cc c o
0 T T T T T T T T 1 g_) 00 ; . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 25 50 75 100
Tiempo (min) Intensidad (uA)

125



Pendiente del fEPSP (%Control)

m F3
£ o AP5
z O AP-5+TB
o~
0 B 2]
G 5
£8
[}
° S s 3 S
L Py
R 5 I oé
TB y/o AP-5 =
O T T T T T T T T 1 g 6
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 S o5 o S ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (min) Intensidad (uA)

Figura 26. Efecto de la TB en presencia de inhibidores de PPARy, AMPK y NMDAR. Los
simbolos representan la media de la pendiente inicial del fEPSP (media + EEM) durante el registro
en rodajas de hipocampo en el area CAl (A, C, E). Tras 20 min de linea base, se aplic6 un dUnico
HFS (indicado por una flecha) en rodajas perfundidas con TB (0,1 mM) (n=6, blanco) (A, C), con
GW09662+TB (n=5, rosa) (A), con C-C+TB (n=5, rosa) (C) o con AP-5+TB (n=6, rosa) (E). Curvas
estimulo-respuesta (media + EEM del fEPSP vs. intensidad de estimulacion aplicada) en rodajas de
hipocampo tratadas con TB (n=5, blanco) (B, D), GW9662 (n=3, gris), TB+GW9662 (n=6, rosa) (B),
C-C (circulos grises, n=2), TB+C-C (circulos rosas, n=4) (D), AP-5 (circulos grises, n=3) y AP-5+TB
(n=5, rosa) (F). La linea horizontal representa el tiempo de perfusion de TB y/o GW9662/C-C/AP-5.
Los trazos superiores son promedios de los fEPSP registrados durante el periodo basal (a, trazo
fino), después del HFS (b, trazo grueso) y del registro final (c, trazo de guiones). Calibracion: 1 mV,
1 ms. (2-ANOVA y post-hoc Bonferroni).

Hasta el momento, nuestros resultados demuestran que la TB
modula la LTP en el hipocampo siendo capaz de convertir una e-LTP en |-
LTP. Este fenbmeno, ademas de ser dependiente de NMDA podria darse
a través de la activacion del receptor PPARY y la sefializacion de éste a
través de AMPK. Para continuar investigando los procesos que subyacen
a esta modulacion de la LTP, realizamos registros electrofisiologicos en
diferentes modelos de deterioro de la LTP, con el fin de estudiar el efecto
gue la TB ejercia sobre éste.

La SCOP es un potente inhibidor de la LTP en el hipocampo
(Calabresi y cols., 1999; Sanchez y cols., 2009; Portero-Tresserra y cols.,
2014). Por ello, se estudio el efecto de la TB sobre el deterioro de LTP
inducido por SCOP, como aparece ilustrado en la Figura 27A. Para ello, se
utilizaron rodajas de hipocampo de animales naive que se perfundieron
bien con SCOP, o bien con SCOP y TB al mismo tiempo. Como se detalla
en la Figura 27B, la SCOP (0,1 mM) no modificé la transmision sinaptica

basal ni la induccion de la LTP mediante la administraciéon del HFS (Figura
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27C), pero abolio por completo el mantenimiento de la LTP, analizado 100
(Figura 27D; 1-ANOVA F(, 167=63,42, P<0,001) y 200 min después de la
aplicacion del HFS (Figura 27E; 1-ANOVA F, 167)=46,02, P<0,001). Este

efecto se revirtié por completo en presencia de TB (0,1 mM) (Figura 27A).
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Figura 27. Efecto de la TB sobre el deterioro de la LTP inducido por SCOP. (A) Los simbolos
representan la media de la pendiente inicial del fEPSP (media + EEM) durante el registro en rodajas
de hipocampo en el area CAl. Tras 20 min de linea base, se aplicaron cuatro HFS (indicado por
cuatro flechas) a las rodajas control (n=6, blanco), rodajas perfundidas con SCOP (0,1 mM) (n=5,
gris) y con TB (0,1 mM) + SCOP (0,1 mM) (n=6, rosa). La linea horizontal representa el tiempo de
perfusién de las rodajas por TB y/o SCOP. Los trazos superiores son promedios de los fEPSP
registrados durante el periodo basal (a, trazo fino), después del HFS (b, trazo grueso) y del registro
final (c, trazo de guiones). Calibracion: 1 mV, 1 ms. (B) Curvas estimulo-respuesta (media + EEM
del fEPSP vs. intensidad de estimulacion aplicada) en rodajas Control (n=5, blanco), SCOP (n=3,
gris) y TB+SCOP (n=3, rosa). (C) Comparacion de la potenciacién del fEPSP 10 min, (D) 100 miny
(E) 200 min después del HFS. ***P<0,001 vs. CONTROL; ##P<0,001 vs. SCOP + TB (1-ANOVA, 2-
ANOVA y post-hoc Bonferroni).
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Con el fin de comprobar si la TB era capaz de revertir el deterioro de
la LTP inducido por otras moléculas con un mecanismo de accion diferente
al de la escopolamina, se realizaron experimentos con AEA ya que la
elevacion de AEA produce un deterioro de la LTP que afecta a los procesos
de aprendizaje y memoria (Basavarajappa y cols., 2014). Asi, estudiamos
el efecto de la TB sobre el deterioro de LTP inducido por AEA (Figura 28)
en rodajas de hipocampo de animales naive que se perfundieron con AEA
en presencia o ausencia de TB. Como se detalla en la Figura 28B, la
perfusion de AEA (30 uM) no modificé la transmision sinaptica basal, pero
sin embargo, abolié por completo el mantenimiento de la LTP ya que la
potenciacion no se mantuvo ni a los 100 (Figura 28D; 1-ANOVA F¢,
177)=120,4, P<0,001) ni a los 200 min después de la aplicacion del HFS
(Figura 28E; 1-ANOVA F(, 132=270,1, P<0,001). Este efecto se revirtid
completamente en presencia de TB (0,1 mM) (Figura 28A) lo que indica que
esta molécula inhibe el deterioro de la LTP inducido por AEA. Por otro lado,
se ha demostrado que la AEA afecté también a la induccion de la LTP como
se observa en la potenciacion 10 min después de la administracién del

HFS, pero este efecto no se revirtié con TB (Figura 28C).
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Figura 28. Efecto de la TB sobre el deterioro de la LTP inducido por AEA. (A) Los simbolos
representan la media + EEM de la pendiente inicial del fEPSP (% respecto al control) de los pulsos
administrados en un minuto en el area CA1 del hipocampo durante todo el registro. Tras 20 min de
tratamiento con AEA, se aplicaron cuatro HFS (indicado por cuatro flechas) a las rodajas de
hipocampo de ratones naive perfundidas con AEA 30 uM (n=6, gris) y con TB (0,1 mM) + AEA (30
4M) (n=6, rosas). La linea horizontal representa el tiempo de perfusion por TB y/o AEA. Los trazos
superiores son promedios de los fEPSP registrados durante el periodo basal (a, trazo fino), después
del HFS (b, trazo grueso) y del registro final (c, trazo de guiones). Calibracion: 1 mV, 1 ms. (B)
Curvas de estimulo-respuesta (media + EEM del fEPSP vs. intensidad de estimulacién aplicada) en
rodajas perfundidas con AEA (n=8, gris) y TB+AEA (n=5, rosa). (C) Comparacion de la potenciaciéon
del fEPSP 10 min, (D) 100 min y (E) 200 min después del HFS. ##P<0,001 vs. AEA (1-ANOVA, 2-
ANOVA y post-hoc Bonferroni; estadistica realizada utilizando los controles de la Figura 27).

Las dietas HF tienen una gran proporcion de Aacidos grasos
saturados en su composicion, que podrian ser los principales responsables
de los efectos deletéreos de este tipo de alimentos sobre el aprendizaje y
la memoria (Valladolid-Acebes y cols., 2011). En este sentido, nuestros
resultados recientes mostraron que las dietas altas en acidos grasos
saturados (SOLF) e insaturados (UOLF) inducian deterioro de la memoria
espacial relacionado con cambios en la transmision sinaptica y la
plasticidad, mostrando una disminucion en la transmision sinaptica basal
en el hipocampo y un deterioro muy robusto de los mecanismos de
plasticidad sinaptica, concretamente de la LTP (Fernandez-Felipe y cols.,

2021). Por ello, se estudio el efecto de la TB sobre los efectos deletéreos
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en la plasticidad sinaptica provocado por las dietas SOLF y UOLF con el fin
de evidenciar si ésta era capaz de revertir dichos efectos.

En primer lugar, estudiamos el efecto de la TB en rodajas de
hipocampo de animales tratados con las dietas SOLF y UOLF durante 8
semanas (grupo 3), los cuales presentaron disminucion en la transmision
sinaptica y deterioro de la LTP con ambas dietas (Fernandez-Felipe y cols.,
2021).

Nuestros resultados mostraron que la perfusion de TB (0,1 mM)
durante 40 min en las rodajas de animales tratados con las dietas revirtio
el deterioro de la LTP inducido por la dieta SOLF, pero no fue capaz de
revertir el deterioro de la LTP provocado por la dieta UOLF (Figura 29A; 2-
ANOVA F, 19=4,469, P<0,05). La presencia de TB no modificé la
transmision basal de ninguno de los grupos (Figura 29B). Tampoco inhibié
el efecto de la dieta UOLF en la induccion del fenbmeno ya que, como se
puede observar en la Figura 29C, el nivel de potenciacién del fEPSP en los
animales tratados con la dieta UOLF fue significativamente menor que los
controles 10 min después de la aplicaciéon del tren (Figura 29C; 1-ANOVA
Fe, 187)=8,781, P<0,001). Sin embargo, la presencia de TB permitié que la
potenciacion del fEPSP de los animales tratados con la dieta SOLF 10 min
después del tren fuese idéntica a sus controles (Figura 29C), lo que hace
sospechar que la TB revierte el efecto que la dieta SOLF tiene sobre la
induccion de la LTP demostrada previamente en nuestro laboratorio
(Fernandez-Felipe y cols., 2021). El resultado es similar para el
mantenimiento del proceso, ya que como se puede observar en las Figuras
29D y 29E, la presencia de TB permite que el nivel de potenciacion sea el
mismo que en los controles al final del experimento para la dieta SOLF,
mientras que no es capaz de revertir la inhibicién del proceso que genera
la dieta UOLF (Figura 29D; 1-ANOVA F(, 187y=24,54, P<0,001; Figura 29E;
1-ANOVA F(2, 187)=38,54, P<0,001). Esto demuestra que la TB es capaz de
revertir el deterioro inducido por la dieta SOLF, pero no el deterioro inducido
por la dieta UOLF.
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Figura 29. Efecto de la TB en rodajas de hipocampo de animales tratados con dietas SOLF y
UOLF durante 8 semanas. (A) Los simbolos representan la media + EEM de la pendiente inicial del
fEPSP (% respecto al control) de los pulsos administrados en un minuto en el area CA1l del
hipocampo durante todo el registro. Tras 20 min de linea base, se aplicaron cuatro HFS (indicado
por cuatro flechas) a las rodajas control (SD, n=6, blanco), SOLF (n=6, rojo) y UOLF (n=7, verde).
La linea horizontal representa el tiempo de perfusion por TB. Los trazos superiores son promedios
de los fEPSP registrados durante el periodo basal (a, trazo fino), después del HFS (b, trazo grueso)
y del registro final (c, trazo de guiones). Calibracion: 1 mV, 1 ms. (B) Curvas de estimulo-respuesta
(media + EEM del fEPSP vs. intensidad de estimulacion aplicada) en rodajas control (SD, n=3,
blanco), SOLF (n=3, rojo) y UOLF (n=5, verde). (C) Comparacion de la potenciacion del fEPSP 10
min, (D) 100 min y (E) 200 min después del HFS. ***P<0,001 vs. SD; *#P<0,001 vs. SOLF (1-
ANOVA, 2-ANOVA y post-hoc Bonferroni).
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En segundo lugar, tras observar el efecto que la TB ejercia sobre
animales tratados crénicamente con las dietas SOLF y UOLF, decidimos
estudiar el efecto de la TB sobre rodajas de animales que se sometieron a
un tratamiento dietético agudo con estas dietas (grupo 3). Los animales
consumieron las dietas SOLF y UOLF durante dos horas, transcurridas las
cuales, se realizaron registros de electrofisiologia para estudiar, en primer
lugar, el efecto de este tratamiento agudo sobre la transmision y plasticidad
sinptica hipocampales (Figura 30A) y, en segundo lugar, el efecto de la
TB sobre dichos procesos (Figura 30F).

Nuestros resultados mostraron que la dieta UOLF no afect6 a la
plasticidad singptica mientras que la dieta SOLF, causé un deterioro muy
robusto de la LTP (Figura 30A; 2-ANOVA Fseo, 2715=1,262, P<0,005), que
se observo tanto en la induccién del fendmeno (Figura 30C; 1-ANOVA F,
140)=10,21, P<0,001) como en el mantenimiento del proceso (Figura 30D;
1-ANOVA F¢, 177=66,85, P<0,001; Figura 30E; 1-ANOVA F(, 177)=107,2,
P<0,001).

Asi, caracterizamos el efecto del tratamiento agudo con las dietas
SOLF y UOLF sobre la plasticidad sinaptica hipocampal encontrando, tal y
como ocurria con el tratamiento cronico, un deterioro de la LTP causado
por la dieta SOLF, por lo que estudiamos el efecto de la TB sobre este
deterioro (Figura 30F).

Nuestros resultados mostraron que la perfusién de TB (0,1 mM)
durante 40 min en las rodajas de animales tratados con la dieta SOLF
revirtio el deterioro de la LTP inducido por esta dieta (Figura 30F), tanto en
la induccién de la LTP (Figura 30H; 1-ANOVA F(, 182=6,713, P<0,005)
como del mantenimiento de ésta (Figura 30I; 1-ANOVA F¢, 177)=22,66,
P<0,001; Figura 30J; 1-ANOVA F(2, 187)=34,74, P<0,001).
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Figura 30. Efecto de la TB en rodajas de hipocampo de animales tratados con dietas SOLF y
UOLF durante dos horas. Los simbolos representan la media + EEM de la pendiente inicial del
fEPSP (% respecto al SD) durante el registro en el area CA1 del hipocampo (A, F). Tras 20 min de
linea base, se aplicaron cuatro HFS (indicado por cuatro flechas) a las rodajas control (SD, n=6,
blanco), SOLF (n=6, rojo), UOLF (n=6, verde) (A), SD+TB (n=6, blanco), SOLF (correspondiente a
la Figura 29A; n=6, rojo) y SOLF+TB (n=6, rosa). La linea horizontal representa el tiempo de
perfusion con TB (F). Los trazos superiores son promedios de los fEPSP registrados durante el
periodo basal (a, trazo fino), después del HFS (b, trazo grueso) y del registro final (c, trazo de
guiones). Calibracién: 1 mV, 1 ms (A, F). Curvas de estimulo-respuesta (media + EEM del fEPSP
vs. intensidad de estimulacion aplicada) en rodajas control (SD, n=8, blanco), SOLF (n=7, rojo),
UOLF (n=7, verde) (B), SD+TB (n=5, blanco), SOLF (correspondiente a la Figura 29B; n=7, rojo) y
SOLF+TB (n=4, rosa) (G). Comparacion de la potenciacion del fEPSP 10 min (C, H) 100 miny (D, 1)
170 min (E, J) después del HFS. **P<0,01 vs. SD; **P<0,001 vs. SD; #P<0,05 vs. SOLF+TB;
###P<0,001 vs. UOLF/SOLF+TB. (1-ANOVA, 2-ANOVA y post-hoc Bonferroni).
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Dado que la TB es un precursor del AB (Su, Zhang, y Ho, 2004), se
llevé a cabo un ensayo de control para estudiar el efecto directo del AB
sobre la plasticidad sinaptica. Como aparece ilustrado en la Figura 31, el
AB (75 uM) no altero la pendiente del fEPSP (Figura 31A) ni la transmision
sinptica basal (Figura 31B). Sin embargo, en presencia de AB, una e-LTP
desencadenada por un solo pulso de HFS evocé una I-LTP (Figura 31A),
tal y como se observa en el caso de la TB (Figura 25C). La aplicacion de
un danico tren de alta frecuencia en presencia de AB provoco el mismo
efecto que la TB (Figura 25C) tanto en la potenciacion del fEPSP (Figura
31C) como en el mantenimiento del fEPSP (Figura 31D).
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Figura 31. Efecto del AB sobre la transmisién y plasticidad sinaptica hipocampal. (A) Los
simbolos representan la media de la pendiente inicial del fEPSP (media + EEM) durante el registro.
Tras 20 min de linea base, se perfundieron las rodajas de los animales naive con AB (75 uM) (n=4,
gris) y se aplicé un tnico HFS (indicado por una flecha) para inducir e-LTP en presencia de AB (n=5,
azul). Estos datos fueron comparados con la e-LTP inducida en las rodajas de hipocampo de
animales naive perfundidos con TB (0,1 mM) (n=6, rosa). La linea horizontal representa la duracion
de la perfusion de AB/TB. Los trazos superiores son promedios de los fEPSP registrados durante el
periodo basal (a, trazo fino), después del HFS (b, trazo grueso) y del registro final (c, trazo de
guiones). Calibracion: 1 mV, 1 ms. (B) La gréfica muestra las curvas de estimulo-respuesta para
medir la capacidad de respuesta sinaptica en rodajas de hipocampo perfundidos con AB (n=9, azul)
y TB (n=5, rosa). Comparacion de la potenciacion de la pendiente del fEPSP (C) 10 min y (D) 160
min después del HFS. (t de Student, 2-ANOVA y post-hoc Bonferroni).
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RFU

4.4.Efecto de la TB/AB sobre los niveles de aminoacidos
en el hipocampo implicados en la transmisién

sinaptica

Con el fin de ahondar en el conocimiento del papel de la TB en la
transmision glutamatérgica hipocampal, estudiamos el efecto de la TB y el
AB sobre los niveles de aminoacidos en el hipocampo implicados en la
transmision sinaptica mediante electroforesis capilar inducida por laser.

Se determinaron siete aminodcidos, incluidos GABA, L-glicina (Gly),
L-serina (L-Ser), D-serina (D-Ser), taurina (Tau), L-glutamato (Glu) y L-
aspartato (Asp) en todas las muestras y los resultados se expresaron en

mg de aminoé&cido por g de proteina total (Figura 32).
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Figura 32. Electroferograma de rodajas de hipocampo incubadas con TB y AB. Representacion
de un electroferograma de rodajas de hipocampo incubadas con TB (A) y con AB (B). Identificacion
de picos: 1-NBD-F (fluoréforo); 2-GABA,; 3-Gly; 4-L-Ser; 5-D-Ser; 6-Tau; 7-IS (estandar interno); 8-
Gluy 9-Asp.

Nuestros resultados muestran que la TB no modifico los niveles de
la mayoria de los aminoacidos hipocampales, pero tenia un claro efecto
sobre la D-Ser (Tabla 16) ya que las rodajas tratadas con TB a las cuatro
concentraciones utilizadas (30, 75, 150 y 300 pM) presentaron una
disminucién significativa de este aminoacido (Fw, 26=5,791, P<0,01), de
forma independiente de su precursor, L-Ser, cuyos niveles solo se alteraron
a la concentracion de 75 uM (Fa, 26=3,714, P<0,05).

Por otro lado, el AB (Tabla 17) redujo los niveles de GABA (Fa,
30=3,227, P<0,05) mientras que elevo los de Glu (F@4,31=10,03, P<0,001) y
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Asp (F@, 31=4,818, P<0,01). No aparecieron cambios en los niveles de Gly
y Tau. Finalmente, concentraciones bajas de AB disminuyeron L-Ser (F@,
30=8,537, P<0,001), pero este efecto desaparecié con concentraciones
mas altas de AB.

sin

Los niveles de

D-Ser,
concentraciones mas altas de AB (Fw, 31=4,989, P<0,01), por lo que

disminuyo el ratio D/L-Ser (F@4, 30=5,166, P<0,01). En definitiva, parece que

embargo, disminuyeron con

el AB produce una disminucién de los aminoécidos inhibitorios mientras que

aumenta los aminoacidos excitatorios.

Tabla 16. Efecto de la TB sobre los niveles de aminoéacidos en el hipocampo implicados en la
transmision sinptica. Los datos muestran la media + EEM del nivel de aminoacidos en las cuatro
concentraciones de TB empleadas (30, 75, 150, 300 xM; n=8/grupo). 1-ANOVA y post-hoc
Bonferroni; *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001 vs. Control. ns: no significativo.

Tributirina

Aminoacidos (mg/g) Control 30 uM 75 UM 150 uM 300 uM
GABA 20+£0,2 15+0,2 19+0,2 20+£0,1 20+£0,2
Gly 1,1+0,1 0,6+0,1 0,8+0,1 0,8 +0,04 0,8+0,1
L-Ser 19+0,1 16+0,1 1,4+0,1 1,4+0,2 1,4+0,1
D-Ser 0,2+0,02 | 0,1 +£0,01* | 0,1 +£0,02** | 0,2+0,01* | 0,1+0,2*
L-Ser/D-Ser 9,1+1,0 121+£1,2 11,0+ 1,5 9,7+1,2 10,3+1,4
Tau 50+£04 4,7+0,7 4,0+0,3 44+04 4,4+0,3
Glu 9,6 £0,7 13,2+ 0,7 104+£1,1 11,7+11 | 12,0+1,3
Asp 3,6+0,3 55+0,6 41+04 45+0,4 44+04
Glu/Asp 28+0,3 25+0,3 26+0,2 2,7+0,2 28+0,3
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Tabla 17. Efecto del AB sobre los niveles de aminoacidos en el hipocampo implicados en la
transmision sinaptica. Los datos muestran la media + EEM del nivel de aminoacidos en las cuatro
concentraciones de AB empleadas (30, 75, 150, 300 xM; n=8/grupo). 1-ANOVA y post-hoc
Bonferroni; *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001 vs. Control. #P<0,05; #P<0,01 vs. 30 #M. ns: no

significativo.

Acido butirico

Aminoacidos (mg/g) Control 30 uM 75 uM 150 uM 300 uM
GABA 2,0+£0,2 1,6+0,1 1,3+0,1* 1,4+0,2 1,3+0,1*
Gly 1,1+0,1 0,7 +0,08 1+0,1 0,8+0,03 | 0,9+0,07
L-Ser 1,9+01 | 08+01% | 16+01 | 13+01 | 15201
D-Ser 0,2+0,02 | 0,4+0,08 0,2+0,01* | 0,2+0,01* | 0,1+0,2%
L-Ser/D-Ser 9,1+£1,03 31+1,1 11,2+1,8 10,8+ 2,8 | 16,3+ 2,9
Tau 5004 55204 55+04 52+04 42 +0,2
Glu 9,6+0,7 | 175+12** | 156+1,8** | 136+0,9 | 10,9 +0,8%
Asp 3,6+0,3 52+0,6 51+0,5 42+0,5 2,9+0,2%
Glu/Asp 28+0,3 3,5%£0,2 3,1+0,1 35+04 3,8+0,2*
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5. DISCUSION

A lo largo de este trabajo se ha descrito el interés que ha adquirido
en los ultimos afios el efecto del AB sobre el SNC y su implicacion en
determinados procesos cognitivos. Los datos de estudios preclinicos y
clinicos han demostrado el potencial de esta molécula para el tratamiento
no solo de trastornos gastrointestinales y metabdlicos, como la obesidad,
sino de una amplia gama de trastornos psiquiatricos y neuroldgicos,
incluida la EP, la EA o la depresion. En la presente Tesis Doctoral hemos
investigado el efecto de la tributirina (TB), un precursor de AB, i) in vivo,
sobre la memoria espacial dependiente de hipocampo, a nivel basal y en
modelos de deterioro de la memoria, € ii) in vitro, analizando su efecto sobre
la plasticidad sinaptica hipocampal y la transmision glutamatérgica.

Nuestros resultados revelan que la TB produce efectos beneficiosos
sobre el deterioro de la memoria espacial hipocampal en ratones
adolescentes y que interviene en los procesos de transmision y plasticidad
sinaptica del hipocampo, siendo capaz de modular la LTP evocando una
forma més duradera de este fendmeno de plasticidad. Dicha facilitacién es
blogueada por el antagonista de PPARy, GW9662, y por el inhibidor de
AMPK, C-C, lo que permite proponer a PPAR y y AMPK como las dianas

moleculares implicadas en los efectos de la TB.

5.1. Efecto del consumo agudo y cronico de TB sobre el
peso corporal, la ingesta caldrica y la cantidad de

tejido adiposo

Nuestros resultados mostraron que la ingesta de una dieta con TB
no producia ningun efecto sobre la ingesta calérica ni durante el tratamiento
agudo (48 horas; Figura 20B, D; Tabla 11) ni durante el tratamiento cronico
(20 semanas; Figura 16B). Ademas, durante ambos tratamientos se

mantuvo estable el peso corporal (Figura 16A, Figura 20A), aunque
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llamativamente observamos una disminucion del peso corporal en los
animales adultos tras 48 horas de dieta con 3% de TB (Figura 20C), debida
probablemente a la reduccién del tejido adiposo (TAS, TAL y TAE; Tabla
12) asi como a la menor acumulacién de lipidos en el TAS (Figura 21B).
Estos datos estan en concordancia con los encontrados por otros autores,
que ponen de manifiesto que el tratamiento con una dieta rica en AB
disminuia el peso corporal y la adiposidad en animales tratados con una
dieta HF (Vinolo y cols., 2011; Arnoldussen y cols., 2017). Este estudio
mostraba ademas que la intervencion con AB reducia, e incluso restauraba,
los niveles plasméticos de glucosa, triglicéridos, colesterol e insulina,
aumentados por la dieta HF (Arnoldussen y cols., 2017). En relacién con
este efecto, es sabido que el receptor de adiponectina, una adipoquina que
mejora la sensibilidad a la insulina (Civitarese y cols., 2006), participa en el
metabolismo de la glucosa y los acidos grasos a través de sus receptores,
ADIPOQR1 y ADIPOQR?2 (Yamauchi y cols., 20014), lo que podria estar
relacionado con los efectos del AB en la obesidad. Asi, estudios previos
han demostrado que el tratamiento con AB en ratones con obesidad
inducida por una dieta HF provocaba un aumento en la expresion génica
de ADIPOQR2 en el musculo gastrocnemio (Hong y cols., 2016). En este
trabajo, hemos detectado una regulacién al alza de ADIPOQR2 en el
hipocampo (Figura 23C, Tabla 10), que podria mediar en los efectos
beneficiosos del AB en el SNC. Sin embargo, en nuestro caso, Yy
probablemente debido a que en los animales analizados no existia
obesidad previa, no se encontraron cambios en los niveles plasmaticos de
glucosa, colesterol, triglicéridos, NEFA, leptina, adiponectina e insulina en
ninguno de los tratamientos con TB (48 horas, Tabla 13; 20 semanas, Tabla
9). No obstante, el hecho de encontrar disminucion de la cantidad de tejido
adiposo nos hace apoyar la idea de que el AB tiene un efecto beneficioso
sobre el control del apetito y la homeostasis energética.
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5.2. Efecto del consumo agudo y cronico de TB sobre la

memoria espacial

Nuestros resultados indican que ni el tratamiento crénico (Figura 18)
ni el tratamiento agudo (Figura 22A) con las dietas con TB modulan la
memoria espacial evaluada en el laberinto en Y en animales sin previo
deterioro cognitivo. Esto nos hace hipotetizar que probablemente exista un
efecto techo en el procedimiento, tal y como se ha demostrado en estudios
realizados por otros autores (Ricciarelli, y cols., 2017). Sin embargo, en los
experimentos realizados en animales a los que se administré SCOP para
inducir el deterioro de la memoria espacial, observamos que la ingesta
durante 48 h de una dieta con TB (1%) revertia el efecto de la SCOP en
animales adolescentes mientras que no producia ningun efecto en
animales adultos (Figura 22B y C, respectivamente). Este hallazgo
concuerda con los encontrados por otros autores que observaron que el AB
protegia y revertia los déficits de aprendizaje y memoria asociados a la EA
(Fernando y cols., 2020) y a los producidos por dietas altas en grasa
(Arnoldussen y cols., 2017).

Segun diversos autores, la inhibicion de histonas es el mecanismo
responsable de los efectos beneficiosos del AB (Stilling y cols., 2016). Asi,
se ha visto que la administracion de AB mejora la memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris solo cuando existe deterioro inducido con
SCOP (Topuz y cols., 2020). Otros autores han observado los mismos
efectos beneficiosos del AB sobre los déficits de memoria y aprendizaje en
ratones con una pérdida neuronal masiva (Fischer y cols., 2007) o en ratas
sometidas a estrés prolongado (Mohammadi-Farani, Pourmotabbed, y
Ardeshirizadeh, 2020). Se ha propuesto la implicacion del receptor PPARy
en la inhibicion de la desacetilacion de histonas inducida por los AGCC, en
una posible sinergia entre dicho receptor y el proceso de inhibicién de la
HDAC en la neuroproteccién del hipocampo (Mishra y cols., 2014). En este
sentido, nuestros resultados muestran que el tratamiento con TB aumenta

la expresion de PPARy en el hipocampo (Figura 23C) y que éste tiene un
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papel relevante en los efectos de la TB sobre la plasticidad sinaptica
hipocampal (Figura 26A). Estos hallazgos sugieren que este receptor
puede estar implicado en los efectos de la TB sobre la memoria espacial,
tal y como demuestran otros autores (Xiang y cols., 2012). Nuestros datos
apuntan a que el efecto beneficioso de la TB solo se observa en animales
adolescentes (Figura 22B); con los datos de que disponemos no podemos
dar ninguna explicacion de este fendmeno, aunque podria relacionarse con
el hecho de que sélo durante la edad temprana se aumenta la expresion de
PPARYy (Akyurek y cols., 2013).

Aunque nuestros resultados ponen de manifiesto la implicacion del
PPARYy en los efectos de la TB, no podemos descartar que haya otras vias
implicadas en la mejora de la memoria espacial. Asi, por ejemplo, existen
estudios que demuestran que la produccion elevada de AB por la
microbiota intestinal sana reduce la neuroinflamacién e incrementa los
niveles de BDNF, aumentando asi la plasticidad sinaptica (Berni Canani, Di
Costanzo, y Leone, 2012; Stilling y cols., 2016). De hecho, otros autores
han encontrado mejoras significativas en el laberinto acuatico de Morris
elevando la cantidad de BDNF y AB, lo que disminuye la produccion de
citoquinas proinflamatorias en el hipocampo de ratas con deterioro

cognitivo asociado a la edad (Romo-Araiza y cols., 2018).

5.3. Efecto del consumo agudo y crénico de TB sobre la
expresion de los receptores glutamatérgicos AMPA y
NMDA

Nuestros resultados muestran que la administracion de TB durante
48 horas induce la expresion de la mayoria de las subunidades de los
receptores glutamatérgicos, como AMPAR2, NMDAR1 y NMDAR2B
(Figura 23A), todos ellos implicados en la transmision sinaptica basal (Hunt
y Castillo, 2012). Actualmente, existe una idea generalizada de que las

alteraciones de la microbiota intestinal desregulan la expresion de BDNF y
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de los NMDAR en el SNC (Diaz Heijtz y cols., 2011), lo que justificaria su
impacto en el aprendizaje y la memoria (Lu, Nagappan, y Lu, 2014). En
relacion con esto, se estan llevando a cabo estudios para investigar la
capacidad de los AGCC de normalizar la composicion microbiana de la flora
intestinal y su efecto sobre los trastornos de memoria (Maqsood y Stone,
2016). En esta linea, se ha demostrado que la alimentacion prebiotica, que
produce cantidades significativas de AGCC, da como resultado niveles méas
altos de expresion de las subunidades del receptor NMDA en el hipocampo
y la corteza frontal (Kao, Harty, y Burnet, 2016). De hecho, en ratones libres
de gérmenes se ha observado una reduccion en los niveles de expresion
génica de receptores NMDA, asociada a una alteracion de los procesos de
aprendizaje y memoria, que se normalizan mediante la recolonizacién
microbiana durante la edad temprana (Sudo y cols., 2004; Diaz Heijtz y
cols., 2011; Desbonnet y cols., 2014). Sin embargo, la recolonizacién
bacteriana de ratones libres de gérmenes en la edad adulta no restaura los
déficits neurobiolégicos y conductuales (Sudo y cols., 2004). Estos
hallazgos concuerdan con nuestros resultados, que muestran un aumento
de las subunidades de estos receptores Unicamente con el tratamiento
agudo en ratones adolescentes y son coherentes con otros estudios que
han puesto de manifiesto efectos beneficiosos de la fibra dietética, la
principal fuente de AGCC (Track y cols., 1985).

Por otro lado, los cambios observados en los niveles de expresion
génica de los receptores de Glu son especificos del hipocampo, ya que se
llevd a cabo el estudio de expresion génica en la CPF y no se encontraron
diferencias entre los grupos de tratamiento dietético con TB (Tabla 14). En
conflicto con estos resultados, investigaciones previas han encontrado
aumento en la expresion de las subunidades del receptor NMDA en el
hipocampo, pero también en la CPF, tras la ingesta de AGCC,
particularmente, AB (Kao y cols., 2016). En esta linea, hay autores que han
demostrado que la mejora en la memoria de reconocimiento tras la
administracion de probidticos, que aumenta la produccion de AB, esta

mediada por una regulacion a la baja de la expresion del gen del receptor
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de serotonina 1A (Szklany y cols., 2020) y a un aumento de expresion
génica de BDNF en la CPF y el hipocampo (Fleming y cols., 2019; Szklany
y cols., 2020).

Tanto AMPAR2 como NMDAR1 son las unidades constitutivas de los
receptores AMPA y NMDA respectivamente, por lo que un aumento en la
expresion de estos genes podria indicar que hay un incremento en el
namero de receptores glutamatérgicos en la sinapsis. Sin embargo, al
estudiar la expresion proteica de las diferentes subunidades no se hallé una
relacion directa entre el nivel de ARNm y el nivel de proteina en la dieta con
1% de TB. Sin embargo, si habia un aumento de expresion proteica de las
subunidades NMDA2Ay NMDAZ2B en el grupo que ingirié la dieta con 3%
de TB (Figura 24). En la linea con otros autores, la correlacion entre el nivel
de expresion de un gen y de su correspondiente proteina es solo del 40%,
ya que en el nivel de expresion de la proteina intervienen otros factores
como los cambios post-transcripcionales (Vogel y Marcotte, 2012;
Challenor y cols., 2015). Esta diferencia, puede deberse a que la
transcripcion es un proceso mas rapido que la traduccion de proteinas, por
lo que la RT-gPCR podria estar midiendo un cambio temprano inducido por
la dieta de TB al 1%, mientras que las alteraciones a nivel de sintesis de
proteinas no se reflejan aun. Como posibilidad se podria hipotetizar que la
TB afectaria a las vias de trafico de NMDAR llevando a la migracion del
conjunto citosélico hacia la membrana o incluso a una difusién lateral del
propio pool de membrana hacia una posicién postsinaptica de membrana
(Penny cols., 2017).

5.4. Efecto del consumo agudo y crénico de TB sobre la

expresion génica de PPARy

Se ha demostrado que los AGCC, y en particular el AB, modula la
actividad PPARy (Alex y cols., 2013; Nepelska y cols., 2017), expresado
abundantemente en el tejido adiposo donde juega un papel central en la

adipogénesis y en la regulacion del metabolismo de los lipidos (Janani y
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Ranjitha Kumari, 2015). El receptor PPARY del tejido adiposo protege a los
tejidos no adiposos contra la sobrecarga lipidica excesiva normalizando la
resistencia sistémica a insulina, manteniendo asi la funcion normal del resto
de 6rganos y, ademas, garantiza una secrecion equilibrada y adecuada de
adipoquinas como la adiponectina, la leptina y la insulina (Kintscher y Law,
2005).

Nuestros datos muestran que el consumo cronico de TB (0,5%)
disminuye la expresion de PPARy en el TAE (Figura 19B), tal y como se ha
demostrado en otros estudios llevados a cabo con dietas ricas en AGCC
(den Besten y cols., 2015). No obstante, este efecto no se observo tras la
administracion aguda de TB (Tabla 15), lo que parece indicar que para que
se den los efectos beneficiosos inducidos por los AGCC en el tejido
adiposo, es necesario un tratamiento cronico con estos acidos grasos.

Ademas de en el tejido adiposo, PPARy también se expresa en el
SNC (Inestrosa y cols., 2005; Villapol, 2018), donde nuestros resultados
muestran la sobreexpresion de PPARy en el hipocampo (Figura 23C) en el
grupo tratado con un 1% de TB de forma aguda. Es llamativo que esta
regulacion del receptor es especifica del hipocampo ya que en la CPF no
observamos cambios (Tabla 14). Esta modulacion del receptor podria
explicar, al menos en parte, que la TB, actuando a través del receptor
PPARY, pueda ejercer efectos beneficiosos en los procesos que subyacen
al aprendizaje y la memoria, tal y como hemos demostrado en este trabajo.

Estudios previos han sugerido que la activacion de PPARaly
previene las alteraciones hipocampales que afectan al aprendizaje y a la
memoria (Ormerod y cols., 2013). En este sentido, se ha demostrado que
los agonistas PPAR, asociados a AB, tienen efecto neuroprotector en
modelos animales de trastornos neurodegenerativos (Mishra, Chaudhary,
y Kumar, 2014). Este efecto neuroprotector podria estar mediado por los
efectos antiinflamatorios derivados de la activacion de receptores PPAR,
tal y como se ha propuesto por otros autores (Janani y Ranjitha Kumari,
2015), en condiciones neurodegenerativas o con dafio neuronal

(Govindarajan y cols., 2011; Mishra y cols., 2014). En este sentido,
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experimentos recientes han demostrado que el tratamiento combinado de
AB vy pioglitazona revertia la inflamacion y la pérdida de neuronas
hipocampales inducida por una dieta alta en fructosa (Li y cols., 2019).

Por otro lado, nuestros experimentos electrofisiolégicos revelan un
papel clave en la modulacion de la plasticidad sinaptica por TB (Figura 26A)
por lo que, uniendo este hecho a los resultados en la expresién génica
hipocampal, podemos hipotetizar que la regulacion de la expresion de
PPARy por TB en el hipocampo es una parte del mecanismo que explica la

mejoria de los déficits de memoria.

5.5. Efecto de la TB in vitro sobre la transmision

glutamatérgica hipocampal y la plasticidad sinaptica

Uno de los resultados mas relevantes de nuestro trabajo es la
capacidad de la TB y del AB (Figuras 25C y 31A, respectivamente) para
transformar la e-LTP, generada por un Unico tren de HFS, en I-LTP, un
mecanismo de plasticidad que requiere la transcripcion de proteinas de
novo (Raymond y Redman, 2006). Asi, hipotetizamos que la TB induce la
sintesis de proteinas requeridas para el establecimiento de memorias de
mayor duracion y, ya que ésta se hidroliza dando como resultado AB, este
efecto se podria deber a este acido graso.

Sin embargo, hemos visto diferencias entre la TB y el AB en las
concentraciones de aminoacidos en el hipocampo implicados en la
transmision sinaptica hipocampal. Mientras que el AB disminuye la
concentracion de GABA y aumenta la de Glu (Tabla 17), las rodajas de
hipocampo incubadas con TB no alteran las concentraciones de estos
aminoacidos (Tabla 16). Esto nos hace suponer que la TB podria
degradarse siendo el propio AB el que esta actuando sobre la transmisiéon
y plasticidad sinaptica hipocampales.

Se ha puesto de manifiesto que la transicion de early a late LTP
puede implicar la traduccién de ARNm (Pastalkova y cols., 2006), dando

lugar a un fendmeno de marcado sinaptico (Frey y Morris, 1997) que implica

148



a diversas quinasas, como CaMKII (Murakoshi y cols., 2017), PKA (Huang
y Kandel, 1994; Nguyen y Kandel, 1996), PKMC (Sacktor y Fenton, 2018) o
AMPK (Marinangeli y cols., 2018).

Nuestros resultados muestran que la modulacién de la LTP por TB
estd mediada por AMPK (Figura 26C). Existen resultados contradictorios
en relacion con el papel de la AMPK en los procesos cognitivos, ya que
algunos autores muestran que la hiperactivacion de la AMPK explica la
muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA
(Domise y cols., 2019), y también que la inhibicién de la AMPK revierte el
deterioro en la plasticidad sinaptica hipocampal inducido por Ap (May cols.,
2014). En este sentido, se ha visto que la activacion farmacolégica de la
AMPK amortigué el mantenimiento de la I-LTP (Potter y cols., 2010). Del
mismo modo, varios estudios han observado la sobreactivacion de la AMPK
neuronal en el cerebro de pacientes con EA (Vingtdeux y cols., 2011), EP
(Jiang y cols., 2013) y enfermedad de Huntington (Ju y cols., 2011), lo que
apoya el concepto de que los déficits en la disponibilidad de glucosa y/o la
funcién mitocondrial, capaces de activar la AMPK (Hardie, 2003), estan
vinculados a los trastornos neurodegenerativos (Domise y Vingtdeux,
2016). Nuestros resultados van en la linea del consenso general respecto
al impacto beneficioso de la AMPK en la plasticidad sinaptica, incluyendo
la LTP (Marinangeli y cols., 2018; Finley, 2018; Didier y cols., 2018). De
hecho, resultados muy recientes han relacionado la activacion de la AMPK
con la mejora del rendimiento del aprendizaje y la memoria hipocampales
en un modelo de demencia en ratas (Rashtiani y cols., 2021).

Ademas, hemos observado que la TB revierte el deterioro de la LTP
hipocampal inducido por SCOP, un potente inhibidor de la LTP (Hirotsu y
cols., 1989; Calabresi y cols., 1999; Sanchez y cols., 2009; Portero-
Tresserray cols., 2014) (Figura 27A), y se ha demostrado que la activacion
de los receptores muscarinicos aumenta la actividad de la AMPK in vitro
(Thornton, Sardini, y Carling, 2008), por lo que cabria esperar que el efecto
de la SCOP sobre la LTP estuviera, al menos parcialmente, relacionado

con la reduccion de la actividad de la AMPK. Por otro lado, nuestros datos
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apuntan al efecto beneficioso de la TB sobre el deterioro de la memoria
inducido por SCOP (Figura 22B), lo que corroboran estudios previos que
muestran que los ratones modificados genéticamente para sobre-expresar
la AMPK hipocampal presentan cierta proteccion para el deterioro de la
memoria inducido por SCOP (Kim y cols., 2013), al igual que se han
observado efectos beneficiosos sobre la cognicién con la administracion de
AICAR (un activador farmacologico de AMPK) (Potter y cols., 2010; Kim y
cols., 2013).

Aunque nuestros resultados no demuestran especificamente la
activacion de AMPK por TB, podemos sugerir que la regulacion al alza del
Adipogr2 (Figura 23C) podria estar relacionada con dicha activacion, tal y
como proponen otros autores (Greco y cols., 2009). En este sentido, parece
gue el receptor de adiponectina esta implicado en la LTP hipocampal (Irving
y Harvey, 2014; Wang y cols., 2019) y la adiponectina desempefia un papel
importante en la remodelacion de las espinas dendriticas y la neurogénesis
en el hipocampo (Zhang, Wang, y Lu, 2016).

Como ya se ha mencionado, nuestros resultados muestran que la
TB modula la plasticidad sinaptica del hipocampo a través de PPARy
(Figura 26A), lo que es coherente con su capacidad para regular al alza la
expresion del gen Pparg (Figura 23C), que ya en condiciones basales
presenta niveles elevados de expresion en el area CA1 del hipocampo de
rata (Baghcheghi y cols., 2019). Ademas, se ha relacionado la implicacion
de PPARYy tanto en el rendimiento cognitivo como en la LTP en modelos
patolégicos experimentales de deficiencia de seipina neuronal y de
envejecimiento (Zhou y cols., 2016; d'Angelo y cols., 2019), y se ha
demostrado que los agonistas de PPARy atenuan el deterioro de la LTP
dependiente del péptido AR (Costello y cols., 2005). Otros estudios han
informado que los agonistas de PPARy mejoran el aprendizaje y la memoria
en modelos de demencia en ratones (Seok y cols., 2019).

Los PPARYy se han relacionado con dos de las moléculas estudiadas
en este trabajo, la anandamida y la escopolamina, habiéndose encotrando

efectos beneficiosos del agonista PPARy pioglitazona en el déficit
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colinérgico inducido por escopolamina y en el consecuente deterioro
cognitivo (Xiang y cols., 2012).

En relacion con la sefalizacion endocannabinoide a través de la
AEA, se ha visto que ésta esta implicada en una variedad de funciones
neuronales y se considera un objetivo terapéutico prometedor para
numerosos trastornos (Zimmermann y cols., 2019). No obstante, no esta
muy claro el papel de la AEA en la plasticidad sinaptica, de modo que
algunos autores sugieren que la sobreexpresion de FAAH, la principal
enzima que degrada la AEA, conduce a una mayor plasticidad en las
neuronas glutamatérgicas hipocampales (Zimmermann y cols., 2019). Sin
embargo, otros autores han demostrado que el cannabidiol, el componente
no psicoactivo de Cannabis sativa, que aumenta la AEA endbgena, protege
contra el deterioro de la plasticidad sinaptica inducido por AB en un modelo
in vitro en rodajas de hipocampo de ratén, proponiendo que PPARYy es
fundamental en el efecto neuroprotector del cannabidiol (Hughes y Herron,
2019). Nuestros resultados, en la linea de Zimmerman y cols. (2019),
muestran que la perfusién con AEA de rodajas de hipocampo produce un
deterioro de la LTP (Figura 28A), en consonancia con el deterioro que la
AEA produce en los procesos de aprendizaje y memoria (Basavarajappa y
cols., 2014). Nuestros resultados muestran que la TB revierte el deterioro
de la LTP inducido por AEA (Figura 28A), por lo que podemos hipotetizar
que la TB interfiere con alguno de los mecanismos implicados en tal
deterioro, aunque este aspecto necesita ser clarificado.

Por otro lado, hemos demostrado que la TB regula al alza algunas
subunidades de receptores glutamatérgicos AMPA y NMDA (Figura 23A),
lo que podria explicar, al menos parcialmente, sus efectos sobre la
modulacién de la plasticidad sinaptica. Sin embargo, esta posibilidad debe
considerarse con cautela, ya que sus correspondientes proteinas
constitutivas no se modificaron. En cualquier caso, nuestros resultados
muestran que el bloqueo de los receptores NMDA mediante AP-5 no

permite la induccién de LTP evocada por TB (Figura 26E), demostrando asi
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gue los receptores NMDA son necesarios para observar la facilitacion de |-
LTP inducida por TB.

Otro de los datos que se destacan de nuestro trabajo es que la TB
inhibe el deterioro de la LTP inducido por el consumo cronico (Figura 29) y
agudo de grasas saturadas (Figura 30). Previamente, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que las dietas con un alto contenido en grasas
saturadas inducen, en animales jovenes, un deterioro permanente de la
memoria espacial dependiente del hipocampo (Valladolid-Acebes y cols.,
2011), provocando importantes cambios morfologicos en las neuronas
hipocampales y alteraciones en la modulacibn de la transmision
glutamatérgica (Valladolid-Acebes y cols., 2012; 2013). En experimentos
recientes, hemos demostrado que la ingesta de las dietas SOLF y UOLF
perjudica la memoria espacial dependiente de hipocampo, siendo la dieta
SOLF mas perjudicial que la dieta UOLF para los mecanismos de
plasticidad sindptica subyacentes a la memoria espacial, como la LTP
(Fernandez-Felipe y cols., 2021). Ademas, en este mismo estudio, hemos
demostrado la inhibicion de la expresion génica de Pparg y la disminucion
de las subunidades 2A 'y 2B del receptor NMDA en el hipocampo de ratones
tratados con la dieta SOLF (Fernandez-Felipe y cols., 2021), receptores
gue se regulan al alza con la dieta de TB al 1% (Figura 23A y C). Estos
resultados van en la linea de otros autores que observan reversion del
deterioro cognitivo inducido a ratones que consumen dietas HF cuando,
posteriormente, estos ratones consumen una dieta rica en AB (Arnoldussen
y cols., 2017).

5.6. Discusion general

Los resultados de nuestro trabajo ponen de manifiesto que la
administracion de una dieta con TB durante 48 h es capaz de revertir en
animales jévenes el deterioro de la memoria inducido por SCOP, lo que
corrobora los resultados encontrados por otros laboratorios que relacionan
la ingesta de AGCC con efectos beneficiosos sobre la cognicion de algunas

enfermedades que causan neurodegeneracion. Ademas, nuestros
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experimentos de plasticidad sinaptica revelan que la TB revierte la
inhibicion de la LTP inducida por otros farmacos como la SCOP y la AEA,
asi como la inducida por dietas altas en grasa saturada. Estos hallazgos,
junto a que la ingesta de esta molécula no produce ningun efecto en
animales sanos, nos hace suponer que la modulacién se produce solo en
procesos patologicos.

Con el fin de conocer el mecanismo por el cual la TB produce este
efecto, en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo diversos experimentos
cuyos resultados nos permiten afirmar que la TB actia a través de la
modulacién de la expresion de génica de las subunidades del receptor de
Glu implicadas en los procesos de transmision sinaptica y plasticidad que
subyacen a los procesos de memoria y aprendizaje (AMPA-2, NMDA-1,
NMDA-2A y NMDA-2B). Este fendmeno se produce en el hipocampo, pero
no en la CPF. Ademas de los receptores glutamatérgicos, otros receptores,
como PPARy o el receptor de adiponectina ADIPOQRZ2, parecen estar
detras del efecto beneficioso de la TB. Ademas, hemos detectado la
implicacion de AMPK. Aunque no hemos comprobado una relacién entre la
implicacion de PPARYy y la activacion de AMPK, podemos hipotetizar que la
activacion de AMPK podria depender de PPARy. Nuestros datos se
correlacionan con los encontrados por otros autores que dicen que los
AGCC son beneficiosos en el deterioro cognitivo y que, incluso, se
proponen como tratamiento para estas patologias (Arnoldussen y cols.,
2017; Liy cols., 2019).

Nuestros resultados muestran que la TB es capaz de transformar la
e-LTP en I-LTP y que dicha facilitacién se bloquea por GW9662 y C-C. En
conjunto, los hallazgos precedentes revelan que la transformacion de e-
LTP en I-LTP implica tanto a AMPK como a PPARY, y apoya el concepto de
gue estas proteinas podrian ser parte integral de una via de sefializacion
comun que explica los efectos de la TB. Curiosamente, se ha demostrado
que la activacion de PPARy promueve una mayor activacion y fosforilacion

de AMPK (Lee y Kim, 2010). De hecho, PPARYy es una diana de los AGCC
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(Li, Yao, y Jiang, 2014; Marion-Letellier, Savoye, y Ghosh, 2016) y, por lo
tanto, se esperaria la participacion de PPARYy en los efectos de la TB.

A partir de nuestro trabajo, destacamos dos resultados; por un lado,
gue los efectos de la TB s6lo se encuentran en animales adolescentes,
poniendo de manifiesto la especial vulnerabilidad y sensibilidad del
hipocampo ante cambios funcionales en los procesos cognitivos como el
aprendizaje y la memoria en edades tempranas. Por otro lado, encontramos
esta mejoria con un tratamiento agudo (48 h) de TB, que no se habia
reportado previamente, ya que otros autores demuestran efectos similares
con AB, pero con un minimo de 10 dias de tratamiento (Hong y cols., 2016).
Suponemos que el tratamiento con TB es mas eficaz debido a que, como
se ha mencionado previamente, el AB se metaboliza rdpidamente y parece
poco probable que éste ingrese al cerebro en concentraciones lo
suficientemente altas como para ejercer efectos directos. Sin embargo, la
TB difunde a través de las membranas biolégicas y es metabolizada por las
enzimas de membrana, liberando lentamente y de forma prolongada AB
terapéuticamente eficaz directamente en las células (Stilling y cols., 2016).

En conclusién, el estudio de la TB llevado a cabo en este trabajo,
sugiere que este precursor de AB interviene en los procesos de transmision
y plasticidad sinaptica hipocampales y produce efectos beneficiosos sobre
el deterioro de la memoria espacial dependiente de hipocampo,
proponiendo a PPARy y AMPK como las dianas moleculares que podrian
participar en los efectos mediados por la TB, sugiriendo que puede ser una
herramienta prometedora dotada de potencial terapéutico en condiciones

de deterioro de la memoria.
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6. CONCLUSIONES

VI.

El tratamiento agudo con TB no mejora la memoria espacial en
animales sanos, pero inhibe el deterioro de la memoria espacial
dependiente de hipocampo inducido por escopolamina en ratones
adolescentes. Esto pone de manifiesto el potencial terapéutico de la
TB, lo que convierte a esta molécula en una herramienta
prometedora en determinadas condiciones de deterioro de la
memoria.

El tratamiento agudo con TB aumenta, especificamente en el
hipocampo, la expresion génica y proteica de los receptores de
glutamato, sugiriendo que la TB modula la transmision
glutamatérgica hipocampal y favoreciendo los procesos de
aprendizaje, memoria y plasticidad sinéptica.

El tratamiento agudo con TB regula al alza el receptor PPARYy
especificamente en el hipocampo, poniendo el foco en este receptor
como uno de los posibles mecanismos implicados en la mejora de la
memoria.

Los cambios observados en el tratamiento agudo con TB
desaparecen en el tratamiento crénico, lo que hace suponer que
existen adaptaciones en el hipocampo tras el consumo continuado
de estas dietas.

La TB in vitro es capaz de transformar la e-LTP en I-LTP, y este
fendmeno depende de la proteina AMPK y el receptor PPARY, lo que
sugiere que ambos forman parte de la una via de sefalizacién
comun que explica los efectos de la TB.

La TB revierte in vitro la inhibicién de la LTP inducida por farmacos
como la escopolamina y la anandamida, asi como la inducida por
dietas altas en grasa saturadas, proponiendo a este precursor del
AB como potencial modulador de los procesos subyacentes al

aprendizaje y la memoria.
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