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Resumen

El estrés oxidante y la inflamacién provocados por la ingesta de alimentos con un alto
contenido caldrico estan vinculados con la disfuncion de la barrera hematoencefalica
(BBB), el deterioro cognitivo y el aumento en la actividad de las colinesterasas
(ChEs), enzimas que hidrolizan al neurotransmisor acetilcolina (ACh), afectando la
sefalizacion colinérgica, incluyendo la via colinérgica anti-inflamatoria. La
nicotinamida (NAM), es una forma de vitamina B3 y precursora de nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD™), es esencial en la transferencia de electrones a través
de una serie de reacciones de oxidacion-reduccion implicadas en el metabolismo
celular. Ademas, NAD* es utilizado como cofactor en la expresion génica, la
reparacion del ADN y la restauracion de los sistemas antioxidantes. Por sus
propiedades, NAM podria mitigar las alteraciones que se producen debido a la
ingesta de dietas hipercaldricas. El objetivo del presente estudio consistié en evaluar
el efecto de la NAM sobre el deterioro de la BBB y la funcion cognitiva, ademas de su
efecto sobre la sefalizacion colinérgica. Para ello, cuarenta ratas macho fueron
distribuidas en cinco grupos: un grupo fue alimentado con una dieta estandar, otro
grupo fue alimentado con una dieta alta en grasas, mas agua de beber con sacarosa
el 40 % (grupo HFS). Los 3 grupos restantes fueron alimentados con una dieta HFS y
la bebida con sacarosa fue sustituida 5 horas por la mafiana, durante 5 dias a la
semana por agua de beber que contenia NAM a 5, 10 y 15 Mm (grupos HFS-NAM5,

HFS-NAM10 y HFS-NAM15). Todos los tratamientos fueron administrados durante
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12 semanas a libre acceso. Posteriormente, en los grupos de estudio se evalud el
perfil bioquimico, los marcadores de estrés oxidante, inflamacion, las actividades de
las ChEs, la permeabilidad de la BBB administrando trazadores que no cruzan una
barrera integra y la capacidad cognitiva mediante la prueba del laberinto acuatico de
Morris (MWM). Los resultados mostraron que la dieta HFS alter6 el metabolismo de
los carbohidratos y los lipidos, provocando resistencia a la insulina.
Simultaneamente, en suero aumentaron las actividades ChEs, los niveles de
citocinas proinflamatorias, la oxidacion de proteinas y la lipoperoxidacion, junto con
un decremento de la capacidad antioxidante. En el hipocampo se observd un
aumento en la actividad de las ChEs, la lipoperoxidacién y las proteinas
carboniladas, junto con una disminucion de la capacidad antioxidante. Los cambios
sistémicos y del hipocampo se reflejaron en un aumento de la permeabilidad de la
BBB y en un deterioro cognitivo. Por otra parte, la NAM atenud las alteraciones
ocasionadas por la dieta HFS reduciendo el estrés oxidante, la inflamacion, la
actividad de las ChEs y la permeabilidad de la BBB, mientras que mejord la
capacidad cognitiva.

NAM podria ser un potencial protector sistémico y del hipocampo para atenuar el

dafo cognitivo inducido por las dietas hipercaléricas.

PALABRAS CLAVE: Dieta hipercalérica, Colinesterasas, nicotinamida, barrera

hematoencefalica, hipocampo, funcién cognitiva.
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Abstract

Oxidative stress and inflammation caused by the intake of high-calorie foods are
linked to blood-brain barrier (BBB) dysfunction, cognitive impairment, and increased
activity of cholinesterases (ChEs), enzymes that hydrolyze the neurotransmitter
acetylcholine (ACh), affecting cholinergic signaling, including the anti-inflammatory
cholinergic pathway. Nicotinamide (NAM), a form of vitamin B3 and precursor of
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+), is essential in electron transfer through a
series of oxidation-reduction reactions involved in cellular metabolism. Additionally,
NAD+ is used as a cofactor in gene expression, DNA repair, and the restoration of
antioxidant systems. Due to its properties, NAM could mitigate the alterations caused
by the intake of hypercaloric diets. The aim of this study was to evaluate the effect of
NAM on BBB impairment and cognitive function, as well as its effect on cholinergic
signaling. For this purpose, forty male rats were divided into five groups: one group
was fed a standard diet, another group was fed a high-fat diet plus drinking water with
40% sucrose (HFS group). The remaining three groups were fed an HFS diet, and the
sucrose drink was replaced for 5 hours in the morning, 5 days a week, with drinking
water containing NAM at 5, 10, and 15 mM (HFS-NAM5, HFS-NAM10, and HFS-
NAM15 groups). All treatments were administered for 12 weeks ad libitum.
Subsequently, the biochemical profile, oxidative stress markers, inflammation, ChEs
activities, BBB permeability by administering tracers that do not cross an intact
barrier, and cognitive ability using the Morris Water Maze (MWM) test were evaluated

in the study groups. The results showed that the HFS diet altered carbohydrate and
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lipid metabolism, causing insulin resistance. Simultaneously, serum ChEs activities,
pro-inflammatory cytokine levels, protein oxidation, and lipid peroxidation increased,
along with a decrease in antioxidant capacity. In the hippocampus, increased ChEs
activity, lipid peroxidation, and carbonylated proteins were observed, along with a
decrease in antioxidant capacity. The systemic and hippocampal changes were
reflected in increased BBB permeability and cognitive impairment. On the other hand,
NAM attenuated the alterations caused by the HFS diet by reducing oxidative stress,
inflammation, ChEs activity, and BBB permeability while improving cognitive ability.
NAM could be a potential systemic and hippocampal protector to attenuate cognitive

damage induced by hypercaloric diets.

KEYWORDS: Hypercaloric diet, Cholinesterases, Nicotinamide, Blood-brain barrier,

Hippocampus, Cognitive function.



indice

1. INErOAUCCION. ... e -1-
1.1. Malos habitos en la alimentacion y enfermedades metabdlicas ................... -1-
1.2. Carbohidratos: principal fuente de la dieta moderna ................ccccccccuurnnnnn. -2-
1.3. Las grasas de la dieta: metabolismo y efectos ............ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, -4-
1.4. Las dietas hipercaldricas: la inflamacion y el estrés oxidante ...................... -6-

1.5. La dieta hipercaldrica, permeabilidad de la barrera hematoencefalica

(BBB) y deterioro COGNItIVO. ............eeeeieie et e, -9-
1.6. Propiedades de las colinesterasas (CRES)..............cccccoveiiiiiiiiinannn... -13-
1.7. La via colinérgica anti-inflamatoria y el papel de las ChEs....................... -16-
1.8. Los antioxidantes como una potencial alternativa terapéutica.................. -19-
1.9. Las vitaminas y su importancia en el metabolismo celular ...................... -19

1.10. La nicotinamida (NAM), una vitamina esencial para la

proteccion antioXidante ................c.c.or e -20-

2. ANtECeAENLES. ... -22-
3. JUSTIfICACION.......coiii s -29-
4. Pregunta de investigacion.......................coo o -29-
B HIPOEESIS. ... e -29-
6. ODbjJetivo general.................oiiiiii e -30-
6.1. Objetivos €SPECITICOS.....ciiiiiiiiiii e -30-

7. Material Yy MEtOdOS.............oueiiiiiiiiiiiiie e -30-
7.1. El manejo ético de los animales .................ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeea, -30-



7.2. Los animales y [0S tratamientos .............c.ccovueiiiiiiiiiii i e -31-

7.3. Determinacion de glucosa €n ayuno ..............coveeeiiieiiiiiiiiiiiineannnns. -32-
7.4. Ensayo de memoria y aprendizaje espacial ..............cccccceoiiieiiiiiiiienennnnnnn. -32-
7.5 Las muestras biOlOGICaS...............ooueiiiiiieciee e -34-
7.6. Anélisis de los marcadores metabolicos ...............cccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, -34-
7.7. Determinacion de las citocinas proinflamatorias y la insulina .................. -35-
7.8. Determinacion de la lipoperoxidacion en el suero y el hipocampo ............. -36-

7.9. Determinacién de la concentracion de glutation reducido (GSH) en

el suero y €l hipoCamPO ...........c.ooneie e e -36-
7.10. Determinacion de glutation oxidado (GSSG) en el suero y el

RIPOCAMIPO . ... e e ettt -37-
7.11. Determinacion de las proteinas carboniladas en el suero y el

RIPOCAMIPO . ... e et -37-
7.12. Determinacion de la capacidad antioxidante en el hipocampo

YOI SUBIO ... e -38-

7.13. Ensayo de actividad especifica de las enzimas acetilcolinesterasa

(AChE) y butirilcolinesterasa (BChE)...........ccccouuviiiiiiiiiiiiiiiieieeee e -39-

7.14. Inhibicion in vitro de la actividad de AChE por la NAM ..............ccccoueeenn. -40-
7.15. Ensayo de permeabilidad de la BBB.................cccooiiiiiiiiiiiiiiiee e, -41-
7.16. Analisis eStadiStiCO.............o.eeee e, -42-

8. RESUIAAOS. ... -42-

8.1. La administracion de la NAM reduce el tejido adiposo y aumenta

Xl



[a Masa MUSCUIAI.............ccoon e e, -42-
8.2. La administracion de la NAM mejora el perfil metabdlico y las

citocinas proinflamatorias ...............c.oeiui i e -43-
8.3. La administracion de la NAM reduce en suero la lipoperoxidacion,

proteinas carboniladas y la actividad de las ChEs, aumentando la

capacidad antioxidante y la relacion GSH/GSSG ...............oiiiiiiiiieeeeeeen. -45-
8.4. La administracion de la NAM reduce la lipoperoxidacion, proteinas

carboniladas y la actividad de las ChEs, aumentando la capacidad

antioxidante y la relacion GSH/GSSG en el hipocampo ........................... -47-
8.5. La administracion de la NAM disminuye la permeabilidad de la BBB

€N €l NIPOCAMPO ... -49-

8.6. La administracion de la NAM atenua el deterioro cognitivo inducido por

la sobrecarga CalOriCa. ...............ouene e et -50-

8.7. La NAM es un inhibidor acompetitivo de la actividad de AChE .......... ..... -51-

9. DESCUSION......ciii ettt ettt ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaans -52-
10. CONCIUSIONES.......cooiiiiiiiiiei ettt e e -62-
11, PersSpPeCtiVAaSs. ... -63-
12. RefErENCIAS...........eiiiiiiiieee e -64-
13. Articulo publicado. ... -87-

Wl



Abreviaturas
ACh: Acetilcolina
AChE: Acetilcolinesterasa

ATP: Adenosin tri-fosfato
BBB: Barrera hematoencefalica

BChE: Butirilcolinesterasa

C-HDL.: Colesterol-Lipoproteinas de alta densidad
ChEs: Colinesterasas

C-LDL: Colesterol-Lipoproteinas de baja densidad
C-VLDL: Colesterol-Lipoproteinas de muy baja densidad

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
ERO: Especies reactivas de oxigeno

FFA: Acidos grasos libres

GSH: Glutation reducido

HFD: Dieta alta en grasas

HFS: Dieta alta en sacarosa y en grasas

NAD+: Nicotinamida adenina dinucledtido

NADH: Nicotinamida adenina dinucleoétido reducido

NADP+: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato reducido

NAM: Nicotinamida

Xl



RER: Reticulo endoplasmico rugoso

SNC: Sistema nervioso central

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbittrico

TG: Triacilgliceroles

TLRs: Receptores tipo Toll

XV



1. Introduccion

1.1. Malos habitos en la alimentacion y enfermedades metabdlicas

Los cambios en el estilo de vida, influenciados por la industrializacién, urbanizacién y
globalizacion del mercado, han llevado a un aumento acelerado en la prevalencia de
la obesidad y enfermedades crénicas no transmisibles. Debido en gran parte a la
elevada disponibilidad de alimentos, factores como la oferta-demanda y a la
publicidad, se promueve el consumo de alimentos con alto contenido en grasas y

carbohidratos, principalmente en la poblacién infantil (Rush & Yan, 2017).

Los habitos alimenticios son significativos para una calidad de vida saludable. Sin
embargo, el sedentarismo y la ingesta de alimentos con un alto contenido energético
han propiciado el desarrollo de comorbilidades relacionadas con la obesidad,
sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
higado graso no alcohdlico, asi como algunos tipos de cancer (Hu et al., 2001).
Sumado a esto, la deficiente ingesta de alimentos con alto contenido en proteinas,
fibras, vitaminas y minerales puede facilitar el desarrollo de enfermedades crénicas

(Ye et al., 2012).

No obstante, de tener el conocimiento de lo que es saludable, hasta la fecha
continuan los habitos y preferencias adquiridos en el nucleo familiar; destacando la
inclinacién por alimentos con alto contenido de azucares simples y grasas saturadas

(Talip et al., 2017).



1.2. Carbohidratos: principal fuente de la dieta moderna

Los carbohidratos representan la fuente de energia de todas las células, esencial en
diversos procesos metabdlicos de los organismos vivos, especificamente la glucosa
es la principal fuente energética (McKee & McKee, 2003, p. 234). En las ultimas
décadas, el consumo de glucosa y fructosa aumenté considerablemente en la
poblacion, generando preocupacion por su elevado aporte cal6rico que provoca
alteraciones metabdlicas y problemas de salud que se complican con un estilo de
vida sedentario (Pielak et al., 2019). Dentro de los productos con alto contenido en
azucares simples se incluyen las bebidas azucaradas, como los refrescos, las
bebidas de frutas y las deportivas, que contienen jarabe de maiz alto en fructosa,
concentrados de jugo de fruta o sacarosa. Estos productos han experimentado un

aumento alarmante en su consumo debido a su intensa comercializacion.

El consumo de carbohidratos a nivel mundial supera lo recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés); que es menor de
50 gramos por dia, es un tema preocupante (WHO, 2018). En América Latina, en
2017, en promedio cada persona consumio 41.8 Kg por afio, mas del doble de lo
recomendado (OECD-FAO, 2018). En este sentido, estudios epidemiolégicos han
demostrado que la ingesta de bebidas edulcoradas se asocia con obesidad, diabetes
mellitus tipo 2, enfermedad coronaria y cardiovascular; asi como mayor riesgo de

mortalidad (Malik et al., 2019).

La dieta diaria del humano incluye monosacaridos (glucosa, fructosa y galactosa) y

disacaridos (sacarosa, lactosa y maltosa), a partir de una variedad de alimentos. No



obstante, en gran medida la glucosa y la fructosa forman parte del valor nutrimental
de la dieta moderna y pueden contribuir al desarrollo de obesidad (Gonzalez & Betts,
2019). Cuando estos carbohidratos son ingeridos, se absorben a la luz intestinal a
través de transportadores especializados. La glucosa utiliza principalmente GLUT2
(transportador de glucosa 2) y SGLT1 (transportador de glucosa dependiente de
sodio 1), posteriormente ingresa y se metaboliza en musculo esquelético, cardiaco y
tejido adiposo de una manera dependiente de insulina por medio del transportador
GLUT4 (Daniel and Zietek, 2015). Por otro lado, la absorcién de fructosa es un
proceso independiente de insulina, llevado a cabo en el lado apical de la membrana
de los enterocitos del intestino mediante el transportador GLUT5, mientras el
transportador GLUT2 desplaza la mayor parte de fructosa hacia los vasos
sanguineos del lado basolateral del enterocito, para ser metabolizada principalmente
en el higado y en menor medida en los tubulos renales proximales (Ferraris et al.,

2018).

Asimismo, la fructosa consumida en grandes cantidades es un factor de riesgo en el
desarrollo de higado graso debido a la acumulacién de los triacilgliceroles (TG). La
hidrdlisis de la fructosa hepatica aumenta las fuentes glucogénicas que resultan en
una mayor lipogénesis y una reducida oxidacién de acidos grasos mitocondriales,
llevando a un almacenamiento excesivo de tejido adiposo y generando intermediarios
téxicos como los diacilgliceroles y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por
sus siglas en inglés) que inducen resistencia a la insulina y captacién de lipidos en

tejidos periféricos, respectivamente (Merino et al., 2019). Al igual que la fructosa, la



glucosa es considerada como un modulador del microbioma intestinal, y de manera
cronica promueve la inflamacién y permeabilidad en el intestino, causando una gran
variedad de alteraciones metabdlicas, entre ellas; la acumulacion excesiva de lipidos

en el higado y la resistencia a la insulina en varios tejidos (Frazier et al., 2011).

Alterno a lo mencionado, el consumo de carbohidratos simples incrementa la
disponibilidad de sustratos para diferentes vias metabdlicas, como; la lipogénesis
hepatica, la inhibicidn en la oxidacion de acidos grasos, asi como la producciéon y la
secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad. Estas alteraciones generadas por
el consumo excesivo de carbohidratos simples causan aumento del tejido adiposo,
provocando hipertrofia de este y eventualmente inflamacion, que induce resistencia a
la insulina en los adipocitos y liberacion al torrente sanguineo de acidos grasos libres
(FFA), los cuales pueden llegar a otros tejidos alterando su metabolismo (Rodriguez

et al., 2020).

1.3 Las grasas de la dieta: metabolismo y efectos

Un tema igual de preocupante es el consumo de alimentos chatarra con alto
contenido en grasas saturadas, que ha disparado un aumento en el sobrepeso y la
obesidad, sobre todo en nifios y jovenes, haciéndolos mas vulnerables al desarrollo

de enfermedades crénicas (Castaneda et al., 2016).

Con el objetivo de mantener un peso corporal estable, el organismo tiende a
mantener un ajuste entre la ingesta de calorias y el gasto energético, siempre y

cuando el contenido de nutrientes consumidos sea igual a la cantidad de combustible



oxidado. A diferencia de los carbohidratos y las proteinas, las grasas de la dieta son
mas probables que se almacenen a que se oxiden y sean utilizadas como fuente

energética en primera instancia (Fernandez et al., 2007).

Una HFD influye en el metabolismo celular dependiendo de la composicion del tipo
de grasa. Por un lado, cuando nos referimos a alimentos elaborados a base de
manteca de origen animal, los acidos grasos saturados se relacionan con obesidad y
resistencia a la insulina. Por otra parte, los acidos grasos poliinsaturados obtenidos
del pescado tienen efectos benéficos, al mejorar la sensibilidad a la insulina (Eng &
Estall, 2021). Debido a las enfermedades metabdlicas generadas por las dietas, el
interés se ha centrado en aquellos alimentos con alto contenido de grasas saturadas.
Estos alimentos, al ser ingeridos, inmediatamente inician su digestion y los TG se
descomponen por enzimas pancreaticas y sales biliares en FFA. Posteriormente, se
absorben a nivel de enterocitos en el intestino delgado, son empaquetados en
quilomicrones que pasan a circulacidn y son liberados para ser absorbidos por el
tejido adiposo e higado, provocando obesidad, higado graso no alcohdlico,

lipogénesis hepatica y resistencia a la insulina (Rodriguez et al., 2020).

Asi, en general, el consumo de alimentos con alto contenido en grasas y
carbohidratos ha sido reportado como uno de los principales factores en el desarrollo
en enfermedades cronico-degenerativas (Teo et al., 2020). Diversas investigaciones
han demostrado que el consumo diario de una dieta con elevado aporte de calorias
provoca la acumulacion de masa grasa, asi como alteraciones en el metabolismo de

la glucosa y la insulina, en las concentraciones de triacilgliceroles, colesterol y



cambios perjudiciales en la presion arterial (Zheng et al., 2016; Milanova et al., 2019).
En conjunto, estas alteraciones desencadenan una inflamacion crénica de bajo grado
y estrés oxidante que pueden afectar a 6rganos y tejidos, manifestdndose como

enfermedades cronicas.

1.4. Las dietas hipercaldricas: la inflamacion y el estrés oxidante

La ingesta elevada de dietas hipercaldricas (sobrecarga energética), combinada con
una baja actividad fisica, resultan en una acumulacién de grasa en el tejido adiposo y
ectdpica generando un ambiente de estrés oxidante e inflamatorio (Jiang et al.,
2021). Por un lado, el estrés oxidante ha sido implicado en la fisiopatologia de varias
enfermedades como resultado de una sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), en especial el anion superoxido (O27) como fuente mitocondrial de la
cadena de transporte de electrones por la sobreproduccién de ATP en un estado
inicial al consumo de la dieta hipercaldrica. Sin embargo, la causa principal del estrés
oxidante es debido a un desbalance entre la produccién de ERO/ERN (especies
reactivas de nitrégeno) y la capacidad antioxidante (Singh et al., 2009; Jiang et al.,
2021). Procesos bioldgicos como la respiracion, la digestion y la biosintesis hormonal
tienen la capacidad de producir moléculas que favorecen el estrés oxidante, las
cuales pueden ser inactivadas por las defensas antioxidantes enzimaticas y no
enzimaticas intracelulares, manteniendo la homeostasis redox. A pesar de ello,
cuando las defensas antioxidantes son insuficientes, se altera el equilibrio redox, lo
que afecta el metabolismo, la proliferacién y la diferenciacion celular mediante dafio a

las membranas celulares, las proteinas y al ADN (Silvestrini et al., 2023).



Ademas de aumentar el estrés oxidante, el consumo de dietas hipercaldricas induce
inflamacion crénica de bajo grado en aquellos tejidos donde es almacenada la grasa.
El aumento en las ERO puede inducir la sintesis de citocinas proinflamatorias que
promueven a una disfuncion celular y tisular, que desencadena en el desarrollo de
comorbilidades como el higado graso no alcohdlico, la diabetes mellitus tipo I, la
enfermedad cardiovascular y el sindrome metabdlico, entre otras (Segula, 2014;

Fonseca et al., 2020).

Las personas obesas con higado graso no alcohdlico presentan una respuesta
inflamatoria especifica de este tejido, evidenciando cambios patolégicos que van
desde la esteatosis a la esteatohepatitis, y con alto riesgo de progresar a la cirrosis y
al carcinoma hepatocelular (McCullough, 2006). Sin embargo, aquellas personas
obesas que no presentan anomalias en el higado también muestran una inflamacion
de bajo grado cronica, lo que es indicativo de que otros tejidos podrian estar
contribuyendo a la generacion de moléculas inflamatorias como consecuencia de la

acumulacién de grasa ectoépica (Bertola et al., 2010).

En el caso de la diabetes mellitus, las especies reactivas de oxigeno como el Oz~ se
producen en las células a partir de la activacion de procesos como la respiracion
mitocondrial y la activacion de NAD(P)H oxidasa (Siekmeier et al., 2007). La
generacion de las ERO contribuye a la activacion del factor de transcripcion factor
nuclear kappa B (NF-kB), traslocandose al nucleo e iniciando la transcripcion de las

citocinas proinflamatorias tales como: el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),



Interleucina 1B (IL-1B), Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-18 (IL-18) (Wright et al.,

2006).

Por otro lado, se han analizado las alteraciones en la composicion de la microbiota
intestinal relacionada con el consumo de una dieta hipercaldrica, y se encontré que
se modifica la sintesis de acidos grasos de cadena corta, asi como la
biotransformaciéon de acidos biliares, creando un ambiente inflamatorio y de estrés
oxidante que afecta la permeabilidad del epitelio intestinal y la liberacion de
lipopolisacaridos a la periferia, que al unirse a receptores tipo Toll (TLRs) activan la
via de senalizacion para la sintesis de citocinas proinflamatorias (Gual et al., 2019).

El estudio sobre las dietas es de gran relevancia, debido a que la adiposidad es
considerada un factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Van Dyken & Lacoste, 2018). En los ultimos afios, se ha
demostrado que los efectos de una dieta hipercalérica no se limitan a las alteraciones
en tejidos periféricos, sino que ademas se generan modificaciones a nivel del
sistema nervioso central (SNC), afectando la funcion cognitiva dependiente del
hipocampo tanto en adultos como en adolescentes (Neha et al., 2014; Hargrave et
al.,, 2016). Esto es alarmante y demanda atencion oportuna, debido a que la
adolescencia es un periodo de conformacion neuroconductual necesario para el

procesamiento cognitivo a lo largo de la vida (Hsu & Kanoski, 2014).



1.5. La dieta hipercaldrica, permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB) y

deterioro cognitivo

La senalizacion en el SNC requiere un microambiente altamente controlado para
asegurar el correcto funcionamiento y la eficiencia de las comunicaciones
neuronales. Este microambiente debe mantener condiciones O6ptimas para la
transmision sinaptica y la plasticidad neuronal, esenciales para procesos cognitivos
complejos como el aprendizaje, la memoria, y el procesamiento sensorial (Abbott et
al., 2010). La BBB es una estructura que desempena un papel crucial en la
proteccion del SNC al mantener el microambiente homeostatico (Zhao et al., 2022).
Esta estructura protege al cerebro y especificamente regiones como el hipocampo y
a la corteza cerebral ante posibles dafos asegurando que estas regiones criticas en
la memoria y el aprendizaje se mantengan funcionales y saludables (Ueno et al.,

2016).

El deterioro de estas areas del cerebro se ha relacionado con modificaciones en la
barrera hematoencefalica (BBB, por sus siglas en inglés), una estructura vascular
multicelular que separa el SNC de la circulaciéon sanguinea periférica. La BBB esta
compuesta por células endoteliales unidas entre si a través de complejos de uniones
estrechas, uniones adherentes, una lamina basal, pericitos y pies perivasculares de
los astrocitos que en conjunto con la microglia y las neuronas forman la unidad
neurovascular (Cardoso et al., 2010; Brook, 2019). Como una interfaz mecanica,
dindmica y especializada, es esencial para mantener la homeostasis de nutrientes y

metabolitos que entran y salen del cerebro a través de receptores y transportadores,



protegiendo al SNC de aquellos agentes potencialmente dafinos que se encuentran
en la circulacién periférica, y que al atravesar la BBB podrian dafar diferentes
regiones del cerebro (Zlokovic, 2011). No obstante, cuando estos sistemas de
transporte del SNC se ven desregulados, se pierde el control de lo que entra y sale,
lo que puede alterar la homeostasis cerebral y dafar diferentes regiones, entre ellas
las que regulan funciones cognitivas. Por lo tanto, una pérdida en la estabilidad de la
BBB podria ser un punto de critico en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas (Noe, et al., 2020). En este sentido, la funcién de la BBB
depende en gran medida de las uniones estrechas entre sus células endoteliales,
constituidas por un conjunto de proteinas entre las que destacan las claudinas y

ocludinas que impiden el libre flujo de sustancias entre las células (Sajja et al., 2016).

La alta ingesta de dietas hipercaldricas puede inducir neuroinflamacion y estrés
oxidante, afectando el hipocampo y la corteza cerebral, regiones de gran importancia
por su funcion en el aprendizaje y la memoria (Shalev & Arbuckle, 2017). La dieta
obesogénica se caracteriza por un fenémeno conocido como “lipotoxicidad” que tiene
la capacidad de afectar la integridad de la BBB (Gao et al., 2014; van der Kolk et al.,
2019; Liu et al., 2020) mediante afectos deletéreos por la acumulacién de grasa,
entre ellos la liberacion de toxinas, células inmunes, moléculas inflamatorias y de
estrés oxidante en la periferia que pueden llegar a la BBB, alterar su permeabilidad,
cruzar a través de ella, y eventualmente afectar la estructura y funcién a las células
gliales y las neuronas en regiones de gran importancia para la capacidad cognitiva

(Van Dyken & Lacoste, 2018).
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El incremento en la permeabilidad de la BBB a través de la inflamacion se da por una
regulacion negativa en proteinas de las uniones estrechas, entre ellas Claudina-5,
zonula occludens-1, occludinas y caveolina (Yoo et al.,, 2016). La inflamacién
sistémica sostenida por la dieta hipercalérica promueve la activacion del factor de
transcripcion NF-kB induciendo la sintesis de mas citocinas proinflamatorias. Del
mismo modo, el estrés oxidante generado por la dieta podria directamente afectar a
la BBB alterando la integridad de la membrana de las células endoteliales, asi como
a los complejos de las uniones estrechas, dando lugar a un incremento en su
permeabilidad y el paso libre de moléculas que comprometen la funcionalidad de
diferentes regiones del cerebro (Varatharaj & Galea, 2017). Cabe mencionar que las
ERO son mediadores de inflamacién y como subproductos de la actividad de NADPH
oxidasa pueden alterar la estructura y funciéon de proteinas, pero también pueden
activar la via de sefalizacion de NF-kB y promover la sintesis de citocinas (Mittal et
al., 2014; Hoesel & Schmid, 2013). La inflamacion y el estrés oxidante irrumpen los
pies perivasculares de los astrocitos afectando la integridad de la BBB, al mismo
tiempo los astrocitos cambian a un estado proinflamatorio y citotoxico induciendo la
expresion de quimiocinas que reclutan células inmunes hacia las células endoteliales
promoviendo su extravasacion, asi como la difusion de solutos, patdgenos y toxinas
a través de la BBB hacia el SNC estimulando aun mas la inflamacion y el estrés
oxidante (Zamanian et al., 2012).

De acuerdo con lo antes mencionado, la inflamacién y el estrés oxidante son
alteraciones generadas por el consumo de una alta ingesta de dietas hipercaléricas

que promueven un aumento en la permeabilidad de la BBB y un mayor riesgo de
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padecer deterioro cognitivo y enfermedades neurodegenerativas (Pistell et al., 2010;
Flores-Cordero et al., 2022; Ly et al., 2023).

En el aino 2022, en México, la estimacion de la obesidad y el sobrepeso increment6
con respecto al afio 2018, pasando de un 38.4 % a 41.1 % respectivamente
(ENSANUT, 2022). Asi mismo, en el afio 2016, la WHO reportd que 2, 240 millones
de personas incluyendo nifios, jovenes y adultos padecieron de sobrepeso u
obesidad (WHO, 2015). En este sentido, el consumo de dietas hipercaldricas y la
obesidad son factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades como la
enfermedad de Alzheimer, debido a que en esta enfermedad, la inflamacion, la
disfuncién mitocondrial y el estrés oxidante son mecanismos nuerodegenerativos
presentes (Pugazhenthi et al.,, 2017), y que al mismo tiempo afectan al sistema
colinérgico, alterando la actividad de las colinesterasas (ChEs) y las concentraciones
del neurotransmisor acetilcolina (ACh), modificaciones que disminuyen la sinapsis
colinérgica promoviendo deterioro cognitivo (Hampel et al. 2018). La WHO declaro en
2021 que a nivel mundial habia 55 millones de personas con demencia y hasta un 70
% son casos de enfermedad de Alzheimer, los cuales aumentan casi 10 millones
cada afio (WHO, 2021). Las alteraciones en el sistema colinérgico en la enfermedad
de Alzheimer se han abordado por muchos afos, incluso con tratamientos para
regularlas, sin embargo, aun no se logran entender completamente los mecanismos,

especificamente aquellos que implican a las ChEs y el neurotransmisor ACh.
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1. 6. Propiedades de las colinesterasas (ChEs)

Las ChEs pertenecen a una familia de enzimas que son hidrolasas especializadas en
descomponer los ésteres de colina; la familia incluye a la acetilcolinesterasa (AChE;
E.C.3.1.1.7) y a la butirilcolinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8). La AChE, también llamada
“colinesterasa verdadera” hidroliza al neurotransmisor ACh en colina y acetato, un
evento que finaliza la transmisién sinaptica, y se encuentra principalmente en

uniones neuromusculares y en las sinapsis colinérgicas del SNC.

La BchE, también conocida como “pseudocolinesterasa” o “colinesterasa sérica”,
hidroliza butirilcolina y succinilcolina, pero también tiene la capacidad de usar como
sustrato a la ACh. La proteina BchE es sintetizada principalmente en el higado, pero
se puede detectar su actividad en otros 6rganos periféricos, suero y en el SNC
(Lionetto et al., 2013).

La AChE es una enzima de gran importancia en la sinapsis colinérgica y para llevar a
cabo su funcion requiere modificaciones post-traduccionales, siendo la glicosilacién
la mas sobresaliente (Rotundo, 2017). En vertebrados, el gen ACHE mediante un
proceso alternativo de corte y empalme puede generar tres variantes de transcritos
quienes comparten un 95 % de similitud en su secuencia nucleotidica, sin embargo,
difieren en su extremo carboxilo-terminal (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). Las
variantes incluyen al transcrito AChE-S o AChE-T (“S” indica sinaptico o “T” indica
“con tallo”) por la isoforma que codifica (Massoulié et al., 1993; Soreq & Seidman
2001; Massoulie, 2002); la AChE-E (“E” indica eritrocitica; también se conoce como

AChE-H, “H” indica hidrofébica) (Coussen et al. 2001); y el transcrito “read- through”
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AChE (AChE-R), que se genera por el corte-empalme alternativo en la region 3’
(Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002).

El transcrito AChE-T(S) codifica a las isoformas hidrofilicas (hidrosolubles) como los
mondémeros (G1), dimeros (G2"), tetrameros (Gs"); a formas moleculares anfifilicas
como los mondémeros (Gi#), dimeros (G2") y tetrameros (G4*) anclados a la
membrana por un péptido hidrofébico rico en prolina (PRIMA) (Rakonczay, 2003;
Lane et al., 2006); y a formas denominadas asimétricas, como los tetrameros unidos
a triple hélice tipo colageno, ejemplo A4 (1 tetramero), As (2 tetrameros) y A2 (3
tetrameros) (Massoulié et al., 1993). Mientras que el transcrito AChE-E (H) codifica a
mondmeros y dimeros que pueden anclarse a la membrana plasmatica a través de
un enlace glicofosfatidilinositol (GPI). Finalmente, la variante soluble AChE-R codifica
a una forma molecular monomérica hidrosoluble, que es inducida en situaciones de
estrés (Lionetto et al., 2013; Rotundo, 2017).

La BChE es codificada por el gen BCHE, que genera un solo transcrito BChE-T, para
la sintesis de formas moleculares hidrofilicas: monémeros (G1), dimeros (G2") y
tetrameros (G4") y formas moleculares anfifilicas: monémeros (G+*), dimeros (G2"),
tetrameros (G4*) (Rakonczay, 2003; Lane et al., 2006). El higado es el principal
organo productor de la enzima BChE. Este 6rgano posee la capacidad de sintetizar
dos tipos de reservorios de la enzima, uno de la actividad propia del 6rgano y la
segunda, que se depositara en el plasma (Gomez et al.,, 2000). También se ha
detectado en el estbmago, el riiidn, pulmdn, musculo, cerebro, entre otros tejidos
(Lépez et al., 2018). Es una enzima que hidroliza ésteres de colina y no colina,

principalmente succinilcolina y propionilcolina. Su deficiencia se puede generar de
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forma hereditaria, viéndose mas afectados aquellos con ascendencia europea vy
asiatica, o adquirida, incluyendo a personas de edad avanzada, envenenamiento por
organofosforados, desnutricion, entre otras condiciones patolégicas (Chen et al.,
2017). La deficiencia en esta enzima genera una mayor sensibilidad a medicamentos
relajantes musculares; ésteres de colina como la succinilcolina, asi como a los
plaguicidas, la cocaina y los anestésicos. Debido a que se le ha atribuido la
capacidad de secuestrar compuestos téxicos, BChE puede proteger de una gran
variedad de sustancias administradas e inhaladas (Macdonald et al., 2017; Lépez et
al., 2018).

Ambas ChEs son glicoproteinas, la AChE posee tres sitios potenciales de N-
glicosilacion, y la BChE presenta ocho sitios potenciales. En el lumen del reticulo
endoplasmico rugoso (RER) se les incorpora a las ChEs un oligosacarido rico en
manosa en el residuo de aminoacido de asparagina. Se remodela el oligosacarido
por la accién de glucosidasas y manosidasas. La proteina sale del RER hacia el
Complejo de Golgi por transporte vesicular, en las diferentes cisternas de este
organelo se incorporan y eliminan otros carbohidratos, siendo indispensables para
que adquiera una estructura tridimensional adecuada para que cumpla su funcién,
ademas de definir la vida circulatoria de ambas proteinas (Cabezas-Herrera et al.,
1997). La porcion glicosidica que se incorpora a la porcion proteinica de las ChEs
llega a representar un 10% del peso molecular en el caso de la AChE y hasta un
20% de la BChE (Cabezas-Herrera et al., 1997).

Las actividades elevadas y sostenidas de las ChEs favorecen la hidrdlisis de la ACh,

un neurotransmisor asociado a la via colinérgica anti-inflamatoria que regula la
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respuesta inmunitaria y la secreciéon de citocinas (Rao et al., 2007). Por tanto, es
factible que el aumento de la actividad de las ChEs contribuya a un ambiente pro-

inflamatorio (Rojas et al., 2017).

1.7. La via colinérgica anti-inflamatoria y el papel de las ChEs

La ACh es un neurotransmisor ampliamente estudiado en la regulacion de la sinapsis
neuromuscular, no obstante, en las ultimas décadas en células distintas a las
neurales se le han atribuido propiedades anti-inflamatorias, donde se describen las
interacciones entre el SNC y el sistema inmune a través del nervio vago
denominandose como la “via colinérgica anti-inflamatoria”. Dicha via anti-inflamatoria
explica cémo la ACh liberada de células inmunes y neuronas colinérgicas modula la
funcién inmune de forma autdcrina o paracrina al interactuar con sus receptores (Han

et al., 2017).

La via colinérgica anti-inflamatoria es un mecanismo que consiste en la union del
neurotransmisor ACh a la subunidad a7 del receptor nicotinico de ACh, donde la
unién del neurotransmisor y el receptor activa vias de sefalizacion que inhiben la
sintesis de citocinas proinflamatorias. La regulacién de moléculas de inflamacioén a
partir de esta via puede llevarse a cabo en tejidos periféricos a través de los
macrofagos, ya que cuentan con el receptor nicotinico de ACh a7 (a7 nAChR) por lo
que ACh se puede unir con su receptor y de esta manera parar la inflamacion,
mientras que a nivel de SNC los astrocitos, la microglia y las neuronas colinérgicas
cuentan con la maquinaria necesaria para llevar a cabo esta via anti-inflamatoria

(Rosas & Tracey, 2009; Wu et al., 2021). El a7 nAChR en uno de los principales
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subtipos de receptores expresados en el cerebro y su importancia radica en
funciones tales como el aprendizaje, la plasticidad sinaptica, la memoria, la
locomocion, la atenciéon y la ansiedad (Egea, et al.,, 2015). Este receptor es un
homopentamero formado por 5 subunidades a7 idénticas y presenta caracteristicas
funcionales unicas, entre sus caracteristicas; tiene una alta permeabilidad para calcio
y una rapida fase de activacion y desensibilizacion (Piovesana et al., 2021). En
células no neuronales, como las células inmunes y gliales, el a7 nAChR media
respuestas antiinflamatorias a través de las vias de senalizacion Jak2/STAT3 y
PI3K/Akt. En macrofagos de raton, la activacion de a7 nAChR conduce a la
fosforilacion de Jak2 y STAT3, bloqueando la translocacion del factor nuclear kappa
B (NF-kB) al nucleo y reduciendo la produccién de citoquinas proinflamatorias (TNFa,
IL-1B, IL-6). Ademas, STAT3 fosforilado regula positivamente la transcripcion de
SOCS3, mientras que la activacion de a7 nAChR también promueve la actividad del
factor nuclear relacionado con eritroide 2 (Nrf2), que coordina la resistencia a
oxidantes y la expresion de genes antioxidantes como HO-1. La via de Nrf2, mediada
por la sefalizacion PI3K/Akt, es crucial para la neuroproteccion, evidenciada por los
efectos neuroprotectores del agonista a7 nAChR PNU-282987 en modelos de ictus
en ratones. En conjunto, estas vias de senalizacidon metabotrépicas destacan la
importancia de a7 nAChR en la modulacion de respuestas inflamatorias y la

proteccion neuronal (de Jonge et al., 2015; Parada et al., 2013).

En el sistema nervioso central, la activacion de los receptores nicotinicos de

acetilcolina alfa-7 (a7 nAChR) en las células gliales de ratéon, como la microglia y los
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astrocitos, media una respuesta antiinflamatoria a través de la via metabotrépica. En
la microglia, esta activacion implica la activacion de la fosfolipasa C (PLC) via Gq, lo
que induce la liberacion de Ca2+ del reticulo endoplasmico. El aumento de calcio
intracelular disminuye la fosforilacion y activa las quinasas MAP, como JNK, p38 y
p44/42, que regulan la sintesis y liberacién de moléculas inflamatorias y téxicas como
TNFa, IL-6 y 6xido nitrico (NO), previniendo asi la activacion crénica y promoviendo
una resolucion de la respuesta inmune aguda (Suzuki et al., 2006).
La "via colinérgica antiinflamatoria del cerebro" ejerce neuroproteccion al disminuir
las reacciones inflamatorias. Ademas, los astrocitos y la microglia expresan
acetiltransferasa de colina y varios receptores colinérgicos, lo que les otorga la
capacidad de sintetizar ACh y responder a estimulos colinérgicos de manera

autocrina y/o paracrina (Han et al., 2017).

Debido a la funcion de la ACh en la inflamacion, es sumamente importante regular la
actividad de las ChEs, especialmente sobre la AChE, debido a que cuando existe
una elevada actividad de esta enzima, persiste la hidrdlisis del neurotransmisor,
impidiendo que pueda llevarse a cabo la via colinérgica anti-inflamatoria (Rosas &

Tracey, 2009).

El aumento en la actividad de las ChEs en SNC generan una mayor hidrdlisis de
ACh, esto ha sido atribuido a un incremento al estrés oxidante y a la inflamacién por
el consumo de alimentos con alto contenido caldrico, por lo que en este sentido se ha
propuesto que las vitaminas por su efecto antioxidante y anti-inflamatorio podrian

prevenir el aumento en la actividad de las ChEs y por ende el deterioro cognitivo.
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1.8. Los antioxidantes como una potencial alternativa terapéutica

Naturalmente, existen sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que
pueden prevenir o retrasar algun tipo de dafo celular (Li et al., 2015). Los
antioxidantes son moléculas que funcionan como mecanismos de defensa capaces
de neutralizar a las ERO impidiendo que no reaccionen con biomoléculas de las
células y asi evitar modificarse en su estructura y funciéon (Malekmohammad et al.,
2019). Debido a esto, se ha estipulado que los antioxidantes son utiles para prevenir
diversas enfermedades (Berger et al.,, 2012). Recientes investigaciones en este
campo sugieren el uso de algunas vitaminas por el organismo como compuestos
bioactivos importantes para la salud, ya que participan en diversas funciones
bioquimicas que contribuyen al buen funcionamiento de las células (Spector &

Johanson, 2007).

1.9. Las vitaminas y su importancia en el metabolismo celular

Las vitaminas son un grupo de compuestos organicos que no pueden ser
sintetizados por nuestro organismo, pero son elementales para el funcionamiento
fisiolégico, por lo que deben ser obtenidas en cantidades adecuadas a través de la
dieta. Nuestro cuerpo necesita obtener de la dieta un total de 13 vitaminas, de las
cuales cuatro son liposolubles (A, D, E y K) y las otras nueve hidrosolubles (C, B1,
B2, B3, B5, B6, B7, B9 y B12) (Kennedy, 2016). Como se ha mencionado, las
vitaminas son componentes de la dieta y son necesarias para la vida, por lo que su
ingesta inadecuada esta asociada con el desarrollo y/o mantenimiento de

enfermedades crénicas degenerativas y neurodegenerativas como la enfermedad de
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Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, en las que se provoca estrés oxidante y
muerte neuronal afectando la capacidad cognitiva, por lo que se ha sugerido que el
consumo de vitaminas con capacidad antioxidante podria ser benéfico por sus
efectos nueroprotectores ante el desarrollo de estas enfermedades (Etminan et al.,

2005).

1.10. La nicotinamida (NAM), una vitamina esencial para la proteccién antioxidante

Una de las vitaminas que ha sido considerada de estudio por su capacidad
antioxidante y anti-inflamatorio, es la NAM, una forma de vitamina B3 hidrosoluble y
precursora de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD™*), coenzima que en su forma
fosforilada reducida [NAD(P)H] y fosforilada oxidada [NAD(P)+], participa en la
transferencia de electrones a través de una serie de reacciones de oxidacion-
reduccion implicadas en el metabolismo celular y utilizadas como cofactor en la
expresion génica, la reparacion del ADN y la restauracidon de los sistemas

antioxidantes (Thompson et al, 2008; Fricker et al., 2018; Gasperi et al., 2019).

La NAM puede ser obtenida a través de alimentos no procesados de fuente animal y
vegetal, tales como; la carne, el pescado y los granos de cereal, por mencionar a
algunos, que contienen altas cantidades de esta vitamina en comparacion con
alimentos procesados (Pitche, 2005). Una deficiencia severa en los niveles de esta
vitamina por su mala absorcién o por su bajo consumo provoca varios sintomas
como la diarrea, dermatitis y demencia, a los cuales en conjunto se le conoce como
pelagra, (Gasperi et al., 2019). Para el tratamiento de la pelagra se pueden ingerir

hasta los 300 mg/dia de NAM, sin embargo, en concentraciones mas elevadas puede
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ejercer funciones farmacoldgicas relacionadas con el tratamiento de cancer, al

sensibilizar a los tumores a la radiacién o a la quimioterapia (Gasperi et al., 2019).

La participacion de la NAM en el metabolismo energético es muy importante, ya que
a través de la utilizacion de NAD* en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial se lleva a cabo la produccion de ATP, mejorando la supervivencia
neuronal en ambientes de estrés oxidante y mejorando los niveles de ATP (Ullah et
al., 2011). La NAM aumenta las concentraciones de NADPH, una coenzima
necesaria para que la enzima glutation reductasa aumente los niveles de GSH
(glutatiéon) y una disminucion en la produccion de ERO mejorando la funcion
mitocondrial y la supervivencia celular (Choi et al., 2015). Ademas, se le atribuye una
funcién anti-inflamatoria, al disminuir la expresion de varios mediadores
proinflamatorios, entre ellos el factor nuclear kappa B (NF-kB) a través de la
desacetilacion por la SIRT1, una enzima que requiere de NAD* como sustrato para

llevar a cabo su actividad (Maiese et al., 2009; Fania et al., 2019).

A nivel del SNC, se ha reconocido la relevancia significativa de la NAM debido a sus
efectos en la neurogénesis. La NAM acelera la diferenciacion de las células madre
embrionarias y también favorece la supervivencia de las células nerviosas,
especialmente en situaciones de estrés oxidativo. Esto sugiere que la biosintesis de
NAM esta activa en el SNC, dado que se encuentran concentraciones significativas

de sus precursores en el rango micromolar o nanomolar (Gasperi et al., 2019).
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Por sus propiedades, se ha propuesto a la NAM como un agente protector contra
ERO, excitotoxicidad, disfuncién mitocondrial y resistencia a la insulina en

enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas (Maiese, 2021).

2. Antecedentes

Debido a que la alta disponibilidad y consumo de productos alimenticios procesados
y palatables es una de las principales causas de alteraciones metabdlicas en tejidos
periféricos y en el SNC, esto a su vez podria modificar el comportamiento

neuroconductual.

En primera instancia, cuando la permeabilidad de la BBB se ve alterada, se pierde el
control de lo que entra y sale del SNC, lo que puede dafar la salud cerebral y las
funciones cognitivas como el aprendizaje y la memoria (Leigh & Morris, 2020).
Debido a esto, una pérdida en la estabilidad de la BBB es el punto de partida en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Noe, et al., 2020). Como evidencia
de lo antes mencionado, un estudio en el que se administré una dieta alta en grasas
(HFD) en roedores demostré que la dieta generé modificaciones en los niveles de
expresion de proteinas de microvasos de la corteza cerebral, evidenciando que
proteinas relacionadas con el metabolismo celular, ciclo celular, transporte,
asociadas a citoesqueleto y necesarias para el plegamiento de otras proteinas
estaban desreguladas, mientras proteinas nucleares relacionadas con el corte y
empalme del mRNA vy su transporte se mostraron sobrereguladas dejando ver que

las dietas pueden generar un estrés metabdlico a nivel de la BBB y una disminucion
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en su eficiencia a nivel de distintos compartimentos subcelulares y alterar su

funcionalidad (Ouyang et al., 2014).

Cuando la BBB es afectada en estructura y funcion, se modifican principalmente las
células endoteliales y los niveles en la expresion de las proteinas de las uniones
estrechas. Experimentos en ratones alimentados con una HFD revelaron un
desequilibrio dietético al presentar neuroinflamacién caracterizada por incremento de
citocinas proinflamatorias y de las ERO. Ademas, se manifestaron niveles elevados
de GFAP y S100B, marcadores que indican astrogliosis y al mismo tiempo
neuroinflamacion. También, se observd un incremento en el contenido de albiumina
en el hipocampo, lo que indicé una disrupcion en la BBB, con los niveles disminuidos
de Claudina 5, una proteina de las uniones estrechas con mayor expresién en
condiciones normales. Este aumento en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica favorece la transmigraciéon de células inmunes y moléculas
periféricas causando neuroinflamacion, lo que podria afectar directamente al
hipocampo provocando mal funcionamiento neuronal conduciendo a déficit cognitivo
(de Aquino et al., 2019). Ademas, cuando se administré una dieta obesogénica en
ratas por un periodo de 90 dias, se observé un incremento en la permeabilidad de la

BBB en varias subregiones del hipocampo (Hargrave et al., 2016).

La BBB también utiliza un sistema de transporte especializado y altamente selectivo,
lo que le permite mantener el equilibrio entre lo que entra y sale del SNC; sin
embargo, sus sistemas de transporte son afectados por la inflamacion sistémica y el

estrés oxidante generados por la dieta (Hsu & Kanoski, 2014). En este sentido, las
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ERO pueden favorecer la resistencia a la insulina, una hormona indispensable para
la captacion de glucosa en tejidos periféricos también desempefa la funcién de
regular la ingesta de alimentos a nivel hipotalamico, ademas la accidn de esta
hormona se extiende a otras regiones del SNC, entre ellos el hipocampo. Entre las
funciones de la BBB, esta la regulacién de la entrada de la insulina y de varias
moléculas al SNC, las cuales eventualmente tendran una funcion. Para que la
insulina llegue al hipocampo, tiene que cruzar la BBB por medio de un sistema de
transporte saturable y asi poder unirse a sus receptores en el hipocampo o en otras
regiones (Fadel & Reagan, 2016). En modelos en roedores de diabetes mellitus tipo
2 inducida por una HFD se presenta un deterioro en la funciéon cognitiva como
resultado de la alteracion en la BBB afectando el transporte de la insulina e
impidiendo que esta llegue al hipocampo, como resultado disminuye Ia
neuroplasticidad en esta regidn del cerebro provocando deterioro en procesos de

memoria y aprendizaje (McNay et al., 2010; Reichelt et al., 2018).

El hipocampo cuenta con neuronas piramidales, las cuales tienen una alta demanda
metabdlica, por o que son especialmente sensibles a dano biolégico. Su funcion
depende en gran medida de las mitocondrias para obtener energia y las
anormalidades en este organelo compromete la funcionalidad del hipocampo
(Michaelis, 2012). La dieta es uno de los factores que puede danar el hipocampo
debido a sus componentes, principalmente cuando se trata de alimentos que
contienen acidos grasos saturados y azucares simples que afectan la capacidad

cognitiva a las 72 horas del consumo de la dieta, causando una reduccién en la
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densidad dendritica junto con la plasticidad sinaptica (Stranahan et al., 2008; Kanoski
& Davidson, 2010). Hallazgos en experimentos realizados en ratas a las cuales se
les administrd una dieta hipercalérica mostraron que los animales presentaron un
deterioro en la memoria cuando se analiz6 a través de una prueba de reconocimiento
de objetos en comparaciones con ratas alimentadas con una dieta estandar, aun sin
haber mostrado cambios en los niveles de las citocinas; TNF-a e IL-1 (Zanini et al.,
2017). Por otra parte, en ratones una HFD provoca pérdida neuronal en el
hipocampo a través de alteraciones en el estrés oxidante mediante un incremento en
las TBARS y en las proteinas carboniladas, asi como sobre la regulacion de genes
relacionados a la inflamacion en cerebro como IL-6, TNF-a y TLR-4, lo cual fue
confirmado por una notable activacién de astrocitos. En este mismo experimento se
detectaron niveles elevados de la proteina beta-amiloide (BA) y de la proteina Tau
hiperfosforilada, dos mascadores caracteristicos de enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Ko et al., 2019). Los hallazgos
descritos previamente evidencian marcadores moleculares que a la HFD se le ha
atribuido inducir estrés oxidante, neuroinflamacion y la acumulacion de proteinas que

promueven muerte neuronal y deterioro cognitivo.

Evidencias recientes indican que el cerebro se ve afectado por una inflamacion
periférica, debido al consumo créonico de una dieta obesogénica, provocando la
activacion de la microglia, lo que conduce a un estado de neuroinflamacion (Oria et
al., 2016). Ademas, la activacion de estas células gliales induce un incremento en las

ERO y al mismo tiempo cambios en el metabolismo de glutamato en estas células
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gliales, disminuyendo la eficiencia en el sistema antioxidante de glutation, ya que el
glutamato es uno de los aminoacidos esenciales para la sintesis de novo de
glutation, lo que deja de alguna manera desprotegido al SNC del estrés oxidante

(Milanova et al., 2019).

El dafo o afectacion en el hipocampo inducido por la neuroinflamaciéon se puede ver
reflejado en un cambio en los niveles de actividad enzimatica, tal es el caso de las
colinesterasas, quienes cumplen una funcion relevante en las sinapsis de esas

regiones asociadas con el aprendizaje y la memoria (Sodhi & Singh, 2013).

Duchnowicz y colaboradores (2018) realizaron un estudio en jovenes que habian
desarrollado sindrome metabdlico y observaron que la actividad de AChE y BChE en
suero estaban incrementadas junto con un aumento en el nivel de lipoperoxidacion.
Por otra parte, en el cerebro un aumento en la actividad de AChE es muy relevante,
ya que, en personas con la enfermedad de Alzheimer se ha reportado un aumento en
la actividad de las ChEs, principalmente AChE, lo que causa una deficiencia en la
concentracion del neurotransmisor ACh, viéndose afectada la sinapsis y conduciendo

a un deterioro cognitivo (Sodhi & Singh, 2013).

En la actualidad, no es claro si la actividad de BChE es importante en la progresion
de la enfermedad de Alzheimer; no obstante, en pacientes que padecen esta

enfermedad se ha determinado un aumento en su actividad (Macdonald et al., 2017).

Se han reportado evidencias donde se muestra que la administracion de una HFD

causa un incremento en la actividad de AChE y BChE en cerebro, situacién que lleva
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a una mayor hidrdlisis de la ACh, por lo que su concentracion disminuye y con ello un
incremento en la inflamacién cerebral, adjudicando a las ChEs una funcion
proinflamatoria que contribuye al deterioro cognitivo (Amin et al., 2011; Sodhi &
Singh, 2013). En este contexto, las investigaciones actuales en este campo sugieren
el uso de algunas vitaminas, como compuestos bio-activos importantes para la salud
(Fricker et al., 2018).

Debido al incremento del estrés oxidante y la neuroinflamacion generada por las
dietas con alto contenido caldrico, la NAM es un posible agente protector con la
capacidad de atenuar estas alteraciones metabdlicas y prevenir el deterioro cognitivo
(Maiese, 2021). Experimentos en cultivo de neuronas tratadas con la NAM, la
vitamina ejerce un efecto neuroprotector mediante mecanismos que aumentan los
niveles en la expresion de genes que codifican para proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs; NAIP, CIAP1, and CIAP2), inhibidores unicos de las caspasas
(Bhansali et al., 2006). La supervivencia celular por la administracion de NAM se
debe en gran medida a un aumento en las concentraciones de NAD+, lo que a su vez
aumenta los niveles de ATP manteniendo las cantidades necesarias de energia para
la funcidon neuronal en modelos de isquemia cerebrovascular donde es comun un
estrés bioenergético por los niveles disminuidos en NAD+ (Lee et al., 2006; Liu et al.,

2009).

Un estudio realizado en ratas en etapa juvenil, a las cuales se les indujo un dafo
cerebral traumatico en la zona cortical y presentaron pérdida cortical acelerada, asi

como activacion en la microglia; la administracion de NAM mostré una pérdida
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cortical mas lenta y una actividad de la microglia disminuida, causando una menor

muerte neuronal (Smith et al., 2019).

Uno de los beneficios mas importantes de NAM es el mantenimiento de la
homeostasis redox, es decir, proteccion ante la generacion de las ERO. En modelos
de cultivo de fibroblastos humanos, la administracién de la NAM disminuyé las ERO
(radical superoxido) mitocondriales, mientras aumentd los niveles en la relacion
NAD+/NADH. Por los hallazgos obtenidos, NAM tiene un efecto directo en
modulacion redox de la coenzima NAD+ celular, asi como en la relacion

NAD+/NADH mitocondrial para un 6ptimo metabolismo celular (Song et al., 2017).

La NAM como precursor de NAD+ incrementa los niveles de NADPH, ejerciendo una
funcion antioxidante muy importante en el reciclado del GSH en su forma reducida
mediante la enzima glutatién reductasa que depende de NADPH para aumentar los
niveles de GSH y disminuir los niveles de las ERO, asi demostrado en un modelo de

ratas suplementadas con dieta hipercaldrica (Song et al., 2017; Mejia et al., 2018).

La NAM es la forma de vitamina B3 con mas prevalencia en el cerebro, pues, aunque
se sabe que el acido nicotinico cruza la BBB, este es convertido rapidamente a
nicotinamida (Spector, 1979). Se ha propuesto que la NAM ejerce un efecto protector
contra condiciones neurodegenerativas, especificamente en la sefalizacidon
dependiente de NAD+ y su funcion protectora contra la disfuncién mitocondrial y
estrés oxidativo en la neurodegeneracion (Franco & Vargas, 2018). Por lo tanto, la

NAM podria contrarrestar los efectos deletéreos generados por una dieta
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hipercaldrica evitando alteracion en la permeabilidad de la BBB y previniendo el

deterioro cognitivo.

3. Justificacion

El consumo excesivo de dietas hipercal6ricas promueve diversas desregulaciones
metabdlicas, generando un ambiente de inflamacién crénica y estrés oxidante
sistémicos que afectan a diferentes érganos y tejidos, tanto periféricos como en el
SNC, comprometiendo la permeabilidad de la BBB en hipocampo y su funcidon
cognitiva. Por este motivo, en los ultimos afios se buscan alternativas terapéuticas
que ayuden a prevenir o atenuar el deterioro cognitivo, destacando el uso de las
vitaminas. En particular, la NAM, debido a su efecto antioxidante y anti-inflamatorio;
asi como su importancia en el metabolismo celular, podria resguardar la integridad
de la BBB y prevenir el deterioro cognitivo inducido por la alta ingesta de dietas

hipercaldricas.

4. Pregunta de investigacion

¢NAM protegera la integridad de la BBB en hipocampo y con ello disminuira el
deterioro cognitivo, a través de reducir el estrés oxidante, la inflamacién y la actividad

de las ChEs alterados por la ingesta de una dieta HFS en ratas?

5. Hipotesis

NAM protege la integridad de la BBB y mejora la capacidad cognitiva al disminuir la
inflamacion, el estrés oxidante y la actividad de las ChEs en hipocampo de ratas

alimentadas con una HFS.
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6. Objetivo general

Evaluar el efecto de NAM sobre la permeabilidad de la BBB en hipocampo, su
correlacion con la actividad de las ChEs y el déficit cognitivo en ratas alimentadas

con una dieta HFS.

6.1. Objetivos especificos

Analizar los parametros bioquimicos, las citocinas proinflamatorias y los FFA

libres en suero de ratas sometidas a una dieta HFS y con tratamiento de NAM.

* Determinar los marcadores de estrés oxidante en suero y en el hipocampo de

ratas alimentadas con una dieta HFS y con tratamiento de NAM.

* Determinar la actividad especifica de AChE y BChE en suero y en el
hipocampo de ratas alimentadas con una dieta HFS y con tratamiento de

NAM.

* Evaluar la permeabilidad de la BBB en el hipocampo de ratas sometidas a una

dieta HFS y con tratamiento de NAM.

* Evaluar la memoria y el aprendizaje espacial en ratas alimentadas con una

dieta HFS y con tratamiento de NAM.

7. Materiales y métodos

7.1. El manejo ético de los animales
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Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999, revisada en 2015) para el cuidado y uso de
animales de laboratorio y fueron aprobados por el Comité Local de Investigacién y

Etica en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS; R-2020-3601-257).

7.2. Los animales y los tratamientos

Cuarenta ratas macho Sprague-Dawley (250 + 5 g) fueron proporcionadas por el
bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. Una semana antes de iniciar
los experimentos, las ratas fueron aclimatadas a periodos de luz/oscuridad (12/12 h),
con ventilacion para asegurar condiciones Optimas de humedad (50 %) y de
temperatura (23 °C). Posteriormente, los animales se alojaron individualmente en
cajas de acrilico y se dividieron aleatoriamente en cinco grupos (n=8 por grupo). Uno
de los grupos fue alimentado con una dieta estdndar (LABDIET 5008: 6.5 % de
grasa, 23 % de proteinas y 46.5 % de carbohidratos; grupo CONTROL) y agua
natural. Los 4 grupos restantes fueron alimentados con una dieta alta en grasas
(HFD; 18.5 % de grasa, 15 % de proteinas y 45.05 % de carbohidratos) y recibieron
agua para beber con sacarosa al 40 % (grupo HFS; dieta hipercaldrica). En tres de
los grupos alimentados con la dieta HFS, la bebida azucarada de cada grupo se
sustituy6é 5 horas por la mafiana, durante 5 dias a la semana por un bebedero con
agua que contenia NAM a concentraciones de 5, 10 y 15 mM (grupos HFS-NAMS5,
HFS-NAM10 y HFS-NAM15). Transcurrido este tiempo de 5 horas, se retiraron los
tratamientos con la NAM para continuar con la administracion de la bebida con

sacarosa al 40 %. Todos los tratamientos se llevaron a cabo durante 12 semanas, a
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libre acceso. Durante el periodo de tratamiento, se registraron el consumo de

alimento y el peso corporal tres veces por semana (Figura 1).

Ratas
,z” 1 d‘s\\\
/” : \~\
g 1 \~\
A7 \ 4 h' N
Dieta estandar Dieta alta en grasas+ HFS+NAM 5, 10 y 15 mM
(CONTROL) sacarosa al 40% (HFS) (HFS-NAMS5, 10 y 15)

Omm =

| J | |
1 12 semanas
Prueba cognitiva Prueba de permeabilidad
MWM de la BBB
\ 4

Obtencién de muestras

Figura 1. Disefio experimental de la administracion de la dieta HFS y el tratamiento con NAM. CONTROL;
dieta estandar, HFS; dieta alta en grasas + sacarosa al 40%, HFS-NAMS5, 10 y 15; HFS + Nicotinamida 5, 10 y 15
mM, MWM; laberinto acuatico de Morris, BBB; barrera hematoencefalica.

7.3. Determinacion de glucosa en ayuno

Al finalizar los tratamientos, todos los animales se dejaron en ayuno por 6 h y se les
midid la concentracion basal de glucosa en muestras de sangre colectadas de la
vena de la cola con un glucometro FreeStyle Optium (Laboratorios Abbott, Madrid,

Espafia).

7.4. Ensayo de memoria y aprendizaje espacial
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La prueba del laberinto acuatico de Morris (Morris, 1984) para evaluar el aprendizaje
y la memoria espacial se llevd a cabo a las 11 semanas de tratamiento y 24 h
después de la prueba de tolerancia a la glucosa. La prueba requirié de una piscina
(dimensiones: 150 cm de diametro, 50 cm de profundidad) dividida en cuadrantes
virtuales, y en las paredes de cada cuadrante se colocaron figuras de papel con
diferente forma y color. En el centro de uno de los cuadrantes se colocé una
plataforma de acrilico transparente (25 x 12 x 12 cm). La piscina se llen6 (3/5) con
agua tefiida con violeta de genciana, y se mantuvo a una temperatura de 26 = 2 °C,

asegurandose de que la plataforma permaneciera 2 cm por debajo del nivel del agua.

El experimento consistié en 2 etapas: entrenamiento y retencion. En la etapa de
entrenamiento (aprendizaje), se colocé a las ratas en uno de los cuadrantes de cara
a la pared, dejandola nadar durante 60 s y se registré el tiempo que le llevé encontrar
la plataforma oculta (latencia); si la rata encontraba la plataforma antes de 60 s, se le
dejaba sobre ella durante 15 s. En caso contrario, se la conducia hasta la plataforma,
se la dejaba sobre ella durante 15 s, y luego se la devolvia a su jaula de origen. Cada
rata realizo la prueba diariamente desde cada cuadrante de la piscina durante 5 dias

consecutivos.

Tras el periodo de entrenamiento, las ratas descansaron durante 2 dias. En la etapa
de retencion (memoria), primero se retird la plataforma y posteriormente se colocaron
a las ratas en el cuadrante opuesto en relacion con la ubicacién original de la
plataforma. Se permiti6 a las ratas nadar durante 60 s, registrando el tiempo que

nadaban en el cuadrante donde estaba colocada la plataforma. Luego de los 60 s de
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la prueba, las ratas fueron retiradas de la piscina. Todas las pruebas se grabaron en

video y fueron analizadas manualmente por un juez a ciegas (Figura 2).

Latencia Retencidn

Dia1 Dia5 Dia 8 (memoria)
Figura 2. Prueba del Laberinto Acuatico de Morris para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial en
ratas. La prueba constd de dos fases: una fase de latencia de cinco dias, donde se registré el tiempo que
tardaron las ratas en localizar una plataforma oculta en la piscina después de ser liberadas durante un intervalo
de 60 segundos; y una fase de retencion, donde la plataforma fue retirada y se registré el tiempo que las ratas
pasaron nadando en el cuadrante donde originalmente estaba la plataforma.

7.5. Las muestras bioldgicas

Al final de los tratamientos, los animales fueron pesados y anestesiados con zoletil
(20 mg/kg, i.m.) y xilacina (5 mg/kg, i.m.). Se obtuvieron muestras de sangre por
puncion cardiaca, se colocaron en tubos sin anticoagulante y se centrifugaron a 1
500 x g durante 15 min (Sorvall Legend Mach 1.6 R centrifuge, Thermo Scientific,
Massachusetts, USA). Los sueros se almacenaron a -70 °C y se descongelaron
inmediatamente antes de su uso. Se extrajo el cerebro, se disecd el hipocampo y se

almacend a -70 °C hasta el momento de su uso.

7.6. Andlisis de los marcadores metabdlicos

Las determinaciones en suero de marcadores metabdlicos como la glucosa (GLU), el

colesterol total (CT), los triacilgliceroles (TG), las lipoproteinas de alta densidad (C-
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HDL) y las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) se realizaron con un analizador
automatizado SPOTCHEM EZ SP-4430 (ARKRAY, Inc., Miami, Florida, USA)
mediante el uso de tiras reactivas multiparamétricas siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los acidos grasos libres (FFA) se cuantificaron utilizando un kit
colorimétrico (BioVision, Milpitas, California, USA) y la absorbancia se midié a 570
nm de longitud de onda, el procedimiento se llevd a cabo de acuerdo con las

instrucciones de uso.

7.7. Determinacion de las citocinas proinflamatorias y la insulina

Los niveles de la IL-6, el TNF-a y la insulina se cuantificaron a través de un ensayo
inmunoenzimatico adsorbente en fase sélida (ELISA) mediante los kits comerciales;
EZRTNFA rat (rat TNF-a elisa kit cat 900-k86, USA), Peprotech (Rat IL-6 Standard
ABTS ELISA Development Kit, USA) y Millipore (Rat / Mouse Insulin Assay cat
EZRMI-13K, USA) siguiendo las indicaciones de los fabricantes. Las muestras fueron
leidas a una absorbancia de 450 nm de longitud de onda, utilizando un lector de
placas de microtitulacion (LabSystems Multiskan EX lector de microplacas de 96
pocillos, Helsinki, Finlandia). Se consideraron aceptables los coeficientes de
variacion intraensayo inferiores al 7 %. Se generd una curva estandar para cada
ensayo. Para determinar la resistencia a la insulina, se calculé el HOMA-IR mediante
la siguiente férmula: ([insulina pUI/mL] x [glucosa mg/dL]) /405. En esta formula, el
numero 405 es un factor de normalizacién establecido para ajustar las unidades de
glucosa y de insulina para proporcionar una medida mas precisa de la resistencia a

la insulina.
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7.8. Determinacion de la lipoperoxidacion en el suero y el hipocampo

La lipoperoxidacion se cuantific6 en homogeneizados de hipocampo (en PBS 0.1 M,
pH 7.5) y en suero mediante sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
(Jentzsch et al., 1996). Una alicuota de suero y homogeneizado de hipocampo
fueron agregadas a tubos Eppendorf de 1.5 mL y las mezclas se mantuvieron en
hielo, y luego se centrifugaron a 20 000 x g a 4 °C durante 15 min (Sorvall ST-40R,
Thermo Scientific, Alemania). Los sobrenadantes fueron separados en tubos y se les
afiadio acido tiobarbiturico (0.11 mM), se agitaron en voértex y se calentaron a 90 °C
durante 60 min, posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se agrego
butanol, se agitaron en vértex y se centrifugaron. Los sobrenadantes fueron
transferidos a una placa de 96 pozos y la absorbancia fue leida a 535 nm de longitud

de onda. Se prepard un patrén de referencia con 1,1,3,3-tetrametoxipropano.

7.9. Determinacién de la concentracion de glutation reducido (GSH) en el suero

y el hipocampo

Se homogeneizaron fracciones de hipocampo (10 % p/v) en acido metafosférico al 5
% para determinar las concentraciones de glutation reducido (GSH). Los
homogeneizados fueron centrifugados a 20 000 x g a 4 °C durante 20 min (Sorvall
ST-40R, Thermo Scientific, Germany) y se colectaron los sobrenadantes. El GSH en
el suero y los sobrenadantes se determind espectrofotométricamente utilizando el
reactivo de Ellman [5-5"-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico), DTNB]. Este ensayo se basa
en la reaccion estequiométrica entre el DTNB y el grupo tiol del GSH. El producto,

benzoato de nitromercapto, origina un color amarillo proporcional a la concentracion
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de GSH y es medible a una absorbancia maxima a 412 nm de longitud de onda

(Tietze, 1969).

7.10. Determinacion de glutation oxidado (GSSG) en el suero y el hipocampo

Muestras de hipocampo se homogeneizaron (10 % p/v) en PBS 0.1 M pH 7.5, se
centrifugaron a 10 000 x g a 4 °C durante 20 min (Sorvall ST-40R, Thermo Scientific,
Alemania) y los sobrenadantes se utilizaron para las determinaciones. Para la
evaluacion de la GSSG, se utilizé un método enzimatico después del tratamiento del
sobrenadante y el suero con 10 mM de 1-metil-2-vinilpiridio trifluorometanosulfonato,
que secuestra los grupos tiol sin interferir con la enzima glutation reductasa (GR)
presente en el ensayo. EI GSSG fue reducido a GSH por la GR en presencia de
NADPH+ y el GSH generado se cuantificd utilizando el reactivo de Ellman. El
producto es medible a una absorbancia maxima de 412 nm de longitud de onda

(Tietze, 1969).

7.11. Determinacion de las proteinas carboniladas en el suero y el hipocampo

Los grupos carbonilos fueron analizados espectrofotométricamente (Levine et al.,
1990; modificado). El ensayo se basa en la reaccién entre la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) y los carbonilos proteicos formando una base de Schiff para producir la
hidrazona correspondiente, que se lee a 370 nm de longitud de onda. Para ello,
fueron preparados homogeneizados de hipocampo en PBS 0.1 M conteniendo 1 mM
de EDTA a pH 6.7 y centrifugados a 10 000 x g durante 10 min a 4 °C (Sorvall ST-

40R, Thermo Scientific, Alemania). Se eliminaron los sobrenadantes y los pelets se

-37 -



resuspendieron en PBS. Se transfirieron alicuotas de suero o de los botones
resuspendidos a 2 tubos: uno se considero tubo de muestra y el otro tubo de control,
en los que se anadié DNPH en HCI 2.5 M o HCI 2.5 M respectivamente. Los tubos se
dejaron incubar en la oscuridad durante 1 h. A continuacion, se anadié acido
tricloroacético (TCA al 20 % p/v) a cada tubo, y las muestras se agitaron en vértex,
se incubaron a 4 °C durante 15 min y se centrifugaron a 10 000 x g durante 10 min a
4 °C. El sobrenadante se desechd y se repitié el paso utilizando TCA al 10 % (p/v). A
continuacion, se desechd el sobrenadante y el precipitado se lavd (3 veces) con
etanol/acetato de etilo (1/1; v/v) para eliminar el reactivo DNPH libre. Los pellets se
resuspendieron en clorhidrato de guanidina 6 M, se agitaron en vortex y se
centrifugaron a 10 000 x g durante 10 min a 4 °C. Por ultimo, se leyeron las alicuotas

del sobrenadante de los tubos de control y de muestra a 370 nm de longitud de onda.

Los resultados se reportaron de la siguiente manera:

Absorbancia muestra — Absorbancia control

Proteinas carboniladas (nmol/mL) = - (A/B)

donde €= Coeficiente de extincion para DNPH (0.011 uM-') se ajustd a la longitud de
la solucion en el pocillo; A= Volumen final de reaccion; y B= Volumen leido en el

pocillo.

7.12. Determinacion de la capacidad antioxidante en el suero y el hipocampo

La capacidad antioxidante se determind mediante el ensayo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) (Brand-Williams et al., 1995). Para ello, se disolvié 0.1 mM de DPPH

en metanol al 80 % (DPPH-metanol). Las alicuotas de suero y los homogeneizados
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de hipocampo en PBS (10 % p/v) se hicieron reaccionar con la solucion de DPPH-
metanol (1:29), se agitaron en vértex y se incubaron durante 60 min a temperatura
ambiente en la oscuridad, a continuacién, se centrifugaron a 9 000 x g durante 10
min a 4 °C (Sorvall ST-40R, Thermo Scientific, Alemania). Una alicuota del
sobrenadante se leyé en un lector ELISA a 517 nm de longitud de onda. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de eliminacion del radical DPPH y se

calculo de la siguiente forma.

A0 — (A1 - A2)
x1

10 00

% eliminacién de DPPH =

donde AO=control negativo (DPPH-metanol); A1=sistema que contiene la muestra
(DPPH-metanol mas suero/homogenado hipocampal); y A2=blanco (muestra-

metanol).

7.13. Ensayo de actividad especifica de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE)

y butirilcolinesterasa (BChE)

Los fragmentos de hipocampo se homogeneizaron (10 % p/v) en Tris-hidrocloruro 15
mM (conteniendo NaCl 1 M, MgCI2 50 mM, EGTA 1 mM y EDTA 3 mM), pH 7.5 al 1
% Brij-97 (p/v) un surfactante no idnico utilizado para solubilizar a las ChEs, ancladas
a la membrana celular. Las muestras homogeneizadas se centrifugaron a 20 000 x g
a 4 °C durante 15 min (Sorvall ST-40R, Thermo Scientific, Alemania) y los
sobrenadantes fueron separados para medir las actividades. Las actividades de
BChE y AChE se determinaron por el método de Ellman (Ellman et al., 1961).

Alicuotas de suero o sobrenadante se pretrataron con inhibidores especificos de
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cada enzima (isoOMPA 2 mM y BW284C51 4 mM, respectivamente) en PBS 0.1 M
con DTNB 0.01 M durante 20 minutos a temperatura ambiente y a continuacién se
afiadieron tioanalogos de los sustratos naturales de BChE y AChE (butiriltiocolina 11
mM vy acetiltiocolina 11 mM, respectivamente). EI DTNB oxidé los grupos tiol libres,
produciendo 5-tio-2-nitrobenzoato, que produjo un color amarillo que se ley6 a 412
nm de longitud de onda. La actividad fue expresada como U/mg de proteina, donde
una unidad se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1.0 ymol de sustrato
por minuto. La cuantificacion de proteinas se midi6 mediante el método de Lowry

modificado (Lowry et al., 1951).

7.14. Inhibicioén in vitro de la actividad de AChE por la NAM

Considerando la accion de la AChE en la hidrdlisis de la ACh, se decidié estudiar
unicamente el efecto in vifro de la NAM sobre esta enzima. Se utilizaron
homogenados de hipocampo de ratas CONTROL para determinar la velocidad
maxima (Vmax) y la constante de Michaelis-Menten (Km) a diferentes
concentraciones del sustrato (50-1000 uM de acetiltiocolina). Posteriormente, para
determinar el tipo de inhibicién, se midi6 la actividad AChE con diferentes
concentraciones del sustrato en presencia de diferentes concentraciones de la NAM
(2.5-15 mM), evaluando el tipo de inhibicion mediante el diagrama de Lineweaver-
Burk (1/[S] vs. 1/Vmax). El homogeneizado y la evaluacién de la actividad enzimatica

se llevaron a cabo como se ha mencionado anteriormente.
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7.15. Ensayo de permeabilidad en la BBB

Una vez finalizados los tratamientos, todos los animales fueron anestesiados con
pentobarbital soédico (25 mg/kg, i.p.). Se realiz6 una incisidon toracica en el lado
izquierdo de cada animal para exponer el corazén y se administraron 2 mL/kg de
peso corporal de un coctel de Na-fluoresceina (NaF; 10 mg/mL) y azul de Evans (AE;
1 mg/mL). Después de 5 min de circulacion del coctel de trazadores, las ratas fueron
perfundidas via intracardiaca con solucion salina (0.9 % p/v) durante 5 min.
Posteriormente, el cerebro fue removido y el hipocampo fue extraido para evaluar los
trazadores filtrados. Las muestras se homogeneizaron en PBS 0.1 M y se
centrifugaron a 16, 000 x g durante 10 min. Después, se afiadié metanol anhidro al
sobrenadante, se agité en vortex y se centrifugd a 16, 000 x g durante 10 minutos.
Los sobrenadantes se colocaron en una placa de 96 pocillos y la absorbancia se
cuantific6 mediante un lector de microplacas HLAB (H Reader 1) utilizando filtros de
excitacion de 485 nm y emision de 535 nm para NaF vy filtros de excitacion de 535 nm
y emision de 595 nm para AE. El analisis fue por duplicado y la concentracién de los
trazadores se calculd por una curva estandar. Los resultados se presentan como la
concentracion del trazador por peso de tejido humedo del hipocampo (mg/g) (Figura

3).
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Figure 3. Determinacion de la permeabilidad de la BBB en hipocampo. La prueba consistié en la
administracion via intracardiaca de un coctel de trazadores de bajo peso molecular (NaF y AE) impermeables a la
BBB en condiciones normales. Se perfundié con solucion salina y se extrajo el hipocampo, se homogeneizé y
finalmente se separé el sobrenadante y mediante un espectrofotdmetro se determinaron las concentraciones de
los trazadores que cruzaron la BBB.

7.16. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media £ error estandar de la media (SEM). Las
comparaciones entre grupos se realizaron con ANOVA de una via, y se utilizé la
prueba de Tukey para los analisis post hoc entre grupos. Todos los calculos
estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 8, y los valores de p <

0.05 se consideraron significativos.

8. Resultados

8.1. La administracion de la NAM reduce el tejido adiposo y aumenta la masa

muscular

La dieta HFS disminuyd la ingesta de alimentos y liquidos; sin embargo, las calorias
consumidas fueron aproximadamente al doble, sin cambios en el peso corporal en
comparacion con las del grupo CONTROL. Ademas, el grupo HFS mostré un
aumento significativo del tejido adiposo visceral y epididimario (190 % y 149 %,
respectivamente), junto con una disminucion significativa de la masa muscular del
cuadriceps (39.8 %), en comparacion con los del grupo CONTROL. En los grupos
HFS-NAM5, 10 y 15 se observd una disminucién significativa del tejido adiposo
visceral (61 %,29 % y 22 % respectivamente) y epididimario (60 %, 33 % y 31 %

respectivamente), asi como un aumento de la masa muscular del cuadriceps (58 %,
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28 % y 28 % respectivamente), en comparacion con los del grupo HFS, con valores
similares a los del grupo CONTROL. Estos cambios también se observaron en los
grupos NAM 10 y NAM 15 en comparacion con el grupo HFS, pero sin diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de NAM sobre el peso corporal, tejido adiposo y masa muscular en ratas
alimentadas con una dieta HFS

PARAMETROS CONTROL HFS HFS-NAMS5 HFS-NAM10 HFS-NAMI15
Peso inicial (g) 248 £1.3 252+1.3 250+£0.8 248 £1.0 250+1.1
Peso final (g) 436+ 54 446 + 14 398 £ 13 436 +£19.3 444 £ 13
Ganancia de peso (g) 188+5.9 195+13.9 148 £13 186 £19.3 194 £ 12.6
Calorias (Kcal/week) 533 +£13.1 850 £27.1*** 892 +36.4 878 £25.2 909 £45.1
Tejido adiposo visceral (g) 427+04 124+ 1.1%%% 48+ 08%%&  gg+14% 9.7+0.8%
Tejido adiposos epididimo (g) 2.55+05 6.3 £ 0.7%*%* 2.5+£05%%&  42+0.5% 43+04%
Masa muscular cuadriceps (g) 593+0.5 3.6£0.2%* 5.7+£0.3%& 4.6£0.5% 4.6+0.3%

Los valores se expresan como la media + SEM de 8 animales por grupo. **p < 0.01, ***p < 0.001 con respecto al grupo
CONTROL vy %&p < 0.01 y #&p < 0.001 con respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de una via con una prueba post-
hoc de Tukey.

8.2. La administracion de la NAM mejora el perfil metabdlico y las citocinas

proinflamatorias

Los resultados en la Tabla 2, muestran los aumentos significativos y pronunciados en
los niveles séricos de glucosa (50 %), insulina (29 %), CT (12%), TG (68 %), FFA
(503 %) y HOMA-IR (96 %) en el grupo HFS en comparacion con los del grupo
CONTROL. El grupo HFS mostré una reduccién del 35 % de C-HDL en comparaciéon
con el grupo CONTROL. Por el contrario, los grupos HFS-NAM5S, HFS-NAM10 y
HFS-NAM15 presentaron niveles disminuidos en la glucosa (37 % 29 % y 20 %

respectivamente), TG (63 %, 51 % y 26 % respectivamente) y TC (10 %, 13 % y 14
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% respectivamente), asi como un aumento en los niveles de C-HDL (46 %, 42 % y 28
% respectivamente) comparados con el grupo HFS. Las tres dosis de NAM (5, 10 y
15 mM) disminuyeron significativamente los niveles séricos de FFA (81 %, 305 % y
71 %, respectivamente), en la insulina (12 %, 20 % y 24 % respectivamente) y

HOMA-IR (46 %, 41 % y 38 % respectivamente) en comparacién al grupo HFS.

Por otro lado, la dieta HFS aumenté significativamente el TNF-a (44.3 %) y la IL-6
(451 %) con respecto al grupo CONTROL. Los grupos HFS-NAM5, HFS-NAM10 y
HFS-NAM15 presentaron un decremento de IL-6 (86 %, 71 % y 55 %

respectivamente) en comparacion con el grupo HFS (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de NAM sobre los parametros bioquimicos y de inflamacion en suero de
ratas alimentadas con una dieta HFS

PARAMETROS CONTROL HFS HFS-NAMS HFS-NAM10 HFS-NAMI15
Marcadores Bioquimicos

Glucosa (mg/dL) 83.3+4.8 125 £ 4.7%** 78.8 £ 5.4%&& 88.8+5.2%&&& 100 £2.6%
Insulina (nUI/mL) 13.7+£0.09 17.7+0.24% 15.8 £ 0.60% 14.02+£1.21% 13.4+1.06%
TC (mg/dL) 64.0+2.38 71.5+2.5% 64.5+1.6% 62.0+ 1.4% 60.0 = 4.5%
TG (mg/dL) 663+13.7 112+£9.8% 41.3+£23%&& 54.8+10.5%¢  82.8+10.4%
C-HDL (mg/dL) 41.8+34 272 +£2.9%* 39.8 +1.4% 38.8+1.5¢ 35+3.0%
C-LDL (mg/dL) 11.3+£1.9 153+23 145+13 9+2.38 8+24

FFA (nmol/uL) 104+1.3 60.3 £20.9* 11.5+3.5%& 17.4 +6.5% 10.4 £ 1.9%&
HOMA-IR 2.7+0.17 5.3 £022%%%  284().22%&& 3.1 £0.47%& 3.2+£0.31%&
Biomarcadores inflamacion

TNF-a (pg/mL) 4.8+0.3 6.9 +0.2* 7.1+0.8 69104 7.1+£04
IL-6 (pg/mL) 2.5+0.6 142+£0.8%%% 2.0+ (4%&& 4.1 +£1.4%& 6.4+2.9%

Los valores se expresan como la media

SEM de 8 animales por grupo. *p<0.05, **p<0.001 y ***p<0.001

respecto al grupo CONTROL vy &p<0.05, #p<0.01 y 34%p<0.001 respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de
una via con una prueba post hoc de Tukey. GLU: glucosa, CT: colesterol total, TG: triacilgliceroles, C-HDL:
colesterol-lipoproteinas de alta densidad, C-LDL: colesterol-lipoproteinas de baja densidad, FFA: acidos grasos
libres, HOMA-IR; resistencia a la insulina, TNF-a: factor de necrosis tumoral a, IL-6: interleucina 6.
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8.3. La administracion de la NAM reduce en suero la lipoperoxidacion, proteinas
carboniladas y la actividad de las ChEs, aumentando la capacidad antioxidante y la
relacion GSH/GSSG

En el suero, la peroxidacidon lipidica y la oxidacion de proteinas aumentaron
significativamente en el grupo HFS (64 %; Figura 4A y 48 %; Figura 4B,
respectivamente) junto con la actividad AChE y BChE (~58 %, Figura 4E y 4F) en
comparacion con los del grupo CONTROL. Ademas, la capacidad antioxidante y el
estado redox, evaluados mediante DPPH y la relacion GSH/GSSG disminuyeron
(23.5 %; Figura 4C y 52 %; Figura 4D, respectivamente) en el grupo HFS,
comparado con el grupo CONTROL. Por el contrario, los grupos HFS-NAM 5, 10y 15
mM disminuyeron la lipoperoxidaciéon (43 %, 65 % y 29 %, respectivamente),
proteinas carboniladas (37 %), la actividad de AChE (25 %, 33 % y 34 %,
respectivamente) y la actividad de BChE (60 %, 28 % y 40 %, respectivamente) en
comparacioén con el grupo HFS. Ademas, los grupos HFS-NAMS5, 10 y 15 mostraron
una mayor capacidad para eliminar el radical DPPH (~39 %) y tenian una mayor
relacion GSH/GSSG (104 %, 159 % y 93 %, respectivamente) en comparacion con el

grupo HFS.
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Figura 4. Efecto de NAM en marcadores de estrés oxidativo y actividades de las ChEs en suero de ratas
alimentadas con una dieta HFS. (A) Concentraciones de TBARS. (B) Proteinas carboniladas. (C) % de
eliminacion de DPPH. (D) Relacion GSH/GSSG. (E) Actividad especifica de AChE. (F) Actividad especifica de
BChE. Los valores se expresan como la media + SEM de 8 animales por grupo. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001
respecto al grupo CONTROL vy &p<0.05, #p<0.01 y #4%p<0.001 respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de
una via con una prueba post-hoc de Tukey.
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8.4. La administracion de la NAM reduce la lipoperoxidacion, proteinas carboniladas
y la actividad de las ChEs, aumentando la capacidad antioxidante y la relacion
GSH/GSSG en el hipocampo

En el hipocampo, el grupo HFS mostré resultados similares a los observados en el
suero, donde aumentaron las TBARS y las proteinas carboniladas (47 %; Figura 5A,
166 %; 5B, respectivamente), las actividades de AChE (64 %; Figura 5E) y BChE
(300 %; Figura 5F), mientras que la capacidad antioxidante y la relacion GSH/GSSG
disminuyeron (20 %; Figura 5C y 58 %; Figura 5D, respectivamente) en comparacion
con el grupo CONTROL. NAM ejerci6 un efecto antioxidante al disminuir
significativamente en las TBARS en los grupos HFS-NAMS5, 10, y 15 (40 %, 29 %, y
31 %, respectivamente) simultdneo con un aumento en la relacion GSH/GSSG (62
%, 185 %, y 81 %, respectivamente) y la capacidad antioxidante (26 %, 34 %, y 33
%, respectivamente) en comparaciéon con el grupo HFS. También, se observd que
disminuyeron significativamente las proteinas carboniladas en el hipocampo de los
grupos HFS-NAM10 y 15 (40 % y 60 %, respectivamente). En el caso de la actividad
de las ChEs en hipocampo, NAM disminuy®é la actividad de AChE un ~29 % y mostré
una disminucion pronunciada del 70 % en la actividad de BChE en comparacion con

el grupo HFS, con valores cercanos a los obtenidos en el grupo CONTROL.
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Figura 5. Efecto de NAM en marcadores de estrés oxidativo y actividades de las ChEs en hipocampo de
ratas alimentadas con una dieta HFS. (A) Concentraciones de TBARS. (B) Proteinas carboniladas. C) % de
eliminacion de DPPH. (D) Relacion GSH/GSSG. (E) Actividad especifica de AChE. (F) Actividad especifica de
BChE. Los valores se expresan como la media + SEM de 8 animales por grupo. **p< 0.01 y ***p<0.001 respecto
al grupo CONTROL y 4p<0.05, 4p<0.01 y 44&p<0.001 respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de una via con
una prueba post-hoc de Tukey.
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8.5. La administracion de la NAM disminuye la permeabilidad de la BBB en el
hipocampo

Se evalué la permeabilidad de la BBB con 2 trazadores que no pasan en una barrera
integra: Evans (AE) y fluoresceina sédica (NaF). El grupo HFS presenté el mayor
aumento en la extravasacion de los trazadores (5.34 veces; Figura 6A y 7 veces;
Figura 6B, respectivamente) en comparacion con el grupo CONTROL. Por el
contrario, NAM disminuy¢ significativamente la permeabilidad de la BBB; se observo
una menor extravasacion de AE en el grupo HFS-NAMS (2.6 veces) y en el grupo
HFS-NAM10 (1 vez) en comparacién con el grupo HFS (Figura 6A). En los grupos
HFS-NAMS5, 10 y 15 mM, la extravasacion de NaF disminuyé significativamente (~1,5

veces) en comparacion con el grupo HFS (Figura 6B).
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Figura 6. Efecto de NAM sobre la permeabilidad de la BBB en hipocampo en ratas alimentadas con dieta
HFS. (A) Permeabilidad AE (Azul de Evans). (B) Permeabilidad NaF (fluoresceina sddica). Los valores se
expresan como la media + SEM de 5 animales por grupo. ***p<0.001 respecto al grupo CONTROL y 4p<0.05,
8&p<0.01, 48p<0.001 respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey.
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8.6. La administracion de la NAM atenua el deterioro cognitivo inducido por la

sobrecarga calorica

La capacidad cognitiva en ratas se evalué mediante la prueba del laberinto acuatico
de Morris (MWM) tras 12 semanas de administracion de la dieta HFS. Durante la
prueba se evaluo6 el aprendizaje (latencia) y la memoria (retencién). Durante la fase
de entrenamiento, el grupo CONTROL presenté una disminucién constante de la
latencia a lo largo de los 5 dias; mientras tanto, el grupo HFS mostré un deterioro en
el aprendizaje en los dias 2, 3, 4 y 5, como lo demuestran las latencias mas altas
para encontrar la plataforma oculta (1, 2.5, 1.5 y 2.7 veces, respectivamente, Figura
7A'y 7B), con respecto al grupo CONTROL. En las dosis utilizadas, la NAM revirtio el
déficit cognitivo inducido por la dieta HFS, como lo demuestra una reduccién
progresiva de las latencias del dia 2 al dia 5 (~0.71, 1.6, 0.75 y 1 veces,

respectivamente; Figura 7A y 7B) en comparacion con los del grupo HFS.

La prueba de retencion se realizd 48 h después de la dultima sesién de
entrenamiento, para la cual primero se retiro la plataforma. Las ratas del grupo HFS
pasaron menos tiempo en el cuadrante donde se habia situado la plataforma (0.6
veces menos; Figura 7C) que las del grupo CONTROL. Por otra parte, las ratas de
los grupos HFS-NAMS5, 10 y 15 nadaron mas tiempo en el cuadrante donde se habia
situado la plataforma (0.6, 0.6 y 1 vez, respectivamente; Figura 7C) con respecto al

grupo HFS.
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Figura 7. NAM aumenta el aprendizaje y la memoria espacial en ratas alimentadas con dieta HFS. (A)
Latencia (aprendizaje) los dias 1-5. (B) Latencia dia 5. (C) Tiempo nadando en el cuadrante donde estaba situada
la plataforma, prueba de retencion, dia 6 (memoria). Los valores se expresan como la media + SEM de 8
animales por grupo. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al grupo CONTROL y %p<0.05, 3%p<0.01,
888<0.001 respecto al grupo HFS. Analisis de ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey.

8.7. La NAM es un inhibidor acompetitivo de la actividad AChE

En la cinética de Michaelis-Menten se observo un decremento de la Vmax en la
actividad de la AChE dependiente de la concentracion de la NAM (Figura 8A), lo que
indica un efecto inhibidor de la NAM. Este hallazgo fue confirmado por los valores de

los parametros cinéticos (Vmax y Km) evaluados mediante el diagrama de

Lineweaver-Burk (Figura 8B), mostrando que la Km y la Vmax disminuyeron (Vmax:

-51-



[0];0.62, [2.5];0.58, [5];0.54,[10];0.51, [15];0.45 y Km [S]: [0];0.16, [2.5];0.13, [5];0.11,
[10];0.12, [15];0.11) desde la concentracién mas baja de NAM (2,5 mM) hasta la mas
alta (15 mM) con respecto al grupo sin NAM (CONTROL), indicando una inhibicion
de tipo acompetitiva, en la cual el inhibidor se une solo al complejo enzima sustrato

alterando la actividad catalitica de la enzima.

(A) (B)
0.6 10—
—— CONTROL —— CONTROL
R ——3 — NAM25 8— —  NAM10
s | e S 7+ x NAM15
£ 044 < T - NAMI5 6—
=) SRRt % =
£ a E 4
2 = .
-
g 0.2 2=
> /
== T T T T 1
0.0 —r—7— -10/ ) 10 20
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 b 1/[S]
[ATCh mM]

Figura 8. Inhibicién in vitro de AChE por NAM en hipocampo de rata. (A) Diagrama de Michaelis-Menten
para la actividad de AChE a diferentes concentraciones del sustrato acetiltiocolina (ATCh 0.05-0.8 mM) y NAM
(2.5-15 mM). (B) Diagrama de Lineweaver-Burk para la actividad de AChE a diferentes concentraciones de
NAM (10 y 15 mM) muestra inhibicion acompetitiva. Los valores representan la media + SEM de 5
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al CONTROL (sin NAM). Analisis de
ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Tukey. Vmax; velocidad maxima, Km; constante de Michaelis-
Menten, [S]; concentracion de sustrato.

9. Discusién

En el presente estudio encontramos que la glucolipotoxicidad generada por la dieta
hipercaldrica alter6 los parametros bioquimicos, los de inflamacién, el estrés
oxidante, ademas, causé un aumento en la permeabilidad de la BBB, la actividad de
las ChEs y afect6 la capacidad cognitiva. La administracion a largo plazo de NAM

atenud todas estas alteraciones. La NAM mejoré la sensibilidad a la insulina, la
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capacidad antioxidante y la integridad de la BBB, al mismo tiempo disminuyé el
estrés oxidante, la lipoperoxidacion y la actividad de las ChEs, mejorando la

capacidad cognitiva (el aprendizaje y memoria espacial).

La ingesta de dietas con elevado contenido energético propicia alteraciones tanto
periféricas como en el SNC, afectando la calidad de vida y aumentando el riesgo de
desarrollar enfermedades crénicas (Walker & Harrison, 2015; Gutiérrez-Solis et al.,
2023). Estas alteraciones inician como consecuencia de la acumulacién excesiva de
grasa en el tejido adiposo y en tejidos no especializados (almacenamiento ectdpico),
lo que induce una hipertrofia en los adipocitos, asi como la sintesis y liberaciéon de
citocinas proinflamatorias. Ademas, los acidos grasos libres (FFA) y las especies
reactivas de oxigeno (ERO) generadas en el tejido adiposo circulan a través de la
sangre y alcanzan diferentes 6rganos y tejidos, afectando su funcion (Biobaku et al.,
2019). Esta circulaciéon sistémica de productos del tejido adiposo contribuye a la

disfunciéon metabdlica y al desarrollo de enfermedades relacionadas con la obesidad.

En este sentido, nuestro modelo de dieta hipercalérica condujo a un aumento de la
grasa visceral y epididimal, reflejando un aumento de los niveles circulantes de FFA,
TG, TC, IL-6 y TNF-a en el grupo HFS que puede ser consecuencia de un efecto
combinado sobre el higado, la adiposidad y la resistencia a la insulina (Tabla 2). La
respuesta a la HFS puede comenzar cuando la fructosa derivada de la sacarosa
promueve la sintesis hepatica de acidos grasos y la subsiguiente formacion de TG,
induciendo resistencia hepatica a la insulina (Mejia et al., 2018; Loza-Medrano et al.,

2020; Villeda-Gonzalez et al., 2020), como se evidencié por el HOMA-IR en el grupo
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HFS. Ademas, los FFA séricos generados por la lipdlisis, promovieron la
lipoperoxidacién y un ambiente oxidante en el grupo HFS, evidenciado por el
aumento en las TBARS vy la disminucién de la capacidad antioxidante y la relacion
GSH/GSSG. Los niveles disminuidos de la relacion GSH/GSSG sugieren un estado
redox oxidado y la incapacidad para contrarrestar los efectos perjudiciales o la alta
produccion de ERO. Ademas, el aumento de TBARS, de proteinas carboniladas y la
disminuciéon de la capacidad antioxidante (DPPH) indican una posible toxicidad

celular.

El consumo de dietas hipercaldricas, ademas de generar cambios metabdlicos,
también se asocia con alteraciones en la permeabilidad de la BBB y déficit cognitivo
(Pallebage-Gamarallage et al., 2012; Lin et al.,, 2017). El aumento del estrés
oxidante, la inflamacion sistémica y los niveles de FFA saturados circulantes afectan
a la integridad de la BBB, desencadenando neuroinflamacion y subsecuentemente
deterioro cognitivo (Pugazhenthi et al., 2017; Rhea et al., 2017). En nuestra
investigacion, el aumento en IL-6, TNF-a, TBARS y FFA en suero de los animales del
grupo HFS se puede asociar con el déficit cognitivo, como lo indica la memoria y
aprendizaje espacial deficientes durante las fases de entrenamiento y retencién de la
prueba del laberinto acuatico de Morris. Las TBARS, en particular el 4-hidroxi-
nonenal y el malondialdehido, son subproductos de la oxidacion lipidica debido a un
aumento de los radicales libres. Los niveles elevados de ERO en el SNC son uno de

los principales determinantes de la disfuncion cognitiva (Roy et al., 2021).
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Ademas, la ingesta de una dieta alta en calorias produjo aumento en la
permeabilidad de la BBB hipocampal, la concentracion de las TBARS vy las proteinas
carboniladas, al tiempo que disminuyd la capacidad antioxidante y la relacion
GSH/GSSG. El aumento de la permeabilidad de la BBB sugiere el paso libre de iones
y moléculas al parénquima cerebral (Ogata et al., 2019). Los resultados obtenidos en
el presente estudio concuerdan con el hallazgo de que las dietas
hipercolesterolémicas o altas en grasas saturadas inducen disfuncién en la BBB y
desencadenan activacion glial en el hipocampo y la corteza cerebral en roedores
(D'Alonzo et al., 2020; Li et al., 2021). El estrés oxidante sistémico se demostrd
mediante los niveles altos de las proteinas carboniladas y las TBARS en suero, asi
como por la baja capacidad antioxidante (DPPH) y la disminucién de la relacion
GSH/GSSG. En consecuencia, el estrés oxidante sistémico afecta a la integridad de
la BBB, probablemente oxidando las proteinas de las uniones estrechas,
aumentando la permeabilidad y provocando un aumento de citocinas proinflamatorias
y los FFA en diferentes regiones cerebrales (Tucsek et al., 2014; Elahy et al., 2015).
En este sentido, nuestros resultados indican que la dieta HFS aumentd el estrés
oxidante y la inflamacién en el hipocampo, afectando a la memoria y el aprendizaje.
En condiciones normales, el transito de moléculas a través de la BBB se produce de
forma selectiva por transportadores (Liu & Liu, 2014). Sin embargo, se ha descrito
que la alteracion de las uniones estrechas desencadena un paso descontrolado de
metabolitos, que eventualmente pueden alterar la funcion de neuronas y células
gliales (parénquima cerebral) en regiones como el hipocampo afectando la capacidad

cognitiva (Ogata et al., 2019). La permeabilidad de la BBB en el hipocampo aumenté
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en el grupo HFS, esto podria estar indicando alteraciones en los complejos proteicos
que constituyen a las uniones estrechas, como se reportado un modelo in vitro con
una dieta alta en grasas donde se observéd que disminuyeron las expresiones de ZO-
1 y la ocludina (Li et al., 2021). Estas alteraciones en la permeabilidad de barrera
permiten la entrada de moléculas periféricas y células inmunes (citocinas, células
inmunes) que perturban la homeostasis en parénquima cerebral (Erickson et al.,
2012), afectando la funcién del hipocampo con relacién a la memoria y aprendizaje,
asi demostrado mediante la prueba del MWM donde el grupo HFS presenta un bajo
desempefio al tardar mas tiempo en encontrar la plataforma (aprendizaje) y nadar
menos tiempo en el cuadrante donde habia estado posicionada la plataforma

(memoria).

Por otra parte, se ha descrito previamente un aumento de la actividad de las ChEs
séricas inducido por una dieta alta en carbohidratos (Villeda-Gonzalez et al., 2020).
Este aumento en la actividad colinesterasica probablemente provoca una mayor
hidrdlisis de la ACh, impidiendo su actividad anti-inflamatoria y favoreciendo la
inflamacion sistémica. Se ha descrito que la union de la ACh al receptor nicotinico en
macrofagos ejerce efectos anti-inflamatorios, evitando la produccion y liberacion de
citocinas proinflamatorias (Shenhar-Tsarfaty et al., 2015). EI mismo mecanismo
puede darse en el SNC, ya que el receptor a7 nicotinico de la ACh se encuentra
principalmente en los astrocitos y microglia (Aryal et al., 2021). La reduccién de los
niveles de la ACh exacerba la neuroinflamacion y afecta la sinapsis colinérgica,

favoreciendo el deterioro cognitivo (Gamage et al., 2020). El aumento de la actividad
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de AChE y BChE en el hipocampo del grupo HFS puede inducir una disminucion de
los niveles de la ACh, lo que estaria favoreciendo el déficit cognitivo, asi como a un
aumento en la inflamaciéon al no unirse a su a7 nAChR lo cual podria asociarse
alteraciones en la permeabilidad de la BBB. Los cambios en la glicosilacion de la
ChEs pueden explicar su alta actividad en el grupo HFS. Las ChEs son
glicoproteinas que sufren modificaciones postraduccionales (incorporacion de
carbohidratos) para llevar a cabo una funcién adecuada, y ademas son importantes
para su vida media, como es el caso de AChE, la cual disminuye su vida media en la
circulacién asociada a la disminuciéon de acido sialico (desializacion) (Nalivaeva &
Turner, 2001). Informes anteriores han demostrado que una HFD conduce a una
regulacion positiva de las sialidasas que eliminan el acido sialico de las
glicoproteinas, incluidas la AChE y la BChE, induciendo inflamacién y esteatosis
(Pilling et al., 2021). La glicosilacion adecuada de AChE en el cerebro también es
importante, ya que en pacientes con la enfermedad de Alzheimer se han observado
alteraciones en su patron de glicosilacion (Saez-Valero et al., 1999). Por lo tanto, las
modificaciones postraduccionales como las glicosilaciones podrian aumentar la
actividad de estas enzimas y ampliar la vulnerabilidad de regiones que son
importantes para el aprendizaje y la memoria, como hemos encontrado en este

estudio.

Por otra parte, la administracién de la NAM disminuy6 la acumulacion de tejido
adiposo, los niveles de TG, TC, FFA, insulina e IL-6 en suero y mejoro la

concentracion de C-HDL y el metabolismo de la glucosa en ratas HFS. En el suero y
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el hipocampo, la NAM reguld la actividad de las ChEs, la capacidad antioxidante
(DPPH) y disminuy6 las TBARS vy las proteinas carboniladas en las ratas del grupo
HFS. Ademas, la NAM disminuyé la permeabilidad de la BBB y aumenté la relacion
GSH/GSSG en el hipocampo de las ratas HFS. Al regular las alteraciones tanto en el
suero como en el hipocampo, la NAM ejercié un efecto protector que atenud el déficit

cognitivo producido por el consumo de la dieta hipercalorica.

Debido a que la NAM es precursora de las coenzimas NAD*, NADH, NADP* y
NADPH, se le ha considerado como un anti-inflamatorio y antioxidante, asi como de
relevancia en el metabolismo celular al promover la produccion de ATP en aquellos
trastornos que lo requieren como en la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson
(Song et al., 2019). Ademas, la NAM tiene un efecto protector contra la obesidad
inducida por la dieta al mejorar la eficiencia del gasto energético a través de su
capacidad por aumentar los niveles de NAD* y la actividad mitocondrial en el tejido
adiposo, lo que resulta en un aumento de la oxidacion de acidos grasos y una
disminucién del almacenamiento en el tejido adiposo, asi como promover una mayor
actividad de SIRT 3, aumentar la expresion de SOD2 y disminuir las ERO (Luo et al.,
2022). Estas acciones de la NAM se traducen en la prevencién de la esteatosis
hepatica y la reduccién de la inflamacion y la intolerancia a la glucosa (Mejia et al.,
2018; Méndez-Lara et al., 2021). Ademas, en este estudio, la NAM impidio la pérdida
de masa muscular en los cuadriceps de ratas alimentadas con una dieta
hipercaldrica, lo que confirmé su efecto protector sobre la masa muscular. Por lo

tanto, podria ser un tratamiento potencial para la atrofia muscular, ya que la NAM
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disminuyo6 a los FFA, la inflamacién y el estrés oxidante, previniendo la pérdida de
proteinas musculares. Estudios previos han informado que la administracion de la
NAM reduce los niveles de glucosa, disminuye las ERO, induce la actividad de
enzimas antioxidantes (Singh & Bodakhe, 2021) y regula la via de la sirtuina,
mejorando la biogénesis mitocondrial en ratas diabéticas tratadas con una HFD

(Yang et al., 2014).

En nuestro estudio, la NAM disminuyé las concentraciones de IL-6 y la actividad de
las ChEs en suero. El efecto anti-inflamatorio de la NAM se ejerce a través del
aumento de las concentraciones de NAD*, que se utiliza como sustrato para un
grupo de enzimas histonas desacetilasas conocidas como sirtuinas, provocando un
aumento de su actividad e inhibiendo la formacién del factor nuclear kappa B (NF-
kB). Paralelamente, es posible que la reduccion en la actividad de las ChEs por la
NAM atenue la hidrdlisis de ACh, por tanto, el neurotransmisor se una al receptor
nicotinico a7, y se lleve a cabo la via colinérgica anti-inflamatoria evitando la sintesis

y liberacioén de citocinas proinflamatorias (Pugazhenthi et al., 2017).

Ademas, en el hipocampo el efecto antioxidante de NAM se demostro a través de la
restauracion de la relacion GSH/GSSG, lo que previno el efecto deletéreo de las
ERO en el metabolismo neuronal y la funcion cognitiva (Fricker et al., 2018),
probablemente debido a la disponibilidad de NADPH mediada por la NAM, enzimas
productoras de NADPH y la modulacién de la homeostasis redox (Loza-Medrano et
al., 2020). EI NADPH se utiliza en el reciclaje de GSH a partir de GSSG por la

enzima glutation reductasa, lo que conduce a un aumento de la capacidad
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antioxidante celular y reduce el estrés oxidante (Turunc Bayrakdar et al., 2014). Esta
accion antioxidante se evidencia por las bajas concentraciones de las TBARS, la
prevencion de la oxidacion de proteinas y la restauracion de la relacion GSH/GSSG

en el suero y el hipocampo.

El estrés oxidante y las concentraciones de ATP bajas son las principales causas de
las enfermedades neurodegenerativas asociadas al déficit cognitivo (Vilela et al.,
2023). El aumento del estrés oxidante se correlaciona con un aumento de la
actividad de las ChEs, lo que contribuye a reducir las concentraciones de ACh y
afecta a las sinapsis y los procesos cognitivos (Gao et al., 2022). En este sentido, se
han utilizado diversas moléculas con propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias
para disminuir la actividad de las ChEs (Georgiev et al., 2011). Estos datos
demuestran que la regulacion del estrés oxidante es clave para el correcto
funcionamiento de la via colinérgica y la restauracion de las sinapsis en el cerebro

(Yamini et al., 2022).

Aunque inhibidores de las colinesterasas se utilizan actualmente como tratamiento
en enfermedades como el Alzheimer para aumentar los niveles de ACh (Alhazmi &
Albratty, 2022), no han sido completamente eficaces, ya que el estrés oxidante
persiste en condiciones patoldgicas (Simunkova et al., 2019). En este contexto, se ha
demostrado que la NAM ayuda a disminuir el estrés oxidante y puede regular la
actividad de enzimas como las sirtuinas funcionando como un inhibidor no
competitivo al acoplarse a un sitio que participa en la unién y catalisis de NAD* un

sustrato indispensable para que las sirtuinas lleven a cabo su funcién (Avalos et al.,
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2005). Resultados similares mostraron que moléculas derivadas de la NAM inhiben
reversiblemente las actividades de AChE y BChE debido a que tienen una alta
afinidad por su sitio activo (Zandona et al., 2020), hallazgo confirmado mediante

estudios de acoplamiento molecular (Villeda-Gonzalez et al., 2020).

Al reducir el estrés oxidante, la NAM podria estar disminuyendo de forma indirecta la
actividad de las ChEs, sin embargo, para saber si podria estar regulando su actividad
enzimatica de forma directa, se realiz6 una cinética enzimatica in vitro en el
sobrenadante de homogenados del hipocampo. En los resultados, se observé que,
mientras la NAM no ejercid6 un efecto inhibidor sobre la BChE, si disminuyo la
actividad enzimatica de AChE mediante una accion inhibidora acompetitiva (Figura
8). Villeda-Gonzalez y colaboradores (2020) reportaron a través de un acoplamiento
molecular que la NAM tiene una mayor afinidad por el sitio activo de AChE que por el
sitio activo de la BChE (Villeda-Gonzalez et al., 2020), probablemente la diferencia
de afinidad sea la razén por la que Unicamente pudimos observar la inhibicion de la
AChE. Este hallazgo es muy importante debido a que la NAM, ademas de su efecto
antioxidante y anti-inflamatorio, podria ser un regulador en la actividad alterada de
AChE por las dietas hipercaldricas, disminuyendo el riesgo de padecer
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, se requieren mas estudios para

saber los mecanismos por los que la NAM inhibe la actividad de AChE.
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10. Conclusiones

La glucolipotoxicidad inducida por una dieta hipercalorica alteré multiples parametros
bioquimicos en suero, incluyendo niveles de inflamacion, estrés oxidante, la actividad
de las colinesterasas y la capacidad antioxidante. Al mismo tiempo, en el hipocampo
provoco un aumento en el estrés oxidante, la actividad de las colinesterasas. En
conjunto, estas alteraciones promovieron un aumento en la permeabilidad de la BBB,

asi como un efecto negativo sobre la capacidad cognitiva.

La administracion a largo plazo de NAM atenua las alteraciones inducidas por la
dieta hipercalorica, mejorando la sensibilidad a la insulina, reduciendo el estrés
oxidante, la inflamacion y la actividad de las ChEs en suero, ademas de aumentar la
capacidad antioxidante. Por otra parte, en hipocampo la NAM disminuy¢ la actividad
de las ChEs, el estrés oxidante y aumentd la capacidad antioxidante, lo cual se
reflej6 en una menor permeabilidad de la BBB y tuvo un efecto positivo sobre el

aprendizaje y la memoria espacial.

Ademas, NAM ejercié un efecto inhibitorio in vitro sobre la AChE de hipocampo en
ratas CONTROL. Este proceso podria evitar el posible decremento de las
concentraciones de ACh en hipocampo debido al aumento en la actividad de AChE,
como observamos en nuestra investigacion, promoviendo una adecuada sinapsis
colinérgica y activar la via colinérgica anti-inflamatoria en un ambiente de

neuroinflamacién, favoreciendo la funcién cognitiva.

La NAM tiene un importante efecto neuroprotector frente al dafio cognitivo causado

por el consumo excesivo de la dieta hipercalérica. Previene la disfuncion de la BBB vy,
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por tanto, el deterioro cognitivo al disminuir la inflamacion, el estrés oxidante,
modular la actividad de las ChEs y aumentar la capacidad antioxidante en el

hipocampo.

11. Perspectivas

Consideramos que es imperativo continuar con esta linea de investigacién debido a
la alta prevalencia de sobrepeso y obesidad en México, asi como al hecho de que el
consumo de dietas hipercaldricas constituye un factor de riesgo significativo para el

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer.

Realizar estudios en modelos animales enfocados en la corteza prefrontal, una
region cerebral crucial para la capacidad cognitiva. Estos estudios permitirian una
comprensiéon mas profunda de las alteraciones inducidas por las dietas

hipercaldricas.

Se plantea la necesidad de nuevas investigaciones sobre el efecto inhibitorio del
NAM en la actividad enzimatica de la AChE, una enzima clave en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer, para la cual aun no existe cura.

Dados los efectos protectores de la NAM y los habitos alimenticios poco saludables
prevalentes, seria pertinente realizar estudios en la poblacibn mexicana sobre la
ingesta de esta vitamina a través de la dieta y su correlacién con enfermedades

cronicas.
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1. Introduction

Hypercalorie diets hawve been exhaustvely smdied to explain their
negative effects on cognitive function sinee adiposity is conziderad a risk
factor for neurodegenerative diseases (Fanoski, et al, 2010). Many
studies have found that the high energy content of theze diets promotes
an oxidative state that incites the inflammatory response, causing dizs-
turbances in metabolically active organs and tssues, such as the neu-
rovascular system affecting the blood=-brain barrer (BBB) and
interfering with hippocampal-dependent learning and memory (Yang
et al,, 2017; de Paula et al., 2021

The increazed reactive oxygen species (ROS) cauzed by the hyper-
caloric diets active the nuclear factor kappa B and thiz induces the
syntheziz of proinflammatory cytokines, which together with ROS cau-
sez BBB hyperpermeability, allowing the passage of immune cells and
macromolecules (Zajja et al., 2016; Galley and Straub, 2017; D' Alonzo
et al., 2020). Simultaneously, oxidadwve stress decreases the concentra-
tion of reduced glutathione (GSH). GSH is an antioxidant that protects
cells against free radicals, peroxides, and other toxic compounds. A
decreaze in GEH in the brains of Alzheimer’s diseaze patients has been
considered a elinically relevant biomarker for mild cognitive impair-
ment (Mandal et al., 2015). High-fat diet (HFD) increaze the oxidized
form of glutathione (GS5G), affecting the GSH/GSSG ratio and
increasing lipoperoxidation and protein carbonylation in several brain
areas (Alzoubi et al., 2021; Haddad et al., 2021). On the other hand, a
HFD activates neuraminidaszes that remove sialie acid, lengthening the
clearance of some enzymes, such as acetylcholinesteraze (Silveyra et al.,
2006; Pilling et al., 2021).

Acerylcholinesteraze (AChE; EC 3.1.1.7) and butyrylcholinesterasze
(BChE; EC 3.1.1.8) are enzymes that hydrolyse acetylcholine, a neuro-
ranzmitter with anti-inflammatory propertes (Fujii et al, 2017
Acetylcholine prevents the release of tumor mecrosiz factor alpha
(THNF-x) and interleukin-6 (IL-6) by binding o itz a7 nicotinic receprar in
macrophages and other immune, nonneuronal, and neuronal cellz
(Shenhar-Tzarfaty et al., 2015), a mechanizm ecalled the cholinergic
anti-inflammatory pathway (Zivkovic et al., 2015). In metabolic syn-
drome and obesity, cholinesteraze activity is increased, causing a
decrease in acetylcholine (Duchnowicz et al., 2018; Shenhar-Tzarfaty
etal, 2019). These dymamics are typical of Parkinzon's and Alzheimer’s
dizeazes (Lane et al., 2006).

Cholinergic stimulation improwves the metabolic dyzfunction associ-
ated with obesity, attenuating neurcinflammatory disorders (Chang
et al., 2019). In this respect, an innovative and promising therapeutic
strategy may involve the vitamin nicotinamide (MAM). NAM iz the
amide form of nicotinic acid and precursor of NAD®, an essendal co-
enzyme for cellular oxidation-reducton reactions (Loza-Medrano et al
2020). The low availabilicy of NAD™ affects brain metabolizm; therefore,
cognitive ability could be improved by increasing the pool of NAD™
(Maiese, 2021). NAM mononucleotide (NMN) increases NAD™ levels,
helping to avoid cognitive deterioration in aged mice (Tarantini et al.,
2019). Likewize, NMNM and nicotinamide ribozide decrease neuro-
inflammation, mitigate amyloidogenesis, prevent hippocampal
neuronal loss, and improve cognitive function in diabetic rodents
exposed to a HFD (Xie et al., 2019). The purpose of the present study was
to evaluate whether NAM attenuates cholinergic signalling deficits and
the proinflammatory and prooxidative environment, preventing BEB
breakdown and cognitive deficit induced by a hypercalorie diet

2. Materlalz and methods
2. 1. Ethicgl animal management

The experimental procedures were carried out in accordance with
the Official Mexican Standard (NOM-062-Z0:0-1999, revized 2015) for

the care and use of laboratory animals and were approved by the Local
Committes of Research and Ethics in Health of the Instituto Mexicano

Buropaan Jowrnal of Phaomacolagy 959 (2027) 176068

del Seguro Social (IMSE; R-2020-3601-257).
2.2 Animal: gnd meamments

Forty male Sprague-Dawley ratz (250 = § g) were provided by the
Vivadum of the National Medical Center Century XXI of the IMSS and
maintained in optimum humidity (50%) and temperature (23 ©C) con-
ditions. One week before the experiments began, the rats were accli-
matized to light/dark periods (12/12 h) and ventilation. Later, the rats
were housed individually in acrylic boxes and divided randomly into
five groups (n = & per group): one group was fed a standard diet
(LABDIET 5008: 6.5% fat, 23% protein and 46.5% carbohydrates;
COMTROL) and plain water. The remaining groups were fed a high-fat
diet (18.5% fat, 15% protein and 41.5% carbohydrate) and drinking
water containing 40% sucrose (HFS; high-fat diet + 40% zucrose). In
three of the HFS groups, the carbohydrate was replaced by drinking
water containing different concentrations of NAM (5, 10, and 15 mM;
HF5-MAMS, HFS-MNAMI10, HFS-MAMIS, respectively) for 5 h every
morning for 12 weeks. During the mreatment period, the consumpton of
food, liquids and body weight were recorded three times each week
(Fig. 1).

2.3, Memory and spatial learning essay

The Mormris water maze (Morriz, 1934) was used to evaluate spatial
learning and memory. The test required a pool (150 em diameter, 50 cm
deep) divided into wirmual quadrants, and different paper and coloured
figures were placed on the walls of each quadrant. A transparent acrylic
platform (25 = 12 = 12 cm) was placed in the center of one of the
quadrants. The pool was filled (3/5) with water stained with gentian
violet at a temperature of 26 + 2 °C, ensuring that the platform
remained 2 cm below the water level The experiment consisted of 2
stages: raining and retention. In the training stage (learning), a rat was
placed in one guadrant facing the wall The latency to find the hidden
platform was recorded; if the rat found the platform before 60 z, it was
left on it for 15 z. Othenwisa, it was led to the platform, left on it for 15 5,
and then remurned to itz home cage. Each rat performed the task daily
from each quadrant for 5 consecutive days. After the raining period, the
rats were allowed to rest for 2 days. In the retention stage (memory), the
platform was removed, and the rats were placed in the oppasite quad-
rant in relation to the original platform location. The rats were allowed
to swim for 60 z, and the time they swam in the quadrant where the
platform was previously located was recorded. After the test, the rats
were removed from the pool. All tests were video recorded and analysed
manually by a blinded rater.

2.4 Biological samples

At the end of the meatments, the animals were weighed and anaes-
thetized with zodiom pentobarbital (25 mg/kg, i p.). Blood samples
were obtained by cardiac puncture, placed in tubes without anticoagu-
lant, and eentrifoged at 1500:xg for 15 min (Sorvall Legend Mach 1.6 R
centrifuge, Thermo Scientific, Massachusetts, USA). Serum was stored at
—70 *C and thawed immediately before uze. The brain was remowved,
and the hippocampus was dizsected and stored ar —70 =C until use.

2.5 Determination of metabolic marker concentrations

Concentrations of serum markers such as gluoeose (GLU), total
cholesteral (TC), tdacylglycerals (TG), high-density lipoprotein (C-
HDL), and low-density lipoprotein (C-LDL) were determined using a
SPOTCHEM EZ 5P-4430 automated analyzer (ARERAY, Inc., Miami,
Florida, USA). Free fatty acids (FFA) were quantified using a colori-
metric kit (BioVision, Milpitas, California, USA), and the absorbance
waz measured at 570 nm.
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24, Determination of proinflammatory cytokine and insulin levels

The levelz of IL-§, TNF-a¢ and insulin were measured by enzyme-
linked immunocorbent assay (ELISA) following the manufacturer’s
protocols. Plates were read at an absorbance of 450 nm using an ELISA
microplate reader (LabSystems Multizkan EX @6-well microplate reader,
Helzinki, Finland). Intra-assay coefficients of wariation less than 7%
ware considered acceptable. A standard curve was generated for each
aszay. To determine insulin reziztance, the HOMA-IR waz calculated
using the following formula: ([insulin pUl/mL] x [glocose mg/dL] 1/405.

2.7. Determination of lipoperoxidation in serum and hippocampus

Lipoperoxidation was quantified in hippocampal homogenates (in
0.1 M PBS, pH 7.5) and serum through thiocbarbituric acid reactiwve
substances (TBARS) (Jenizsch et al, 1996). Briefly, 10% wichloroacetic
acid was added to each serum aliquot and hippocampal homogenate; the
mixtures were maintained on ice and then centrifuged at 20 000:=g at
4 *C for 15 min (Sorvall 5T-40 B, Thermo Scientific, Germany). Thio-
barbituric acid (0.11 mM) was added to the supematants, which were
vortexed and warmed at 100 C for 60 min, after which the zamples were
cooled at room temperature, vortexed, and centrifuged. The absorbance
was read at 535 nm. A reference standard was prepared with 1,1,3,
3-tetramethoxypropane.

2.8, Determination of G5H concentration in the serum and hippocampecs

Hippocampal piece: were homogenized (10% wi/v) in 5% meta-
phosphoric acid to determine the GIH concentrations. The homogenate:s
were centrifuged at 20 000:=g at 4 *C for 20 min (Sorvall 5T-40 R,
Thermo Scientific, Germany), and the supernatants were collected. GSH
in the serum and supematants was determmined specmophotometrically
using Ellman reagent [5-5-dithiobis (2-nirobenzoic acid), DTNB]. This
aszay is based on the stoichiometric reaction between DTHMB and the
thiol group of GSH. The product, nitromercapto benzoate, has a
maximum abzorbanee at 412 nm proportional to the G5H concentration
(Tietze, 1969).

29 Determinotion of G555 in the hippocampus and serum

Hippocampal pieces were homogenized (10% w/v) in 0.1 M PBS pH
7.5, centrifuged ac 10 000 g at 4 C for 20 min {Sorvall ST-40 R, Thermo
Scientiffe, Germany), and the supematants were used for the measure-
ments. For the assessment of G55G, an enzymatic method was used after
the reatment of supernatant and semm with 10 mM 1-methyl-2-vinyl-
pyridium  trifluoromethanesulfonate, which sequesters thiol groups
without interfering with glutathione reductase (GR) present in the azzay.
G535 was reduced to GSH by GR in the prezence of NADPH™, and the
generated GSH was quantified using Ellman reagent

2.10. Determination of protein carbonyls in the hippocampus and serum

The carbonyl group was analysed spectrophotometrically (Levine
et al., 1990; modified). The azsay is based on the reacton between 2,
4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) and protein carbonyls, forming a
Schiff baze to produce the comesponding hydrazone, which iz read at
370 nm. Por this, it was necessary to prepare hippocampal homogenates
in 0.1 M PBS containing 1 mM EDTA at pH 6.7 and centrifuged at 10
000:=g for 10 min at 4°C (Sorvall 5T-40 B, Thermo Scientific, Germany).
The supernatants were removed, and the pellets were resuspended in
PBS. Aliquots of serum or rezuzpanded pellet were transferred to 2 tubes:
ane was considered a zample tube, and the other was conszidered a
control tube, in which DMPH in 2.5 M HCI or 2.5 M HCI were respec-
tively added. Samples were incubated in the dark for 1 h. Thereafter,
trichloroacetic acid (208 TCA) was added to each tube, and zamples
ware vortexed, incubated at 4 °C for 15 min, and centrifuged at 10
000:=g for 10 min at 4 *C. The supermnatant waz discarded, and the step
was repeated uzing 108 TCA. Thereafter, the zupernatant was diz-
carded, and the pellet was washed (3 times) with ethanol/ethyl acetate
(1/1; /%) to remowve free DNPH reagent The pellets were rezuspended
in & M guanidine hydrochloride, vortexed, and centrifuged at 10 000 g
for 10 min at 4 C. Finally, aliguots of the supernatant from the control
and sample tubes were read at 370 nm.

The resultz were reported as follows:
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Alsorbanee sample — Absorbance control i

Protein r.'.'.r!be.w_}f:s I:.rm'ml' ! m.f,] = P

where E = Extinction coefficient for DNPH (0.011 M) was adjusted
for the path length of the solution in the well; A = Final reaction volume;
and B= Volume read in the well

2.11. Determination of antoxidant capacity in the hippocampus and
SETLIT

The antioxidant capacity was determined by the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) aszay (Brand-Williams et al., 1995). For this,
0.1 mM DPPH was dissolved in 80% methanol (DPPH-methanol). Serum
aliguotz and hippocampal homogenates in PBS (10% w,/v) were reacted
with DPPH-methanol (1:29), vortexed, incubated for 60 min at room
temperature in the dark, and then centrifuged at 9000 g for 10 min at
4 °C (Sorvall ST-40 B, Thermo Scientific, Germany). An aliquot of the
supernatant was read in an BELISA reader at 517 nm. The rezultz, re-
ported as the rate of elimination of the DPPH radical, were caleulated az
follows:

AD— (Al — A7)

DPPH .\'r.'mzngi.rrg rafe I:‘E.] = A0

[ 1)

where Al = negative control (DPPH-methanal); Al = system containing
the zample (DPPH-methanol plus serum/hippocampal homogenatel;
and A2 = blank (zample plus methanal).

212 BCRE and ACHE specific activity assay

Hippocampal fragments were homogenized (10% w/%) in 15 mM
Tris-hydrochloride (containing 1 M MaCl, 50 mM MgCl;, 1 mM EGTA
and 3 mM EDTA), pH 7.5, and 1% Brij-97 a non-ionie surfactant used to
solubilize the cholinesterases, anchared to the eell membrane. The ho-
magenized zamples were centrifuged at 20 000=g at 4 °C for 15 min
(Sorvall 5T-40 B, Thermo Scientific, Germany), and the supematantz
were separated to meazure the activities. BChE and AChE activities were
determined by the Ellman method (Ellman et al, 1961). Aliquots of
sErum of fupematant were pretreated with specific inhibitors of each
enzyme (2 mM izoOMPA and 4 mM BW284C51, respectively) in 0.1 M
PBS with 0,01 M DTNE for 20 min at room temperature, and then thio
analogues of the natural subsmates of BChE and AChE (11 mM bucyr-
ylthiocholine and 11 mM acerylthiocholine, rezpectively) were added.
DTWNBE oxidized free thiol groups, producing 5-thio-2-nitrobenzoate,
which produced a yvellow colour that was read at 412 nm_ The activicy
was expressed az U/mg protein, where one unit iz defined az the amount
of enzyme that will hydrolyze 1.0 pmole of subsmate per min. Protein
concentration was measured uzing the modified Lowry method (Lowry
et al, 1951).

2.13. In vitro inhibition of AChE activity by NAM

Considering the rpecific action of AChE in the hydrolysis of acetyl-
choline, it was decided to study only the affect of NAM on thiz enzyme in
virg. Hippocampal homogenates from CONTROL ratz were uzed wo
determine the maximum velocity (Vmax) and the Michaelis-Menten
constant (km) at different concentrations of the substrate (501000 pi
acerylthiocholine). Subsequendy, to determine the rype of inhibidon,
ACHE activity was measured with different concentrations of the sub-
strate in the presence of different concenmations of MAM (2.5-15 mM),
evaluating the type of inhibition using the Lineweaver -Burk procedure
(1/[5] w=. 1/Vmax). Homogenization and evaluation of enzymatic ac-
tivity were carried out as mentioned above.
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2.14. BEB permeability assay

After the meatments were finizhed, all animals were anaesthetized
with sodium pentobarbital (25 mg/Jkg, i. p.). A left-side thoracic incizion
waz made on each animal to expose the heart and administer 2 mL/kg
body weight of a cocktail of Ma-fluorescein (WaF; 10 mg/mL) and Evans
blue (EB; 1 mg/mL) was intracardiac adminiztered. After 5 min of tracer
circuladon, the rats were transcardially perfuzed with saline (0.9% w./v)
for 5 min. The brain was removed, and the hippocampus was extracted
to evaluate the tracers that leak to the perivascular tissue. The zamples
were homogenized in 0.1 M PBS and centrifuged at 16 000 g for 10 min_
Afterwards, 200 pL of anhydrous methanol was added to the superna-
tant, vortexed, and centrifuged at 16 000=g for 10 min. The supemna-
tants were collected and placed in a 96-well plate, and the light emitted
by the tracers after their excitation with UV light were quantified in a
fluorescence ELISA plate reader HLAB (Beckham Coulter, dtx380
Multimeode Detector) using an excitation flter of 485 nm and an emiz-
zion filter of 535 nm for NaF and 535 nm excitation and 595 nm emizsion
filtars for EB. Each sample was analysed in duplicate, and the concen-
tration of the tracers was caleulated using a standard curve. The results
are presented as the concentration of the tracer per weight of wet hip-
pocampus tizsue (mg/gh

2.15. Soatistical analysis

The resultz are expressed as the mean + standard error of the mean
(SEM). Comparizons between groups were performed with ANOVA, and
the Tukey-Eramer test was used for post hoe analyse: between groups.
All ztatizdieal ealeulations were performed uzing GraphPad Prism 6
zoftware, and values of p < 0.05 were conzidered significant.

3. Results

3.1, NAM reduces adipose tissue and increases muscle mass in rabs
subjected to a hypercaloric regimen

The HFS diet decreazed food and liquid intake; however, the calories
conzumed were approximately double, without changes in bady weight
when compared with those in the CONTROL group. In addition, the HFS
group showed a significant increaze in vizceral and epididymal adipose
tizzue (190% and 149%, respectively), along with a signiffcant decrease
in quadriceps muscle mazs (39.9%), compared to those in the CONTROL
group. Significantly decreased wvizeeral and epididymal adipose tissue
(51% and 0%, respectively) and increased gquadriceps muszcle mass
(58%) were observed in the HPS-MAMS group compared to the HFS
group, with similar values to the CONTROL group (Table 1).

32 NAM improves the metmbolic profile by decreasing insulin resistance
and proinflammatory cytokines

Az shown in Table Z, there were significant and pronounced in-
creases in serum GLU (50%), insulin (29%:), TG (68%), FFA (503%) and
HOMA-IR (96%) in the HFS group compared to those in the CONTROL
group. The HFS group showed a 35% reduction in C-HDL compared to
the COMTROL group. In contrast, the HF3-MAMS and HFS-MAMIO
groups prezented decreased GLU (37% and 20%, respectively) and TG
(63% and 51%, respectively) compared with the walues of the HFS
group. The three doses of MAM (5, 10, and 15 mM) significantly
decreased FFA serum levels (31%;, 305%, and 71%, respectively), insulin
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Table 1

Bffect of NAM on body weight, adipose tisoue and muscle maz in rats fed with HPS di=t.
Farameters Coatrol HF3 HFSMNAMS HFS-NAMLO HF5-NAMILS
Initial weight (g) e+ 13 /213 250 = 08 ME+ 1.0 50+ 11
End weight (g) 436 + 5.4 446+ 14 398+ 13 436 + 19.3 Add = 13
Weight gain (g) 188 + 5.9 195+ 139 148+ 13 186+ 19.3 194+ 126
Calories (Keal ‘week) 533+ 131 850 + 27 1" 892 + 364 BTB+ 252 G909 + 45.1
Visceral Adipose Tiesme (g) 437+ 0.4 1244 L% A8+ 0 plas BR+14 97+ 08
Epididymal Adipose Tissue (g) 2588+ 0.5 63 £ Qe 254 (.5aas 42+ 05 43 =04
Cuadriceps Muscle Mass (g} 583+ 05 16 =02 5.7 + 0.3 46+ 05 4.6 =03

Values are expressed 2z means + SEM of B animals per group. **p < 0.01, ***p < 0.001 whit recpect to CONTROL group and **p < 0.01 and **%p = 0.001 whit

regpect to HRS group. One-way ANOVA analyzis with a Tukey 'z poat-hoc teat

Tabl= 2

Bffect of NAM on biochemical and inflammation parameters in gesum of ratz fed with HES diet.
PARAMETERS OONTROL HFS HFS-NAMS HFS-NAM10 HFS-MAMLS
Binchemicals
GLU (mgsdL) 125 + 4. 7*"* TRA - 54048 8RR+ 58 100 + 2.6
Insalin (LI /ml) 17.7 + 024 158+ (Lo 142+ 1.0% 134+ 106"°
TC (mg/dL) 715+ 25 B45+ 16 620+ 1.4 GO0+ 458
TG (mg/dL) 112+ 9.8% 413+ 2 3an 546 + 10558 RZA+ 104
C-HIA. (mg/dlL) 272+ 294 WA+ 148 3EE =+ 155
C-LDL (mg/dL) 155+ 23 145+ 13 9428
FFA (nmol ) 603 + 20.9° 115+ .58 17.4 + 65%
HOMAR 5.3+ (LI 28+ 22008 3.1+ D47
Inflammation biomarkers
TNF.a (pg/mL) 6.9+ 02 7.1 4 0.8 6.9+ 04 T1+04
L4 {pg/ml) 14.2 4 QL+ 2.0 4 4288 414 1488 64+ 2.9

Values are sxpresoed az means + S5EM of 5 animals per group. *p < 0.05, **p < 0.001 ¥ ***p < 0.001 whit respect to CONTROL grovp and ®p < 0.05, **p < 0.01 and
&85 = 0,001 whit regpect to HPS group. One-way ANOVA analysic with a Tukey' s post-hoc test. GLU; glucese, TC; total cholesteral, TO; triacylglycerals, C-HDL; High-
dencity lipoprotein choleaterol, C-LDL; low density lipoprotein cholesteral, FRA; free fatty acide, HOMA-IR; Insulin resiztance, THP-; tumor necrogiz factor @, [L-6;

interleukin 6.

(12%, 20% and 24%, respectively) and HOMA-IR (46%, 41% and 38%
respectively) compared to thoze in the HFS group. The concentration of
TC decreased only in the HES-MAMIS group (16%) compared to that in
the HFS group (Table 2).

On the other hand, the HFS diet significantly increazed TMF-o
(44.3%) and IL-5 (451%) with respect to the CONTROL group. NAM 5
and MAM 10 prezented a decreasze in IL-6 level: (86% and 71%,
respectively) compared with those of the HFS group.

3.3, NAM reduces lipoperoxidation, protein carbonyls and cholinesterase
activity, increasing antioxidant capacity and the GEH/G55G ratio in
SETLm

In the zerum, lipid peroxidation and oxidatdon of proteins increased
significantly in the HFS group (64%:; Figz. 2A and 43%; Fig. 2B, respec-
tively) along with AChE and BChE activity (~58%, Fig. 2E and F)
compared with those in the CONTROL group. In additdon, the antioxi-
dant capacity and redox state, evaluated by DPPH and the GSH/G35G
ratio, respectively, decreazed (23.5%; Figzs. 2C and 52%; Fig. 2D) in the
HFS group compared to the CONTROL group. In contrast, 5, 10, and 15
mM HFS-NAM decreazed lipoperoxidation (43%, 65%, and 20%,
respectively), protein carbonyls (~37%), AChE activity (25%, 353%, and
34%, respectively), and BChE acdvity (60%, 28%, and 40%, respec-
tively) compared to the HFS group. The MAMS, 10 and 15 groups also
showed increased ability to scavenge the DPPH radical (~~39%) and had
a raised GSH/GESG rato (104%, 159% and 93%, respectively)
compared to the HFS group.

3.4, NAM reduces poperoxidation, protein carbonyls and cholinesterase
activity, increasing antioxidant capacity and the GEH/G55G ratio in the
hippocampus

In the hippocampus, the HFS group showed similar results to thase
observed in serum, TBARS and protein carbonyls increazed (47%, 166%;

Fig. 3A and B, respectively), AChE (64%, Fig. 3E) and BChE (300%%,
Fig. 3F) activitiez increased, while the antioxidant capacity and GEHY
G536 ratio decreazed (20%%; Figs. 3C and 58%; Fiz. 3D, respectively)
compared to thoze in the CONTROL group. NAM exerted an antioxidant
effect by zignificantly decreasing TBARS in the HFS-NAMS, 10, and 15
groups (40%, 29% and 31%, respectively) simultaneously with an in-
crease in the GSH/GS3G mto (62%, 185%, and 51%, respectively) and
antioxidant capacity (26%, 34%, and 33%, respectively] compared to
the HFS group. A significant decrease in protein carbonyls waz alzo
obzerved in the hippocampus of the HFS-NAMIO and 15 groups (40%
and G60%, respectively). In the caze of cholinesteraze activity, NAM
decreased AChE activity by ~29% and exhibited a more pronounced
decreaze of 70% in BChE activity compared to the HFS group, with
walues close to those of the CONTROL group.

3.5, NAM decreases BEE permeability in the hippocampus

BEB permeability to EB and NaF waz evaluated in all the groups. The
HFS group had the highest increaze in dye extravasation of the macers
(5.34 and 7 tmes more, respectively, Fiz. 4A and B} compared to the
CONTROL group. In contrast, MAM zignificantly decreazed BBB
permmeability; reduced EB exmavasation was observed in the HFS-NAMS
group (2_6-fold) and the HFS-WAMIO group (1-fold) compared to the
HFS group (Fig. 4A). In the HFS-NAMS, 10, and 15 mM groups, NaF
extravazation decreased significantly (~1.5-fold) compared to that in
the HFS group (Fig. 4B).

3.6. NAM mitigates cognitive impairment induced by caloric overload

Cognitive abilicy was aszessed using the Morriz water maze test after
12 weeks of HFS diet adminizoration. During the test, learning (latency)
and memory (retention) were evaluated. During the training phazs, the
CONTROL group prezented a steady decreaze in lateney over the 5 days;
meanwhile, the HFS group showed a deficit in leaming on Days 2, 3, 4,

-91 -



A. Rardrez-Criez ot al

14} 8)
3
5 E
£ £7
w ] i
& oo
I = E
@ £
e 8
[
ol
0
) -
= 0
: 2
g Foa
=
> i
g S (R}
o

AL

g"‘#& ‘ éﬁfﬁrfh ,afq

Earoperm Jowrmal of Phomacology 259 (2023) 1760068

ic)
s
# 4
E
§m
%
i
& 10
[
o2 Nl
f f‘,;_‘:«e#f
&g ¢
iF}
g
=
£
£
3
w
=
]

cfé) Eééﬁgﬁﬁgyf

Fig. 2. Bffect of NAM on oxidative stress markers and cholinecterase activities in serum of rats fed with HFS diet (A) TBARS concentrations. (B) Protein carbonyls.
{C) DPPH scavenging %. (I¥) G5H/ 0550 ratio. (E) AChE specific activity. (F) BChE cpecific activity. Values are expremed ac means + 5BEM of § animals per group. *p
= 005, **p < 001 § ***p < 0.001 whit respect to CONTROL group and 'Ep = 005, up <001y mp < 0.001 whit respect to HPS group. One-way ANOVA analyziz

with a Tubey'z poat-hoc teat.
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Fig. 3, Bffsct of NAM on oxidative stress markers and cholinesterase activities in h.ipp-u-umpua of ratz fad with HFS di=t. (A) TBARS concentrations. (B) Prot=in
carbonyls. (C) DPPH scavenging %. (D) G5H,/0350 ratio. (E) AChE specific activity. (F) BChE specific activity. Values are expreszed as means + SEM of § animalz per
group. **p < 0.01 ¥ ***p < 0.001 whit recpect to CONTROL group and *p < 0.05, **p < 0.01 v ***p < 0.001 whit reapect to HFS group. One-way ANOVA analyzia

with a Tubey's poat-hoc teat.

and 5, as depicted by higher latencies to reach the hidden platform (1,
2.5, 1.5 and 2.7 times higher, rezpectively, Fig. SA and B) than thaose in
the CONTROL group. At the concentration: uzed, NAM reverzed the
cognitive defieit induced by the HFS diet, az shown by a progressive
reduction in the latencies from Days 2-5 (~0.71, 1.6, 0.75, and 1 time
lowver, respectively; Fig. 5A and B) compared to thosa in the HFS group.

]

DOPPH scavening %

o

& TS

BCKE {Limg predein)

=
=

The retention stage was performed 48 h after the last training zes-
zion; on that day, the platform was removed. The CONTROL group rats
zwam for a long period in the guadrant where the pladform had been
located, while the HFS group zpent less time in the quadrant where the
platform had been located (0.5 times less; Fig. 5C) than the CONTROL
group. Regarding memory, rats in the HFS-MAMS, 10, and 15 groups
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Fig. 4. Bffect of NAM on hippocampal BEE permeahiliny in ram fed with HFS diet. (A) EB (Bvann Blue) parmeability in hippocampus_ (B) ¥aF (Sodinum Fluorescein
permeability in hippocampus. Values are expressed 2z means + SEM of 5 animals per group. ***p < 0.001 whit respect to CONTROL group and *p < 0,05, ®*p =
0.01**p « 0.001 whit respact to HFS group. One-way ANOVA analyzis with a Tukey's post-hoc test.
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Fig. 6. Inhibition of acetylcholinesterape by NAM in rat hippocampuz. (A) Michaelic-Menten plot for AChR at different concentration of acetylthiocholine substrate
(ATCh 50-1000 pM) and WAM (2.5-15 mM). (B) Lineweaver-Burk plot for AChR at different concentration of NAM (10 and 15 mM) chows uncompetitive inhibition.
The values represent means + SEM of 5 independent experiments. *p < 0L0S, **p < 0.01 y ***p < 0.001 whit respect to CONTROL (without MAM)L One-way ANOVA
analyuiz with a Tubkey's poat-hoc test. V_,,; maximum velocity, F_: Michaeliz-Menten constant, [5]; substrate concentration.

spent more tme in the guadrant where the platform had been located
(0.6, 0.6, and 1 time higher, respectively; Fig. 5C) than the HFS group.

3.7. NAM iz an uncompetitive inhibitor of ACRE activity

In Michaseliz-Menten kineticz, a decrease in Vmax of AChE activity
dependent on NAM concentration was observed (Fiz. 6A), indicating an

inhibitory effect of MAM. Thiz finding was confirmed by the values of the
kinetic parameters (Vmax and km) evaluated by means of the Line-
weaver-Burk diagram (Fig. 5B), which showed that the km and Vmax
decreased from the lowest concentration of MAM (25 mM) to the
highest (15 mM) with respect to the group without MAM (CONTROL),
indicating uncompetitve-gype inhibition.
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4. Dlzcusslon

We found that the glucolipotosdeity generated by the hypercalorie
diet led to inereazed vizeeral and epididymal fat, reduced muscle mass,
BEB dizruption and cognitdwve deficit. The long-term adminiztration of
NAM in the drinking water attenuated almost all these alterations. NAM
improved insulin sensitivity and antdoxidant capacity, reducing IL-6 and
decreazing AChE activity through uncompedtive inhibition.

The increased levels of circuladng FFA, TG, IL-6, and TNF-x in the
HFS group may be a consequence of a combined effect on the liver,
adiposity, and insulin resiztance. The rezponse to HFS can start when
fructose derived from sucrose promotes hepatic faoy acid synthesiz and
subzequent TG formation, inducing hepatic insulin resistanee (MMejia
et al, 2018; Loza-Medrano et al., 2020; Villeda-Gonzalez et al, 2020), as
evidenced by HOMA-IR in the HFS group. In addition, serum FFA,
produced by lipolysis, promoted lipoperoxidation and an oxidative
environment in the HFS group, as shown by increasad TBARS and
decreazed DPPH and GSH/G35G ratio. The decreased GSH./GS5G ratio
suggests an oxidized redox state and the inability to counterbalance the
demimental effects or the highly production of ROS. In addition,
increazed TBARS and protein carbonyls and decreazed andoxidant ca-
pacity (DPPH) indicate pozzible cellular toxicity.

Consumption of hypercaloric diets iz associated with metabolic
changes, alterations in BBB permeability and cognitive deficit (Palle-
bage-Gamarallage et al, 2012; Lin et al, 2017). Increazed oxidative
strezs, systemic inflammation, and levels of eirculating saturated FFA
affect the integrity of the BBB, miggering neurcinflimmatdon and sub-
sequent cognitive impairment (Pugazhenthi et al., 2017; Rhea et al,
2017). In the HFE group, the increases in serum IL-6, TNF-x, TBARS, and
FPA were concurrent with cognitive deficit, az indicated by poor spatial
learning and memory during the maining and retention phasesz of the
Morriz water maze test. TBARS, particularly 4-hydroxy-nonenal and
malondialdehyde, are byproducts of lipid oxidaton due to an increaze in
free radicals. Higher ROS levels in the central nervous system (CMNS) are
one of the main determinants of cognitive dysfuneton (Roy ecal | 2021

Moreover, the consumption of a hypercaloric diet increased hippo-
campal BEB permeability, TBEARS concentration and protein carbonylz
while decreasing the antioxidant capacity and GS5H/GS5G ratio. The
increase in BBB permeability suggests the free passage of ionz and pro-
teinz to the brain parenchyma (Ogata et al, Z019). These resuliz are
consistent with the Anding that hypercholesteralaemic or high saturated
fat dietz induce dysfunction in the BBB and trigger glial activation in the
hippocampus and cerebral cortex in rodents (D" Alonzo et al, 2020; Li
atal | 2021). Syztemic oxidative strezz was demonstrated by high serum
level: of protein carbonyls and TBARS, as well as low antioxidant ca-
pacity (DPPH) and a decreased GSH/GS5G rado. Thus, this systemic
oxidative stress affects the integrity of the BEB probably by oxidizing the
tight junection proteins, increazing permeability and leading to local
increazes in proinflammatory cytokines and FFA in different brain re-
gions (Tuczek et al, 2014; Elahy et al., 2015). In thiz sense, our resulis
indicate that the HFS diet increazed oxidative strezs and inflammation in
the hippocampus, affecting memory and learning. Under normal con-
ditions, the transit of molecules through the BBB occurs zelectively by
tranzporters (Lin and Lin, 2014). However, the alteration of tight jume-
tions miggers an uncontrolled passage of metabolites, which eventually
alter the brain parenchyma (Jgata et al., 20019).

On the other hamd, increased activity of serum cholinesterazes
induced by dietary carbohydrates has been previously reported (Ville-
da-Gonzales et al_, 2020). This increased activity probably causes higher
hydrolyziz of acerylcholine, preventing itz anti-inflammatory activioy
and favouring systemic inflammation. It haz been described that
acetylcholine binding to the nicotnic receptor in macrophages exerts
anti-inflammatory effects, avoiding the production amd release of
proinflammatery eytokines (Shenhar-Tzarfaty et al.,, 2015). The zame
mechanizm may occur in the CMS, since the af nicotinic acetylcholine
receptor iz found mainly in astroeytes (Arval et al, 2021). The reduction
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in acetylcholine lewvels exacerbates neurcinflimmation, favouring
cognitive decline (Gamage et al, 2020). The increazed activicy of AChE
and BChE in the hippocampus of the HFS group can induce decreased
hippocampal levels of acetylcholine, resulting in cognidve deficit
Changes in cholinesterasze glycosylation may explain differences in ac-
tivity in the HFS group. Previous reports have shown that a HFD leads to
an overactivation of sialidasez, which remove sialic acid from glyeo-
proteins, including AChE and BChE, inducing inflaimmation and stea-
toziz (Pilling et al., 2021). The increased activity of these enzymes can
expand the vulnerability of regions that are important for leamming and
memory, as we found in thiz study.

MNAM decreazed the accumulation of adipoze tizzue; TG, FFA, insulin
and IL-6 levelz in serum; and improved C-HDL concentration and
glucose metabolizm in HFS rats. In the zerum and hippocampus, MAM
regqulated cholinesteraze activity and antioxidant capacigy (DPPH) and
decreaszed TBARS and protein carbonyls in HES ratz. Additionally, MAM
decreased BBB permeability and inereased the GEH/GSEG ratio in the
hippocampus of HFS rats. By regulating the alterations in both the zerum
and hippocampus, MAM exerted a protective effect that attennated the
cognitive defieit produced by the consumption of a hypercaloric diet.

Since NAM iz a precursor of the coenzymes MAD™, MADH, NADP™,
and NADPH, it haz been conzidered an ant-inflammatory and antiosd-
dant, and it alzo inereazes ATP producton and influences cellular
metabolizm (Song et al., 201%). Additionally, MAM has a protective ef-
fect against diet-induced obesity by improving the efficiency of energy
expenditure through itz ability to inerease MAD™ levels and mitochon-
drial activity in adipose tizsue, resulting in increaszad fatty acid oxidation
and decreazsed adipose dssue storage (Luo ecal., 2022). Theze actions of
MAM tranzlate into the prevention of hepatic steatoziz and reduced
inflammation and glucose intolerance (Mejia et al., 2013; Méandez-Lara
etal., 2021). In addition, in thiz study, NAM prevented muscle mass loss
in the gquadriceps of ratz fed a hypercaloric diet, which confirmed the
protective effect of NAM on muscle mass. Thus, it could be a potential
treatment for muscle atrophy, as NAM decreases FFA, inflammation and
oxidative strezs, preventing the loss of muscle proteins. Previous studies
have reported that the administration of MAM reduces glucose levels,
decreases ROS, induces the activity of antioxidant enzymes (Singh and
Bodakhe, 2021) and regulates the sirtmin pathway, improving mito-
chondrial biegenesiz in diabetic ratz treated with a high-fat diet (Yang
et al., 2014).

In our study, NAM decreased the concentrations of IL-6 and the ac-
tivity of cholinesterazes in serum. The anti-inflammatory effect of MAM
iz exerted through the increase in the concentrations of MAD™ | which is
uzed az a substrate for a group of hiztone deacetylase enTyme:s known as
zirtuinz, causing an increaze in their activity, and inhibiting the forma-
tion of the nuclear factor kappa B complex. In parallel, it is possible that
the reduction in the activity of cholinesterazesz by MAM attenuates
acetylcholine hydrolyziz, maintaining the anti-inflammatory cholinergic
pathway and thu: preventing the syntheziz and release of proin-
flammatory cytokines (Pugazhenthi et al., 2017).

Furtharmore, the antiowidant effect of NAM was demonstrated
through the restoration of the GSH/GS5G rado in the hippocampus,
which prevented the deleterious effect of ROS on neuronal metabolizm
and cogmitive funetion (Fricker et al | 201E8), probably due to the
availability of NADPH by MAM-mediated modulation of redox homea-
staziz and NADPH-producing enzymes (Loza-Medrano et al, 20200
MADPH iz used in the recycling of GEH from G556 by glutathione
reductase, leading to an inerease in eellular antdoxidant capacity that
reduces oxidative stress (Turunc Bayrakdar et al., 2014). This antioxi-
dant action iz evidenced by the low concentrations of TEARS, prevention
of protein oxidation, and restoration of the GSH /GESG ratio in the serum
and hippocampus. MAM increazes AT concentrations by increaszing the
concenmration of NAD™ | which iz required for the formation of MADH,
which in turm drives the synthesiz of ATP by the mitochondrial electron
transport chain (Guo et al., 2009).
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Oxidative stress and low concentrations of ATP are the main causes
of neurodegenerative dizeazes azrociated with cognitve deficit (Vilela
et al., 2023). Increased oxidative stress correlates with an inereasze in
cholinesteraze activity, contributing to lower acetylcholine concentra-
tions and affecting synapses and cognitive processes (Gao et al., 2022).
Various molecules with antdoxidant and and-inflammatory propertiez
have been used to decrease the activity of cholinesterazes. Theze data
show that regulating oxidative strezs iz key for the proper function of the
ensuing cholinergic pathway and the restoration of brain symapses
(Yamini et al., 2022). Although cholinezteraze inhibitors are currently
uzed to inerease acetylcholine levels (Alhazmi and Albracty, 2022), they
have not been completely effective sinee oxidative strezs persists under
pathological conditions (Simunlkova et al,, 2019). The prezent study
supports the idea that MAM may be a powerful neuroprotector by pre-
venting BBB dysfunctdon and therefore cognitive deficit, reducing
cholinesteraze activity, inflammation and oxidative stress, amd
increasing the antioxidant capacity in the hippocampus.

A direct uncompetitive inhibitory actdon of WAM on cholinesterazes
was found by an enzyme kinetics study performed in witro in hippo-
campal homogenates. Similar resultz showed that NAM denvatives
reverzibly inhibit the activitier of AChE and BChE because they have
greater affinity for the active site of AChE (Zandona et al , 2020). Thiz
was also confirmed by molecular docking smudies (Villeda-Gonzalez
et al, 2020).

5. Concluzlon

NAM haz significant neuroprotective potential against cognitive
damage caused by the consumption of a hypercaloric diet; NAM mod-
ulatez cholinesteraze activities, especially that of AChE, and reduces
inflammation and exidatve stress.
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