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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un sindrome neurodegenerativo, progresivo e
irreversible resultado de la interaccidon entre factores genéticos y epigenéticos que, se
manifiesta a través de la alteracién de la homeostasis del metabolismo energético, la
pérdida de espinas dendriticas (ED) y la neuroinflamacién mediada por microglia. La
evidencia sugiere que, la disfuncién microglial, asociada a la perdida de sus funciones de
restauracion de la homeostasis, vigilancia y proteccion del parénquima cerebral, como la
fagocitosis y el control de la inflamacion, dependientes de su flexibilidad metabdlica, ocurre
en contexto de la acumulacién de péptido B-amilode (BA), un rasgo comun en la EA de
aparicion tardia. En el modelo 3xTg-AD, la disfuncion metabdlica en la microglia contribuye
al ambiente degenerativo caracterizado por inflamacion cronica y la sinaptopatia o
remodelacién anormal de las ED. Por lo que restaurar la aptitud metabdlica microglial,
mediante estrategias dirigidas a vias dependientes de la tiamina, podria recalibrar sus
funciones, preservando la integridad sinaptica y rescatando la memoria. El tratamiento y/o
suplementacién coadyuvante con Pirofosfato de Tiamina (TPP) favorece la eliminacion del
BA, al regular la funcién metabdlica microglial, pues tiene un papel fundamental en el
metabolismo aerébico intermedio de la glucosa. EI TPP actiua especificamente en el
complejo enzimatico de la Piruvato deshidrogenasa (PDH) donde participa promoviendo la
transicion de la glucdlisis al ciclo de Krebs, permitiendo la sintesis de acetil-CoA a partir del
piruvato y la obtencion de ATP a partir de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS). Nuestros
resultados mostraron que el tratamiento crénico con TPP indujo modificaciones
morfoldgicas significativas en la microglia de las regiones de CA1y SUB, en un analisis con
MorphoGilia. Simultaneamente, observamos una modulacién del estado funcional asociado
a un perfil menos reactivo, lo que atenud la neuroinflamacion, mantuvo la funcién cognitiva
y la densidad de las ED de los cerebros del modelo de ratéon 3xTg-AD para la enfermedad
de tipo Alzheimer. En conclusion, el TPP representa un tratamiento coadyuvante
prometedor que nos permite explorar nuevas estrategias de intervencion dirigidas a
multiples mecanismos de EA al mismo tiempo, y que podria prevenir el avance de la

patologia y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Palabras clave: Pirofosfato de tiamina, modulacion de la microglia, MorphoGlia, modelo

murino 3xTg-AD, B-amiloide, neuroinflamacién, hipocampo, deterioro cognitivo.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative, progressive, and irreversible syndrome
resulting from the interplay between genetic and epigenetic factors, which manifests through
the disruption of energy metabolism homeostasis, the loss of dendritic spines (DS), and
microglia-mediated neuroinflammation. Evidence suggests that microglial dysfunction,
associated with the loss of its homeostatic restoration, surveillance, and brain parenchyma
protection functions, such as phagocytosis and inflammation control, dependent on its
metabolic flexibility, occurs in the context of B-amyloid peptide (AB) accumulation, a common
feature in late-onset AD. In the 3xTg-AD model, metabolic dysfunction in microglia
contributes to the degenerative environment characterized by chronic inflammation and
synaptopathy or abnormal DS remodeling. Therefore, restoring microglial metabolic fithess
through strategies targeting thiamine-dependent pathways could recalibrate its functions,
preserving synaptic integrity and rescuing memory. Adjunctive treatment and/or
supplementation with Thiamine Pyrophosphate (TPP) favors AB clearance by regulating
microglial metabolic function, as it plays a fundamental role in intermediate aerobic glucose
metabolism. TPP specifically acts on the Pyruvate dehydrogenase (PDH) enzyme complex,
where it participates by promoting the transition from glycolysis to the Krebs cycle, allowing
the synthesis of acetyl-CoA from pyruvate and ATP production from oxidative
phosphorylation (OXPHOS). Our results showed that chronic treatment with TPP induced
significant morphological modifications in the microglia of the CA1 and SUB regions in the
MorphoGlia analysis. Simultaneously, we observed a modulation of the functional state
associated with a less reactive profile, which attenuated neuroinflammation, maintained
cognitive function, and the DS density of the brains of the 3xTg-AD mouse model for
Alzheimer's-like disease. In conclusion, TPP represents a promising adjunctive treatment
that allows us to explore new intervention strategies targeting multiple AD mechanisms
simultaneously and that could prevent the progression of the pathology and improve the

quality of life of patients.

Keywords: Thiamine Pyrophosphate, microglial modulation, MorphoGlia, 3xTg-AD model,

B-amyloid, neuroinflammation, hippocampus, cognitive impairment.
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. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e
irreversible que afecta a millones de personas en todo el mundo, constituyendo la
principal causa de demencia en adultos mayores (OMS, 2025). Esta patologia se
caracteriza por alteraciones neuropatolégicas caracteristicas, como la acumulacion
extracelular de placas de péptido B-amiloide (BA), la hiperfosforilacion de la proteina
tau, y una neuroinflamacién sostenida que contribuye a la pérdida de sinapsis y
funciones cognitivas (Blurton-Jones & LaFerla, 2006; Cole et al., 2010; Wu et al.,
2020). En este contexto, la microglia, como principal célula inmunitaria del sistema
nervioso central, desempena un papel crucial en la vigilancia, respuesta inflamatoria
y mantenimiento de la homeostasis neuronal (Calsolaro & Edison, 2016; Song &
Colonna, 2018). Sin embargo, la disfuncion metabdlica de la microglia, en particular
la alteracion en su capacidad para adaptarse metabdlicamente al entorno
neurodegenerativo, ha emergido como un factor relevante que exacerba el deterioro
neuronal en la EA (Baik et al., 2019b; Keren-Shaul, Spinrad, Weiner, Matcovitch-
Natan, Dvir-Szternfeld, Ulland, David, Baruch, Lara-Astaiso, Toth, ltzkovitz, et al.,
2017).

Diversas investigaciones han mostrado que modificaciones en el metabolismo
microglial relacionadas con vias dependientes de la tiamina modulan su funcion y
capacidad fagocitica frente al BA, destacando el receptor TREM2 y la sefalizacién
mediada por la ruta mTOR como elementos clave en este proceso (Ulland et al.,
2017). No obstante, persisten debates respecto al modelo de activacién microglial
predominante en distintas etapas de la EA y cdmo estas variaciones afectan la
progresiéon de la enfermedad. El tratamiento con pirofosfato de tiamina (TPP), una
forma bioactiva de tiamina que actua sobre el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (PDH), que hemos propuesto, como una terapia coadyuvante
capaz de restaurar el metabolismo aerdbico microglial, promover la eficiencia
energética y reducir la neuroinflamacion.

El modelo murino triple transgénico 3xTg-AD, que presenta caracteristicas
patolégicas similares a las humanas, incluyendo la acumulacion de BA y

alteraciones en la proteina tau, permite el estudio integral de los efectos del TPP

13



sobre la microglia, la morfologia sinaptica y el comportamiento cognitivo (Bilkei-
Gorzo, 2014; Oddo et al., 2003). Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo
han demostrado que el tratamiento crénico con TPP en este modelo mejora la
conducta de anidacion y aprendizaje en laberinto. También, modula positivamente
la morfologia y funcién microglial, disminuyendo su estado reactivo y preservando
la funcién y la densidad de espinas dendriticas en regiones hipocampales clave
(Pastén-Castrejon, 2019; Poblano-Paez, 2024).
El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto neuroprotector del TPP en
el modelo 3xTg-AD, integrando analisis conductuales, morfolégicos y funcionales
de la microglia, asi como de las espinas dendriticas (ED). Los resultados obtenidos
sugieren que la modulacién del metabolismo microglial mediante TPP constituye
una estrategia prometedora para la prevencién del deterioro cognitivo asociado a la
EA, abriendo nuevas vias para el desarrollo de intervenciones terapéuticas
multifactoriales que puedan mejorar la calidad de vida de los pacientes.
Il. ANTECEDENTES

Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer
La EA es una condicion neurodegenerativa que se caracteriza tener un origen
multifactorial, es progresiva e irreversible, por lo que hasta el momento no tiene
cura. Por sus sintomas, se clasifica como una forma de demencia relacionada con
la edad y afecta principalmente a personas que se encuentran entre los 65 y 85
afnos (Masters et al., 2015; De Strooper y Karran, 2016). Los signos y sintomas de
la EA, ocurren en un continuo biolégico en donde se tienen fases preclinicas y
prodromicas de larga duracién, seguidas de una etapa clinica que suele durar entre
8 y 10 anos. (Cole et al., 2010; Masters et al., 2015; De Strooper y Karran, 2016).
Los sintomas de EA incluyen una marcada pérdida de memoria y habilidades
cognitivas, dificultades en el lenguaje, desorientacién y cambios impredecibles en
el comportamiento, lo que afecta negativamente las actividades cotidianas de los
pacientes (Prince, 2015).
Debido al aumento en la esperanza de vida de la poblacion, los casos de Alzheimer
estan en constante aumento tanto en México como en todo el mundo (Swomley et

al., 2014). A nivel mundial en 2014, se estimaba que alrededor de 47.5 millones de
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adultos mayores, eran pacientes con demencia, y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) registra aproximadamente 7.7 millones de nuevos casos cada ano.
(Prince, Albanese, Guerchet y Prina, 2014). En México y América Latina se reporta
que la prevalencia de demencia varia entre 6.7% y 12.6%, y que esta es mayor en
mujeres (9.1%), que en hombres (6.9%), en personas con menor nivel educativo y/o
que viven en areas rurales (9.4%), mas que las que en zonas urbanas (7.7%), segun
estudios consistentes (Manrique-Espinoza et al., 2013). En cuanto a la incidencia,
en México, se calcula que, cada ano se presentan aproximadamente 27 casos
nuevos de demencia por cada mil personas de 60 afios y mas (Agudelo-Botero et
al., 2023; Robledo et al., 2017). En el afio 2015, el Instituto Nacional de Geriatria
estimé en 2015 que 800,000 personas eran afectadas por algun tipo de demencia,
siendo la EA la causa mas comun, con un rango de entre 60% y 70% del total de
los casos de demencia (Gutiérrez-Robledo y Arrieta-Cruz, 2015). Lo anterior aunado
a las proyecciones demograficas de nuestro pais indican que, en menos de 30 afios,
2 de cada 10 mexicanos seran personas adultas mayores (CONAPO, 2021).
Ademas, conforme nuestra poblacion envejece aumentan los factores de riesgo y la
prevalencia de enfermedades cronicas como obesidad y diabetes que ocasionan
incapacidad y contribuyen a un escenario mas complejo, en el que la demencia gana
terreno y se convierte en la principal causa de discapacidad y dependencia en
adultos mayores (OMS, 2025), lo que en nuestro pais contribuye de forma
significativa a la mortalidad prematura y los afios vividos con discapacidad en
adultos mayores (Parra-Rodriguez et al., 2020).

Actualmente se estima que alrededor de 1.3 millones de personas viven con
demencia en México (Secretaria de Salud, 2021) y que esta cifra se multiplicara a
3.5 millones para el 2050 (Gutierrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015). Esto se traduce
no solo en presion economica sobre el sistema de salud, sino que vuelve obligatoria
la participacion de la sociedad en general (Gutiérrez-Robledo et al., 2022).
Asimismo, ya que las personas cuidadoras son mayormente mujeres, esta implicita
una pérdida de ingresos por la necesidad de reducir las horas de trabajo o dejar la
vida productiva definitivamente, contribuyendo en gran medida a la inequidad de
género (Gutiérrez-Robledo et al., 2022; Mattap et al., 2022).
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Dado el alarmante aumento proyectado de casos y el profundo impacto econémico,
social y de género que conlleva, el estudio de la demencia y principalmente la EA
se vuelve no solo relevante, sino prioritario en el ambito de la salud publica (INGER,
2024). Podemos comprender el trasfondo de la EA y su impacto en la actualidad, si
estudiamos su origen biolégico, clinico e historico.
Descubrimiento de la Enfermedad de Alzheimer

En 1906, el psiquiatra Aloisyus Alzheimer proporciond la primera descripcion clinica
de la EA, basada en el caso de su paciente August Deter, de 51 afios de edad. Deter
mostraba sefales de deterioro cognitivo y dificultad para recordar informacion
recientemente aprendida. Después de su muerte, el Dr. Alzheimer realiz6 un analisis
post-mortem de su cerebro, lo que le permitid describir por primera vez las

caracteristicas histopatologicas clasicas de la enfermedad (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Descubrimiento de la Enfermedad de Alzheimer. (A) El Dr. Aloisyus Alzheimer a la
izquierda y sus descubrimientos mostrados en sus propias ilustraciones donde muestra en (B) las
placas amiloides en el centro y en (C) las marafas neurofibrilares a la derecha. Tomado de Dahm,
2006.

Estas caracteristicas incluyen las placas [B-amiloide (BA) y las maranas
neurofibrilares (MNFs) compuestas por la proteina tau (Goedert y Spillantini, 2006).
Tanto BA como tau, estan implicadas en otros trastornos en los que su expresion
genética se ve alterada, lo que resulta en su sobreproduccion, acumulacion o
desorganizacion. Estas alteraciones pueden dar lugar al déficit y deterioro de
diferentes capacidades cognitivas o una enfermedad similar a la EA (Goate et al.,
1989; Cole et al., 2010).
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Ademas, en los cerebros con EA se observa también una retraccion o encogimiento
de diversas areas, debido a la pérdida de neuronas, a la angiopatia amiloide y otras
lesiones moleculares relacionadas al dafio oxidativo. Se produce una activacion
inflamatoria de las células gliales (microglia y astrocitos), asi como una pérdida de
la homeostasis en el metabolismo de la glucosa y la insulina (Mosconi et al., 2008;
Gabbouj et al., 2019). Todas estas alteraciones, conducen a la disfuncidon sinaptica

en areas cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la memoria como la corteza

Normal » Alzheimer
B

Figura 2. Anatomia macroscépica de un cerebro Alzheimer, se muestra sefialado con flechas y
cabezas de flecha la ampliacion de los espacios de los surcos y el estrechamiento de las
circunvoluciones de las astas frontal y lateral de los ventriculos en comparacién con el cerebro
normal. Modificado de DeTure & Dickson, 2019. Marcas histopatolédgicas de la EA. En A, una triple
inmunofluorescencia que muestra una marafia neurofibrilar (cambios conformacionales de la
proteina tau: verde; C-terminal: rojo; N-terminal de la proteina tau intacta: azul). En B, se observa
una inmunofluorescencia de una placa amiloide (BA 1-40: verde). Fotomicrografias a 100x, barra de
calibracion =10um. Tomado de Andrade-Guerrero et al., 2023.

Por otro lado, la importancia del proceso inflamatorio en la EA se ha revelado en los
ultimos afos y podemos encontrar evidencia que sugiere que la inflamacién no
diagnosticada o no valorada puede contribuir al desarrollo de la enfermedad (Cuello,
2017). Ademas, genes que se consideran factores de riesgo para la EA se expresan
en la microglia como el Triggering Receptor Expressed on Mieloid Cells 2, (TREM2,
por sus siglas en inglés) y el de la apolipoproteina E o APOE (Wang et al., 2015;
Krasemann et al., 2017; Andrade-Guerrero et al., 2023).

Otros genes que también se han reportado son SP/1, implicado en la expresiéon de
aquellos relacionados con el sistema inmunitario en células mieloides, que podria

contribuir a la EA regulando vias clave asociadas con la respuesta inmunitaria y
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alterando el panorama epigenético (Cao et al., 2022). Ademas, el antigeno de
superficie de células mieloides CD33 , expresado en la superficie de las células
microgliales, esta implicado en la regulacién negativa de la produccién de citocinas
y, por lo tanto, podria desempefar un papel en la EA modulando la activacion
microglial (Wissfeld et al., 2021;Marcé-Grau et al., 2019). Las caracterizaciones
recientes que incluyen la expresion génica, la funcional y la morfolégica de las
poblaciones de microglia, han permitido la identificacion de un fenotipo distinto al
proinflamatorio al que por su relacion con la EA y otros procesos
neurodegenerativos se le identifica como microglia asociada a la degeneracion y/o
a la enfermedad o DAM (por sus siglas en inglés) (Krasemann et al., 2017; Keren-
Shaul et al., 2017).

Asimismo, algunos autores sugieren que la microglia participa en los procesos de
eliminacion descontrolada de sinapsis por trogocitosis durante la EA a partir de
mecanismos relacionados con la sefalizaciéon del sistema del complemento (C)
inmunolégico (termolabil), los C1q (fragmento Fc de los anticuerpos) y C3
(convertasa) (Colonna y Butovsky, 2017; Weinhard et al., 2018).

En conclusidn, la fisiopatologia de la EA es compleja y la afectacién cognoscitiva
resulta de multiples factores que inciden directamente en la plasticidad sinaptica y
estructural, junto con la respuesta del sistema inmune, que puede modular el
desarrollo de placas amiloides afectando la transmision sinaptica, ocasionando el
deterioro subyacente a la enfermedad (Bello-Medina et al., 2019).

Fisiopatologia

Péptido B-amiloide
A partir de multiples estudios realizados para descubrir la problematica central de la
EA, Hardy y Higgins en 1992 propusieron “la hipdtesis de la cascada amiloide” en
la que se asume que la deposicion del péptido BA en forma de placas, es el agente
etiologico y principal disparador de otros elementos de la patologia como la pérdida
neuronal, el dafo vascular y las alteraciones de la proteina tau que promueven la

neurodegeneracion (Hardy y Higgins, 1992; Hardy y Selkoe, 2002).
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Figura 3. Escisién y procesamiento enzimatico de la proteina precursora amiloide (APP). A la
izquierda la via no amiloidogénica, la escision de a-secretasa en APP inicia el procesamiento no
amiloide que impide la generacion del péptido BA y forma el fragmento soluble de la proteina (APPsa)
y el fragmento C-terminal (a-CTF), el cual posteriormente da lugar a p3 N-terminal (p3) y al dominio
amiloide intracelular (AICD) luego del corte de la por la y-secreta. A la derecha la via amiloidogénica,
donde el procesamiento amiloidogénico de APP que implica el incremento de mutaciones de APP
por la escision de la B-secretasa, seguido por la escisidon de y-secretasa que lleva a la formacién de
monomeros, péptidos de BA y posteriormente placas amiloides que pueden acumularse y dar origen
a la inflamacién crénica y la microglia asociada a la degeneracion (DAM). llustracién creada con
Biorender.com, Autoria de Nelly Jovana Pastén Castrejon. Creado a partir de (Patterson et al., 2008).

En el organismo, el péptido BA se expresa en todos los tejidos y fluidos biolégicos
(Glabe y Bush, 2007) como producto de la proteina precursora amiloide (APP), la
cual es una proteina transmembranal que se procesa de manera enzimatica por 3
secretasas, la a, By y, que generan dos fragmentos de BA (via amiloidogénica en
el cerebro) (Figura 3). El fragmento de BA-42 representa del 5 al 10% de la cantidad
total de proteina generada y estd mayormente relacionado con la EA por su
capacidad de agregarse en fibrillas amiloides que mas tarde se acumulan en placas
(Gouras et al., 2000). La agregacion de BA depende de varias fases, entre las cuales
se encuentran la nucleacion y la elongacion que conllevan a la formacién de
diferentes especies amiloides como monémeros, oligémeros, protofibrillas y fibrillas

insolubles (Mohamed, Cortez, y de Chaves, 2011).
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Por otro lado, en muestras de cerebros de pacientes con EA, se ha demostrado que
el PBA se encuentra asociada a elementos macromoleculares como
glucosaminoglucanos, lipidos de la membrana celular, otras proteinas y de manera
importante a iones metalicos que pueden influir en la agregaciéon amiloide y provocar

efectos toxicos (Thinakaran y Koo, 2008; Cole et al., 2010).

Proteina tau

La proteina tau se aislé por primera vez del cerebro de un porcino y se le identifico
como un factor asociado a microtubulos (Weingarten et al., 1975). Es una proteina
del citoesqueleto, formada por un filamento helicoidal emparejado (PHF), que en su
forma hiperfosforilada da lugar a las marafnas neurofibrilares en los cerebros de
personas con la EA (Friedhoff et al., 2000; Cole et al., 2010). Se ha observado que
las formas hiperfosforiladas de tau, inhiben in vitro el conjunto de microtubulos
asociados a otros filamentos que dan estructura a las células, afectando sus
funciones. Se han encontrado alrededor de 80 secuencias exdnicas causantes de
enfermedades y mutaciones silenciosas en el gen que codifica para la proteina tau
en otras demencias como la frontotemporal, pero a la fecha, no se ha encontrado
una mutacioén especifica para la EA (Igbal et al., 2016).

Como la proteina tau forma parte del citoesqueleto y estd asociada a los
microtubulos, su funcién primordial es mantener la estabilidad morfologica de las
neuronas. No obstante, las modificaciones postraduccionales de tau pueden alterar
dicha funcién, los supuestos cambios incluyen; hiperfosforilacion, glicosilacion,
ubiquitinacién, glicacion, poliaminacion, nitracion y protedlisis. Lo anterior, se
traduce en mecanismos fallidos para que las neuronas eliminen proteinas dafiadas,
mal plegadas o agregadas (Spillantini y Goedert, 2013). Sin embargo, las mas
importantes son la hiperfosforilacién y la glicosilacion, ya que son cruciales para la

degeneracion neurofibrilar en la EA (Gong et al., 2005).
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Figura 4. Representacion de la hiperfosforilacion de la proteina tau y formacion de marafas
neurofibrilares a partir de su desestabilizacion por las cinasas (GSK-3[; glicogeno sintasa 3 y
Cdk5/p25; dependiente de ciclasa 5 y su subunidad). llustracion creada con Biorender.com, Autoria
de Nelly Jovana Pastén Castrejon. Creado a partir de Querthfurth y La Ferla, 2010.

Se ha sugerido que el papel de la proteina tau en el desarrollo de la EA depende de
al menos dos mecanismos (Figura 4); en primera instancia, el desprendimiento de
tau de los microtubulos después de ser hiperfosforilada por las cinasas GSK-3f y
Cdk5 con su subunidad p25, provoca su desarreglo y acumulacién en MNFs (Cole
et al., 2010). En segundo lugar, la presencia de mutaciones o0 cambios
postraduccionales de la proteina tau ocasionan el deterioro en su funcién

microtubular y del transporte axonal (Jaworski,2010; Medina y Avila, 2014).

Neuroinflamacion y microglia
La neuroinflamacién en la EA se puede definir como un cambio en la morfologia y
el numero de células microgliales debido a factores como el estrés oxidativo
causado por especies reactivas de nitrogeno (ERNs) y de oxigeno (EROs), citocinas
pro-inflamatorias y prostaglandinas que promueven la neurodegeneracion (Figura
5), (Mangialasche et al., 2010; Akiyama et al., 2000; Kitazawa et al., 2004).
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La microglia regula la respuesta inmune y su homeostasis en el sistema nervioso
central (SNC) (Streit, 2002; Hanisch y Kettenmann, 2007). Cuando ésta se pierde
por una lesion o enfermedad, la microglia adquiere un estado “activo” y una
morfologia “ameboide” acompafiada de cambios en la expresion génicay, por tanto,
cambios funcionales (Hanisch y Kettenmann, 2007; Huh et al., 2003; Kreutzberg,
1996). El proceso de activacion de la microglia le permite adquirir diversos fenotipos
asociados a la proteccion o a la citotoxicidad (Schwartz, Butovsky, Bruck y Hanisch,
2006).

La diversidad de fenotipos de la microglia aun sigue siendo controversial. Sin
embargo, hasta 2018 existian dos postulados aceptados: el estado de activacion
alternativo (M2) y el clasico (M1). El primero se ha asociado a la neuroproteccion
del SNC ya que induce la liberacién de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-
10 que inhiben la inflamacién y promueven la capacidad fagocitica de la microglia
(Cherry, Olschowka, y O’Banion, 2014). Mientras que el segundo tipo por actividad
clasica o M1 responde a LPS, IFNy, PMAPs y PMADs (patrones moleculares
asociados a patdgenos y a dafo), produciendo una respuesta inflamatoria masiva
en la que se liberan las interleucinas IL-1[3, IL-12 y TNF-a que regula la expresion
de la sintasa del éxido nitrico inducible (INOS) (Calsolaro y Edison, 2016; Venegas
y Heneka, 2017).

Se sabe también que la microglia responde a moléculas endoégenas relacionadas
con células necréticas y moléculas derivadas de mecanismos protectores
patogénicos por medio de receptores tipo NOD (NLR) y TOLL (TLR). Los TLRG,
TLR4 y TLR2 reconocen al péptido BA (Akira, 2003; Glass, Saijo, Winner, Marchetto
y Gage, 2010) y activan vias del factor nuclear kappa B (NFkB) y cinasas
activadoras de mitégenos (MAPK).

La activacion de NFkB y las MAPK da lugar a dos eventos fundamentales: la sintesis
de diversas citocinas pro y anti-inflamatorias, ademas de factores de transcripcion,
incluidos IL-1, TNF-qa, IL-6, IL8 e IFN-y y como segundo evento la activacion de la
proteina quimio atrayente de los monocitos-1 (MCP-1) que recluta a otras células
gliales como los astrocitos. Como parte del proceso se transcribe y se sintetiza INOS

que produce oxido nitrico (NO)- e influye en la motilidad celular, fagocitosis, muerte
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celular, presentacién antigénica y en el dafo nitro-oxidativo (Akiyama et al., 2000).
Asimismo, se ha reportado que la neuroinflamacién y la sintesis cronica de citocinas
pro-inflamatorias y otras moléculas derivadas de la activacién microglial pueden
contribuir a la neurodegeneracion e incluso participar en la agregacion de BA en
placas (Zilka, Ferencik y Hulin, 2005). Esto sugiere que la neuroinflamacion es un
proceso importante (Figura 5) dentro del circulo vicioso de la agregacién de péptido
BA, el dafno neuronal, el estrés nitro-oxidativo y la muerte celular en las
enfermedades neurodegenerativas y especificamente en la EA (Calsolaro y Edison,
2016).

Sumado a lo anterior, diversos trabajos experimentales realizados con el modelo de
raton transgénico para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD), reportan un
aumento significativo en la cantidad de células microgliales a los 12 y 18 meses de
edad en comparacion con los no transgénicos y los transgénicos de menor edad.
Estas investigaciones relacionan el aumento de células microgliales con la
formacién de placas de BA y concluyen que durante la EA se desencadena una
reaccion microglial compleja. De manera que, en etapas iniciales de la EA, se puede
observar el aumento de células ramificadas que con el envejecimiento y avance de
la enfermedad tienen una funcién inmune disminuida (Rodriguez et al., 2010; 2013;

Fernandez-Arjona et al., 2017).

Metabolismo de la microglia en la neurodegeneracion
El mecanismo de induccién de DAM esta relacionado con TREM2 y podemos
encontrar dos paradigmas principales propuestos. Se plantea que TREM2 emerge
como un receptor inmune innato que afecta el metabolismo de la microglia en la EA.
Primero, a través de un mecanismo que consiste en la activacion basica de la
sefalizacion del mammalian Target of Rapamycin (mTOR) que permite el trofismo
celular a largo plazo, la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion mediante la
produccién de energia en la microglia sin una reprogramacion metabdlica drastica.
Posteriormente la senalizacion de mTOR se vuelve ténica a través de activadores
rio arriba, como el fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), la cinasa dependiente de
fosfatidilinositol 3-cinasa 1 (PDK1) y la proteina-cinasa B (PKB/Akt) que son
reclutadas por subunidades asociadas a los motivos DAP12 y DAP10 de la proteina
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de uniodn a la tirosina-cinasa (TYROBP) (Ulland et al., 2017). El segundo modelo
propone que sefiales de TREM2 en respuesta al medio inician directamente el
programa para activar DAM dependiendo de la expresion “inmediata” de TREM2
ante lesiones agudas en axones 0 exposicion a neuronas apoptoticas (Krasemann
et al., 2017).

Una vez que se activa DAM, ciertas moléculas con regulacidon positiva pueden
formar un bucle autocrino o paracrino que sostiene la activacion. APOE se
encuentra entre los genes asociados a DAM con mayor expresion y se ha visto que
su deficiencia disminuye la expresién de DAM, podria ser uno de los principales
ligandos de TREM2 durante la neurodegeneracion (Krasemann et al., 2017; Song y
Colonna, 2018). Aunado a lo anterior, Baik y cols. (2019) reportaron que B-amiloide
puede inducir la reprogramacién metabodlica microglial, donde se obtiene energia a
partir del metabolismo glucolitico no oxidativo, reduciendo la energia celular y
adoptando un mecanismo energético “hipometabdlico”. Este cambio es dependiente
de la via de mTOR en la microglia puede alcanzar una fase de tolerancia, debida a
la exposicion cronica de factores activadores de DAM.

Estos defectos del metabolismo sumados a la pérdida del fenotipo homeostatico de
la microglia conducen a la disminucién de la funcion de la respuesta inmune (Figura
5), incluyendo la secrecién de citocinas y la fagocitosis, lo que deja al cerebro
expuesto y altamente susceptible a la neurodegeneracion (Baik et al., 2019).

La importancia de estos estudios radica en comprender que la microglia recibe
sefales del entorno neurodegenerativo a nivel integral y que estos cambios
metabdlicos y la pérdida de la homeostasis pueden ser mas bien un estado
disfuncional de hipometabolismo inducido por la enfermedad. Por lo tanto, en la
medida que se logre modular la alteraciéon metabdlica microglial se podria proteger
al SNC del dafio que ocasiona la neurodegeneracion (Ulland et al., 2017; Baik et al.,
2019).
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Figura 5. Neuroinflamaciéon crénica y reprogramaciéon metabdlica microglial desregulada. La
microglia, encargada de la inmunidad innata en el sistema nervioso central, reconoce las placas
amiloides a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los tipo Toll (TLR4) y
tipo NOD (NLR). Esta interaccién conduce a la activacién sostenida de la via de NF-kB debido a la
exposicion constante al ambiente neurodegenerativo, promoviendo la liberacién de citocinas
proinflamatorias (IL-1B3, TNF-a e IL-6), quimiocinas (MCP-1, M-CSF, SDF-1) y especies reactivas de
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en la expresidn génica, con una disminucién de los marcadores homeostaticos como P2ry12,
Tmem119 y Cx3cr1, y un aumento de marcadores reactivos como Lgals3, Itgax, Trem2 y Nos2,
reflejan una reprogramacion metabdlica desregulada de la microglia. Este desequilibrio contribuye
significativamente a la disfuncion sinaptica, la sinaptopatia y el deterioro cognitivo. llustracion creada
con Biorender.com, Autoria de Nelly Jovana Pastén Castrejon. Creado a partir de (Baik et al., 2019;
Glass et al., 2010).
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Microglia asociada a la degeneracion o DAM
Las alteraciones en el rendimiento cognitivo y la demencia pueden ser causadas
por la neurodegeneracion, un proceso progresivo de pérdida de la homeostasis
relacionado con la edad y la muerte de estructuras y funciones de las células que
conforman el SNC (Ramanan y Saykin, 2013). En la EA la inflamacién fue
observada y descrita por primera vez por Oskar Fischer a inicios del siglo XX, de
manera simultanea a la descripcion de las placas amiloides en el cerebro. Hasta los
afnos 80, sin embargo, se retomo el estudio de este factor como caracteristica

importante para el estudio de las patologias neurodegenerativas (Cuello, 2017).
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Figura 6. Representacion grafica de la inflamacion temprana y tardia del SNC que ocurren en el
continuo de la EA. Es probable que la inflamacién temprana comience tan pronto como haya una
acumulacién de BA en forma de oligbmeros, antes de la presencia de placas amiloides. Los dos
procesos inflamatorios deben superponerse en un punto cercano al final de la etapa preclinica, donde
se observan los primeros signos de alteraciones conductuales leves (ACL) y deterioro cognitivo leve
(DCL), mientras que en la etapa clinica predomina la inmunidad inflamatoria adaptativa tardia.
Modificado de Cuello 2017, basado en Jackson Jr. Et al., 2018.

Como se menciond, durante la neurodegeneracion la microglia adquiere un

tipo unico asociado con el desarrollo de la EA que fue descubierto gracias a la
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aplicacion de tecnologias genomicas unicelulares las cuales permiten la
caracterizacion de los tipos y estados de las células inmunes a lo largo de la
transicion del proceso salud-enfermedad (Cuello, 2017).
Una de las piezas que ha demostrado tener una relacion directa con el cambio en
la expresion génica para la activacion de DAM es TREM2, que funciona como
receptor especifico de macréfagos con un dominio de inmunoglobulina (lg) unico
(Song y Colonna, 2018). El receptor TREM2 detecta patrones lipidicos asociados a
neurodegeneracion como fosfolipidos, células apoptéticas y lipoproteinas, ademas
de mantener la respuesta microglial a la amiloidosis en la EA (Wang et al., 2015;
Ulland et al., 2017). Se ha observado que, a nivel de una sola célula, las células
knock out para TREM2, presentan limitaciones en su capacidad de activacion del
fenotipo DAM al ser sometidas a un medio con neuronas apoptéticas o en caso de
una senalizacion anémala del factor de crecimiento transformante $ (TGFR)
(Butovsky et al., 2014). Lo anterior esta relacionado con la pérdida de la firma
homeostatica microglial y la inflamacion crénica en el tejido cerebral (Perry y
Holmes, 2014). En algunos otros estudios se ha reportado que la deficiencia de
TREMZ2 provoca autofagia aumentada en algunos modelos de raton para la EA y
deteriora la activacion y el metabolismo microglial (Ulland et al., 2017).
Morfologia y fenotipo microglial
El cambio morfolégico de la microglia esta intimamente relacionado con su funcién
y algunos autores han recurrido a su estudio para resolver paradigmas acerca del
estado en que se encuentra el sistema inmune del SNC durante la salud, la
enfermedad, los traumas o eventos cerebrovasculares (Fernandez-Arjona et al.,
2017; Morrison et al., 2017; Streit et al., 2020). Se ha observado también que tanto
la distribucion de la microglia como su morfologia difieren a lo largo del tejido
cerebral, lo que demuestra su capacidad para censar el microambiente circundante.
Segun su forma, la microglia se ha divido en ramificada asociada al reposo y la
vigilancia activa con perfil antinflamatorio y en desramificada o ameboide
relacionada con la activacion inmune y un perfil proinflamatorio (Cherry, Olschowka,
y O’Banion, 2014; Reddaway et al., 2023).
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Homeostatica Reactiva Ameboide Hiper-ramificadada Baston

Figura 7. Representaciones de las cinco morfologias microgliales. (A) Microglia homeostatica,
caracterizada por sus procesos largos y complejos y somas pequenos. (B) Los procesos microgliales
reactivos se han retraido y disminuido en nimero; los somas también se ven mas grandes vy
redondeados. (C) La microglia ameboide carece de procesos y es morfolégicamente indistinguible
de los macréfagos hematicos. (D) Microglia hiper-ramificada y "tupida", una morfologia intermedia
entre la homeostatica y la reactiva, en la que la microglia se ha retraido y ha comenzado a engrosar
sus procesos. (E) La microglia en forma de baston adopta una morfologia altamente polarizada,
caracterizada por sus somas largos y delgados y procesos largos y extendidos. Modificado de
Reddaway et al., 2023.

Sin embargo, los fenotipos microgliales no son absolutos, sino un continuo con
morfologias intermedias (Figura 7). Los cambios sutiles a lo largo de sus
proyecciones y el tamano y circularidad del soma dan lugar a subtipos ampliamente
distintos entre los que podemos encontrar morfologias compactas y redondeadas o
ramificadas longitudinal y radialmente (Fernandez-Arjona et al., 2019;Green &
Rowe, 2024). El cerebro sano y no inflamado tiene mayoritariamente células en
reposo, ramificadas, con un cuerpo pequefo y estatico y con procesos altamente
dinamicos que realizan funciones que van desde el mantenimiento homeostatico
hasta la poda sinaptica (Hanisch y Kattenmann 2007; Paliocelli et al., 2011).

En pacientes con la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio, se ha descrito un
aumento de células microgliales y la distrofia microglial asociada a las MNF, la
agregacion de BA y la senescencia de estas células (Boche et al., 2012; Streit et al.,
2020). La microglia distréfica muestra una morfologia con anomalias en la
estructura citoplasmatica caracterizada por procesos que se retuercen, forman
esferoides y se acortan. Observaciones in vitro relacionan este tipo microglial con el
aumento de la edad y enfermedades neurodegenerativas dependientes de este
factor como la EA. Por otro lado, la microglia hipertréfica que se relaciona mas a un

estado inflamatorio producido después de un cambio patolégico agudo o lesiones
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en el SNC adquiere una morfologia con procesos citoplasmaticos muy agrandados
y ramificados (Streit et al. 2002; Streit et al., 2004).
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Figura 8. Analisis morfologico y seleccion de caracteristicas mediante RFE. En estel andlisis
morfoldgico, 32 caracteristicas se extraen inicialmente a través del procesamiento automatizado de
datos utilizando (A) célula, (B) esqueleto, (C) fractal (envoltura convexa), (D) soma y (E)
caracteristicas de Sholl. (F) En el proceso de seleccién de caracteristicas, RFE con un algoritmo de
bosque aleatorio identificd 16 caracteristicas clave como las mas significativas para distinguir entre
los grupos estudiados: SS-CA1, SCOP-CA1, SS-Hilus y SCOP-Hilus. Tomado de Maya-Arteaga et
al., 2024.

La morfologia microglial es esencial para entender el estado en que se encuentra el
parénquima cerebral y si se pueden o no identificar patologias del sistema nervioso

central como la EA (Maya-Arteaga et al., 2024), aunque la morfologia y funcién no
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son sinénimos, el estudio de la forma nos ayuda a realizar inferencias interesantes
(Paolicelli et al., 2022). Los cambios morfoldgicos sutiles pueden ser indicadores de
procesos de activacion y dafo neural, ademas la combinacion de este tipo de
analisis morfolégico usando herramientas como MorphoGlia (Figura 8) en
combinacién con otras técnicas, como estudios 6micos, aporta una vision integral
sobre la funcién y disfuncién microglial y nos ayuda a evaluar sus diferentes perfiles
fenotipicos en condiciones especificas (Maya-Arteaga et al., 2024).

Fagocitosis microglial y sinaptopatia
Durante el desarrollo, la microglia participa en el refinamiento de circuitos
neuronales eliminando sinapsis excesivas por medio de la via del complemento a
través de la senalizacién neuronal de C1q (Schafer et al., 2012; Chao Wang et al.,
2020). Las sinapsis marcadas de la manera anterior son reconocidas por el receptor
C3 (C3R) de la microglia causando su eliminacién mediante la fagocitosis parcial de
la célula neuronal, que se centra en las espinas dendriticas (Schafer et al., 2012;
Weinhard et al., 2018).
La fagocitosis parcial del material sinaptico mediada por la microglia, que ocurre a
lo largo del desarrollo es mejor conocida como pruning o poda sinaptica, y se ha
propuesto que de este proceso depende la homeostasis sinaptica (Paolicelli et al.,
2011). Cuando existen alteraciones durante la poda sinaptica, éstas pueden
contribuir a la susceptibilidad del desarrollo de trastornos asociados con el numero
de sinapsis como es el caso de la epilepsia, el autismo o la esquizofrenia (Miyanishi
et al., 2021).
Por otro lado, Weinhard et al. (2018) caracterizaron y describieron un proceso
similar al pruning, denominado trogocitosis, en que no existe evidencia de la
fagocitosis de sinapsis completas, sino un “mordisqueo” de las estructuras
sinapticas restringido a botones y axones presinapticos. Lo anterior sugiere la
participacion de la microglia en la remodelacion y reorganizacién sinaptica, asi como
en la disfuncién sinaptica. Ademas, la interrupcion o pérdida de la funcion microglial
ocurre en diferentes patologias del SNC, incluida la enfermedad de Alzheimer
(Keren-Shaul et al., 2017; Baik et al., 2019; Miyanishi et al., 2021).

La fagocitosis difiere de la trogocitosis principalmente en el tamafio de las particulas
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de captacion. En el primer caso, las particulas son de 0.5um de diametro mientras
que en el segundo caso los fragmentos son mas pequefios, de alrededor de 250nm
de diametro (Weinhard et al., 2018). Este proceso trogocitario (del griego trogo:
mordisquear) ha sido descrito previamente en células inmunes diferentes a la
microglia (Joly & Hudrisier, 2003; Ahmed et al., 2008) y amebas que ingieren
“‘mordisqueando” pequefas partes, menores a 1um, de sus blancos. Sin embargo,
la sefalizacién de la trogocitosis aun no es comprendida por completo, pero puede
depender de marcadores de la via del complemento como las proteinas C1qy C3R
(Schafer et al., 2012).

También se han sugerido otros reguladores de la trogocitosis como la sefial de
fagocitosis de la fosfatidilserina, un fosfolipido que cuando modifica su ubicacion a
la membrana celular externa, promueve la absorcién de material celular por los
macrofagos (Perry & Ravichandran, 2017). La trogocitosis microglial no implica de
manera necesaria la eliminacion de estructuras sinapticas funcionales. Sin
embargo, Wang et al. (2020), comprobaron que la microglia tiende a eliminar
preferentemente a las conexiones de menor fuerza sinaptica o menos activas. La
fagocitosis microglial del material sinaptico podria traducirse en el olvido por la
disfuncién de circuitos neuronales especificos involucrados en la memoria (Wang et
al., 2020).

Asimismo, en modelos de la EA, si se elimina la microglia, se evita la pérdida de
espinas dendriticas y la pérdida neuronal, sin que se observen cambios en los
niveles de BA o en el tamafio de las placas lo que apoya el papel de la microglia en
la disfuncién sinaptica (Mhatre et al., 2015; Spangenberg & Green, 2017).

Muchos de los hallazgos mencionados resultan de gran importancia, ya que una de
las principales caracteristicas neuropsiquiatricas asociadas a la pérdida de la
funcidon en la EA luego de la presencia de placas amiloides y la disfuncién de tau,
es la sinaptopatia relacionada al deterioro cognitivo, en la que se ha sugerido la
participacion de la microglia (Bello-Medina et al., 2019; 7). Aunado a esto, se ha
propuesto que la microglia contribuye a la eliminacién y degradacion de BA (Casali
et al., 2020) y que esto podria suceder porque BA funciona como un péptido

antimicrobiano que protege al cerebro de patégenos al aglutinarse alrededor de
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éstos, conteniéndolos (Kumar et al., 2016). Todo esto pone en discusion posibles
mecanismos involucrados en la fagocitosis parcial del material sinaptico en
condiciones de pérdida de la homeostasis multifactorial de estados
neurodegenerativos como durante la EA.

Espinas dendriticas y memoria
La memoria se refiere al almacenamiento de la informacién aprendida en el cerebro
y es el fundamento de la conducta y comportamiento adaptativo de los animales y
humanos (Poo et al., 2016). La representacién de la memoria duradera tiene como
sustrato neuronal a las células de engrama, convertidas en una teoria del
mecanismo para el almacenamiento de recuerdos, propuesto por primera vez por
Richard Semon (1909).
Actualmente, estas células se definen como neuronas que se activan durante una
experiencia, que han sufrido cambios fisicos o quimicos duraderos y que
posteriormente pueden reactivarse selectivamente para producir la recuperacion de
esa experiencia o inhibirse evitando asi su recuperacién (Tonegawa et al., 2015;
Josselyn & Tonegawa, 2020). Dichos cambios son sustentados por el mecanismo
de plasticidad sinaptica, que involucra el cambio estructural (elongacion,
contraccion y otros cambios de forma) y de composicion, ademas de la distribucion
y la funcién de las espinas en las sinapsis relacionadas a la actividad neuronal
(Frere & Slutsky, 2018; Reza-Zaldivar et al., 2020). Las espinas dendriticas fueron
descritas por el neuroanatomista Santiago Ramén y Cajal en 1888, como
estructuras que surgen de prolongaciones citoplasmaticas altamente dinamicas de
la membrana dendritica donde se lleva a cabo la sinapsis (Chidambaram et al.,
2019). Estas pequenas protuberancias delgadas y altamente especializadas, que
deben su modificacion morfolégica al citoesqueleto de actina, contribuyen al
aumento de la superficie celular de contacto de las terminales axoénicas. Tales
espinas se encuentran principalmente en las sinapsis excitadoras, pero también se
han reportado en interneuronas inhibitorias.
Las espinas tienen como funcién primaria la recepcion y traduccién de la
informacién excitadora aferente de las neuronas y su distribucion esta directamente

relacionada con la integracion de los impulsos nerviosos procedentes de sistemas
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aferentes especificos (Shepherd et al., 1985). Cajal proponia que las conexiones
sinapticas ocurrian directamente en las espinas y en 1959, su teoria fue confirmada
por Gray, quien con ayuda de la microscopia electronica observo los contactos pre-
y post-sinapticos (Chidambaram et al., 2019).

Posteriormente, la teoria de Donald Hebb de que el aumento de la fuerza sinaptica
y la conectividad neuronal son fundamentales para la formacion de la memoria,
incentivd a muchos investigadores a ahondar en el estudio sobre cémo la fuerza
sinaptica se correlaciona con la memoria (Josselyn & Tonegawa, 2020).
Anatémicamente, las espinas dendriticas consisten en cabezas bulbosas unidas a
los ejes dendriticos por cuellos estrechos y su tamafo forma y cantidad varian de
forma heterogénea incluso en segmentos dendriticos de una misma neurona. El
numero de espinas dendriticas varia de 1-10 por um de longitud dendritica, segun
el tipo de dendritas y la etapa del desarrollo (Calabrese et al., 2006). Las espinas
dendriticas en un cerebro maduro tienen una longitud menor a 3um con una cabeza
esférica de 0.5-1.5um de diametro conectada a la dendrita por un cuello delgado de
menos de0.5um de diametro (Chidambaram et al., 2019).

En la Figura 9, se muestra la morfologia de las espinas dendriticas que suele ser
muy variada, aunque se reconocen 4 grandes tipos: (1) espinas delgadas vy
alargadas, como filopodio y espinas delgadas con una cabeza mas pequeia y un
cuello estrecho, ambas asociadas a una sinapsis menos estable, (2) espinas en
forma de hongo con una cabeza grande y una unién a la dendrita estrecho que se
relaciona con una sinapsis de gran estabilidad, (3) espinas ramificadas o en forma
de copa con dos cabezas unidas a un solo cuello estrecho y (4) espinas rechonchas
o bulbosas sin constriccion obvia entre la cabeza y la union al eje (Yuste &
Bonhoeffer, 2001).

El hipocampo es parte de un sistema altamente plastico, la reorganizacién sinaptica
y la remodelacion de circuitos neuronales son procesos activos a lo largo de toda la
vida. La microglia elimina los componentes sinapticos del sistema nervioso en
desarrollo, pero también del cerebro maduro por medio de la via del complemento,
lo que se relaciona a la disociacion o degradacion de ensambles neuronales y se

traduce en el olvido de memorias (Schafer et al., 2012; Wang et al., 2020). Ademas,
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la disminucién de la actividad neuronal aumenta la eliminacion de sinapsis, mientras

que la deplecion de la microglia o su inhibicion previenen el olvido (Rice et al., 2015;

Krukowski et al., 2018; Wang et al., 2020).

Figura 9. Microscopia de dos fotones de espinas dendriticas. (A) Una imagen de dispositivo de carga
acoplada con el cuadro negro que muestra las areas del foton donde se tomaron dos imagenes de
fotones (barras de escala: 500 um). (B) Una imagen de bajo aumento de una columna dendritica en
la corteza motora del ratén (barra de escala de 20 ym). (C) Imagenes repetitivas de dendrita con
mayor aumento que muestran espinas dendriticas recién formadas con flechas que indican espinas
eliminadas y estrellas que muestran filopodios (barra de escala 2 ym). (D) Esquema que ejemplifica
las diferentes morfologias de las espinas dendriticas. Modificado de Xinzhu et al., 2014 citado en
Chidambaram et al., 2019.
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En el hipocampo (regulador de la memoria) es una estructura altamente plastica,
cuya reorganizacion sinaptica sufre una continua remodelacion de circuitos
neuronales y con procesos activos a lo largo de toda la vida. La funcion hipocampal
de la microglia elimina los componentes sinapticos por medio de la via del
complemento, lo que se relaciona a la disociacion o degradacién de ensambles
neuronales y se traduce en el olvido de memorias (Schafer et al., 2012; Wang et al.,
2020). Ademas, la disminucion de la actividad neuronal aumenta la eliminacion de
sinapsis, mientras que la deplecién de la microglia o su inhibicion previenen el olvido
(Rice et al., 2015; Krukowski et al., 2018; Wang et al., 2020).

La microglia también se ha relacionado con otros procesos de plasticidad sinaptica
en los que actua como mediadora en la recuperacion de recuerdos remotos a partir

de la respuesta a IL-33 que impulsa la absorcién microglial de la matriz extracelular
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(MEC) de las neuronas y el aumento de la plasticidad de las espinas dendriticas
(Nguyen et al., 2020). Este mecanismo para la remodelacion es dependiente de la
experiencia y podria optimizar la conectividad del circuito y reducir la interferencia
de la memoria como se ha observado en modelos KO para la sefalizacion con esta
interleucina. Aunado a esto, se ha demostrado que la microglia contacta con las
espinas dendriticas de una manera dependiente de la actividad y la formacién de
filopodios en la cabeza de las espinas correlaciona con el contacto de la microglia
de manera presinaptica (Weinhard et al., 2018).
Sin embargo, como se ha explicado a lo largo de los antecedentes, durante el
envejecimiento y el proceso de enfermedad hay una marcada pérdida de la
homeostasis cerebral que coincide con los defectos en la precision de la memoria
de los pacientes con EA (Nguyen et al., 2020) y la descomposicion metabdlica
asociada a la pérdida y alteracion de las funciones bioldgicas inmunes de la
microglia (Keren-Shaul et al., 2017; Baik et al., 2019; Yang et al., 2021).
Durante la EA el olvido es progresivo, inevitable e irreversible, sin embargo, aun no
se conocen por completo los mecanismos involucrados en el olvido en estas
condiciones patoldgicas (Wang et al., 2020). Debido a lo anterior nos preguntamos
si el deterioro cognitivo observado en el modelo 3xTg-AD estara relacionado a la
fagocitosis y como esta es mediada, o si podria ser alterada por la descomposicion
del perfil metabdlico homeostatico de la microglia y que efecto tendria en estos
casos el TPP.

Modelo 3xTg-AD
Los modelos transgénicos relacionados con la fisiopatologia de la EA han tenido un
papel importante en el entendimiento del desarrollo de su etiologia. A la fecha no se
ha creado un modelo que recapitule todos los aspectos de la patologia (Lee y Han,
2013; Webster et al., 2014). Sin embargo, el modelo 3xTg-AD (Figura 10), parece
ser hasta ahora el mejor por su validez histopatologica y de constructo bioldgico. Lo
que permite el estudio de los mecanismos patologicos de gran similitud con los
mecanismos humanos (Bilkei-Gorzo, 2014; Oddo et al., 2003). Este modelo triple
transgénico desarrolla la amiloidosis y taupatia de manera progresiva con un perfil

temporal y regional especifico, que simula la patologia de la EA en el cerebro
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humano gracias a que expresa los transgenes humanos PS1-M146V, APP695-Swe
y tau-P301L.

En el 3xTg-AD se describi6 que los depdsitos de péptido BA inician en la corteza y
progresan al hipocampo con el envejecimiento iniciando las lesiones
neuropatoldgicas que confirman la EA (Oddo et al., 2003). La deteccidn intracelular
de BA es clara desde los 3 meses de edad en la neocorteza y a los 6 meses en la
region CA1 del hipocampo; a los 9 meses se confirmoé que el modelo comienza a
tener agregados intracelulares prominentes en el SUB y la region de CA1, mientras
que agregados extracelulares BA son evidentes alrededor de los 11 a 12 meses en

la corteza frontal y otras regiones corticales, asi como en el hipocampo.
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Figura 10. Modelo de ratdn transgénico 3xTg-AD. Ejemplificacién del constructo de modelo, a partir
de la microinyeccién de los transgenes humanos APP695-Swe y tau-P301L en el prondcleo de la
célula embrionaria, de ratones knock in para PS1-M146V. Modificado de Oddo et al. 2003.

De forma paralela, las alteraciones en la proteina tau son notorias en las neuronas
piramidales de CA1 a partir de los 12 meses y ambas patologias se desarrollan
progresivamente de una manera dependiente de la region cerebral y de la edad
(Oddo et al., 2003). Asimismo, se observa proliferacion de poblaciones de astrocitos
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y de microglia en cercania a los depésitos amiloides conforme la edad y la patologia
avanzan (Kitazawa et al., 2005; Gimenez-Llort et al., 2007; Mastrangelo y Bowers,
2008).

Pirofosfato de Tiamina

Tiamina
La vitamina B1 o tiamina, también conocida como aneurina, es una vitamina
hidrosoluble que se obtiene de la dieta y la microsuplementacion, ya que puede ser
sintetizada sélo por bacterias (Burkholder y McVeigh, 1942), hongos y plantas, pero
no por mamiferos (Goyer, 2010). La tiamina esta presente en las plantas en forma

libre y en los tejidos animales en sus formas fosforiladas (Marcé-Grau, et. al, 2019).
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Figura 11. Estructuras quimicas de las formas de tiamina. En (A), la representacién de la tiamina
libre, que se encuentra en diversas fuentes de alimentos y es esencial para todos los animales.
Derivados de tiamina: en (B), tiamina monofosfato (TMP), en (C), pirofosfato de tiamina (TPP) y en
(D), trifosfato de tiamina (TPT) Tomado de Manzetti et al., 2014.

La tiamina esta compuesta por una pirimidina y un anillo de tiazol unidos por un
grupo metileno, formando una estructura azufrada. La tiamina en su forma
fosforilada (pirofosato de tiamina; TPP) participa en multiples procesos metabdlicos
(Manzetti et al., 2014).

Metabolismo de la Tiamina
En la mitocondria el TPP es un grupo prostético de la E1 de los complejos
multienzimaticos, priruvato deshidrogenasa (PDH), a-cetoglutarato deshidroganasa
(a-KGDH) y la descarboxilasa de los a-cetoacidos de cadena ramificada (BCKDC)
(Lemos et al., 2012). EI TPP participa en la PDH en la descarboxilacién del piruvato

para sintetizar la acetil-CoA y en el complejo a-KGDH para la descarboxilacion del
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alfa-cetoglutarato en la sintesis de succinil-CoA en el ciclo de Krebs. Ambos
procesos son indispensables en la oxidacion aerdbica de la glucosa para la
formacion de ATP (Manzetti et al., 2014).

Por su parte, BCKDC interviene en la descarboxilacion de los a-cetoacidos de
cadena ramificada derivados de los aminoacidos (leucina, isoleucina y valina). La
funcion disminuida del complejo de la BCKDC mitocondrial humana ocasiona
cetoacidemia de cadena ramificada o la enfermedad conocida como “orina de jarabe
de arce” (Danner et al., 1985).

En los peroxisomas, el TPP participa junto con un ion magnesio (Mg*?) es cofactor
de la 2-hidroxiacil-CoA liasa 1 (HACL1) en la a- oxidacién del acido fitanico y los
acidos grasos de cadena lineal 2-hidroxi-3-metil (Sniekers et al., 2006; Fraccascia
et al., 2007). La importancia del correcto funcionamiento de HACL1 en los
peroxisomas depende de que la vitamina B1 llegue en su forma activa fosforilada
ya que no se ha detectado en estos organelos actividad de la enzima que la
sintetiza, la tiamina fosfocinasa 1 (TPK1) (Fraccascia et al., 2007).

En el citosol el TPP participa junto con el ion calcio (Ca*?) es cofactor, como grupo
prostético de la transcetolasa, enzima que desempena un papel fundamental en la
via de las pentosas fosfato, en la que se generan intermediarios glucoliticos, se
produce nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) y se lleva a cabo la
sintesis de ribosa (Horecker, 2002). La transcetolasa cataliza las reacciones de la
fase oxidativa mediante la conversién de ribulosa 5-fosfato en glucosa 6-fosfato para
generar mas NADPH, que es un componente clave para la sintesis de acidos grasos
y la generacion de EROs en la via metabdlica (Kochetov y Solovjeva, 2014). Se ha
asociado el deterioro funcional de la enzima transcetolasa con la deficiencia de
tiamina observada en padecimientos del SNC como el sindrome de Wernicke-
Korsakoffy la EA (Martin et al., 1995; Karuppagounder et al., 2009). Las principales
fuentes de tiamina para los humanos son la carne y sus derivados (28.2%), seguidos
de los cereales y granos enteros (23.2%), legumbres y verduras (11.6%), leche y
sus derivados (9.5%) y frutas (6.4%) (Mielgo-Ayuso et al., 2018). En los humanos la
vida media de la tiamina es de 9 a 18 dias y se elimina por la orina y las heces

(Manzetti et al., 2014). Los requerimientos minimos de tiamina en adultos van de
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los 0.4-1.1 mg/dia en mujeres, 0.6-1.2mg/dia en hombres y de 0.3-0.9 mg/dia en
nifos en edad escolar (Changpeng Wang et al., 2018).

La tiamina se absorbe en la parte proximal del intestino grueso, donde las fosfatasas
hidrolizan los ésteres de fosfato de tiamina y los convierten en tiamina libre (Turck
et al., 2016; Said, Balamurugan, Subramanian, y Marchant, 2004 ). La absorcién de
tiamina libre se lleva a cabo por los transportadores de tiamina1y 2 (ThTR-1, ThTR-
2) codificados por los genes SLC19A2 y SLC19A3 respectivamente. Los ThTR-1y
2 son proteinas transmembrana que se expresan en las células epiteliales de los
intestinos delgado y grueso (Said et al., 2004). La regulacién de la absorcién de
tiamina en el intestino depende de las concentraciones y el requerimiento de
tiamina. La Tabla 1 muestra las ingestas dietéticas recomendada de tiamina (RDA)
segun el Instituto de Medicina de los Estados Unidos (NIH-Office of Dietary
Supplements, 2023).

Tabla 1. Ingesta dietética recomendada de tiamina por grupos de edad y diferencias de sexo (NIH-
Office of Dietary Supplements, 2023).

Grupo de edad RDA (mg/dia)

Lactantes (0-6 meses) 0.2

Lactantes (7-12 meses) 0.3

Nifios (1-3 afios) 0.5

Nifios (4-8 afios) 0.6

Nifios (9-13 afios) 0.9

Adolescentes (14-18 anos) 1.2 (hombres) / 1.0 (mujeres)
Adultos (mayores de 19 anos) 1.2 (hombres) / 1.1 (mujeres)
Mujeres embarazadas 1.4

Mujeres lactantes 1.5

Es importante tomar en cuenta que éstas son solo recomendaciones generales y
que las necesidades individuales pueden variar dependiendo de factores como la
dieta, la salud y la actividad fisica. Por ejemplo, una deficiencia dietética induce la
sintesis de mas ThTR-2 a través de mecanismos transcripcionales (Reidling y Said,
2005). Ademas de los ThTR existe otro trasportador de tiamina denominado de alta
afinidad para TPP (TPPT) codificado por el gen SLC44A4 (Nabokina et al., 2015).
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El TPPT se expresa en células epiteliales del colon, prostata, traquea y pulmones
(Manzetti et al., 2014). EI TPPT tiene un papel fundamental en la absorcién de TPP
proveniente del microbiota comensal y contribuye a la nutricion de los colonocitos
(Marcé-Grau et al., 2019). Al llegar al torrente sanguineo la tiamina se une a
transportadores de tiamina de alta afinidad e ingresa a los eritrocitos donde se

fosforila y forma TPP.
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Figura 12. Metabolismo de la tiamina. En A, se ejemplifica la absorcién de tiamina libre en el tracto
gastrointestinal obtenida de los alimentos y el microbioma, seguido de su conversion a TPP por la
TPK1 principalmente en el higado, para llegar a diferentes 6rganos por medio del sistema
circulatorio. En B, se observa el transportador especifico SLC19a3 (familia de los acarreadores de
soluto) que se encargan de pasar la tiamina a través de la barrera hematoencefalica (BHE) para
transportar el TPP al tejido cerebral. En C, se muestran los 2 tipos celulares del SNC, las neuronas
y diferentes células gliales con sus transportadores de membrana y la enzima TPK1. llustracién
creada con Biorender.com, Autoria de Nelly Jovana Pastén Castrejon. Creado a partir de
Mergenthaler et al., 2013 y Marcé-Grau et al., 2019.

En las células la formacion de TPP a partir de tiamina libre es realizada por dos
enzimas (Figura 12), TPK1 y la fosforil transferasa (TTPATP), las cuales estan
presentes en el intestino delgado, el rindn, el cerebro, el higado, el bazo y la placenta
(Zhao, Gao, y Goldman, 2001; Marcé-Grau et al., 2019). ElI TPP es transportado a
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través de la sangre a otros organos incluido el cerebro, en donde células
endoteliales y astrocitos de la barrera hemato-encefalica expresan el transportador
SLC19A3. Por otra parte, la tiamina libre cruza las membranas celulares y se puede
encontrar en fluidos extracelulares y en el liquido cefalorraquideo (LCR) (Gibson y
Blass, 2007).

El contenido corporal total de tiamina se estima en 25 a 30 mg, ubicados en
musculos esqueléticos, corazon, cerebro, higado y rifiones y en la sangre, el 80%
de la tiamina se encuentra en los eritrocitos como TPP (Manzetti et al., 2014).
Utilizando modelos in vitro se ha identificado que la tiamina participa en la regulacién
del crecimiento del soma neuronal y el desarrollo del arbol dendritico de las células
piramidales del hipocampo (Liu et al., 2017), una de las estructuras principalmente
afectadas en la EA. Ademas, la suplementacién con 100-500 mg/dia de tiamina en
pacientes con deficiencia nutricional o por deficiencia congénita de los
transportadores o la TPK1 aseguran el neurodesarrollo normal cuando se
administra a tiempo. La suplementacion con tiamina también puede prevenir las
descompensaciones metabdlicas (Invernizzi et al., 2017) y produce mejoras en
lesiones cerebrales (Banka et al., 2014). Se ha sugerido que la tiamina esta
asociada con enfermedades neurodegenerativas, a través de su papel en el
metabolismo oxidativo y de glucosa (Gibson y Green, 2002; Gibson et al., 2013). La
deficiencia de tiamina es una condicién comun en adultos mayores y en especial en
los pacientes hospitalizados, ademas de que se ha implicado en la EA y la depresidn
(Pepersack et al., 1999). En las autopsias de pacientes con EA se ha encontrado
disminucion de la actividad de dos enzimas dependientes de tiamina en
comparacion con pacientes cognitivamente sanos (Koh, Charlton, Walton, y
McMahon, 2015).

Benfotiamina
La benfotiamina (S-benzoiltiamina O-monofosfato) es un derivado sintético de la
vitamina B1 con una biodisponibilidad mucho mayor que la tiamina (Beltramo et al.,
2008) y presenta un anillo de tiazol abierto, lo que le permite alcanzar un grado
mucho mas alto de solubilidad en lipidos que las sales solubles en agua (Loew,

1996). Muchos derivados de la benfotiamina como la alitiamina y sulbutiamina se
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desarrollaron originalmente en Japon para tratar el beri-beri, la neuropatia
alcohdlica y otras complicaciones neuroldgicas dolorosas (Sanchez-Ramirez et al.,
2006; Volvert et al., 2008).

La benfotiamina no difunde a través de las membranas celulares, a menos que se
encuentre parcialmente desfosforilado. Se ha probado que es capaz de prevenir
complicaciones diabéticas como la neuropatia y retinopatia a partir del aumento
significativo de los niveles de TPP en sangre e higado, modificando la actividad de
vias metabdlicas, mejorando la actividad enzimatica de la TK, teniendo efectos
benéficos en los tejidos periféricos, pero no a nivel de sistema nervioso central
(Volvert et al., 2008).

Ax'@

Figura 13. Estructura quimica de la benfotiamina. Derivado de la tiamina con un anillo de tiazol
abierto que mejora su biodisponibilidad periférica durante su administracion farmacolégica. Tomado
de Volvert et al., 2008.
TPP y neurodegeneracion

El TPP posee dos fosfatos de alta energia y esta involucrado en las reacciones del
metabolismo intermedio y la respiracion celular y contribuye a la prevencion o
reduccion de la formacion de EROs. La evidencia experimental ha comprobado que
el TPP puede disminuir la degeneracion causada por el dafo oxidativo porque
mejora el rendimiento de la respiracion aerdbica (Torres et al., 2009; Hernandez-
Montiel et al. 2014), normaliza los niveles de peroxidacion lipidica y es un potente
inhibidor de la glicosilacion no enzimatica ademas de mejorar los sistemas
antioxidantes endégenos como la catalasa (CAT), super-oxido-dismutasa (SOD) y
el sistema glutation (GSH) (Tolstykh y Khmelevskil, 1991).

En otros reportes se ha observado el efecto del TPP sobre aspectos patoldgicos en
la diabetes y otras enfermedades crénico-degenerativas. Durante la retinopatia

diabética inducida en ratas, el TPP previene la hiperglucemia disminuyendo la

42



cantidad de malondialdehido y el estrés oxidativo (Cinici et al.,2016). Por otro lado,
el TPP evita el dafo oxidativo en la hepatotoxicidad mejorando los sistemas
antioxidantes de CAT, SOD y aumentando el antioxidante enddgeno GSH
(Hernandez-Montiel et al., 2014).
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Figura 14. Modulaciéon metabdlica y funcional de la microglia en salud y enfermedad.
En condiciones de salud, la microglia mantiene un estado homeostatico con metabolismo
predominantemente oxidativo (OXPHOS). Ante eventos de estrés crénico, como en la enfermedad
de Alzheimer (EA), la microglia adopta un fenotipo reactivo que utiliza glucdlisis anaerdbica. La
exposicion prolongada a agregados amiloides y marafias neurofibrilares favorece su transicion hacia
un estado disfuncional, caracterizado por glucdlisis anaerdbica crénica, lo cual contribuye al circulo
patolégico de falla metabdlica, neurodegeneracién y neuroinflamacion. La intervencién con
moduladores metabdlicos como el pirofosfato de tiamina (TPP) podria restaurar la funcién microglial
y favorecer la homeostasis cerebral. llustracion creada con Biorender.com, Autoria de Nelly Jovana
Pastén Castrejon.

Con relacion a las enfermedades neurodegenerativas se ha descrito que se asocian
a anomalias en el metabolismo de la glucosa y en los sistemas antioxidantes,
ademas de inflamacion y el aumento de la generacion de EROs (Karuppagounder
etal., 2009). EI TPP como potente inhibidor de la peroxidacion lipidica, puede llegar
a evitar la lipotoxicidad y dafo por estrés oxidativo en el SNC, por lo que podria
actuar como un tratamiento que reduzca o retrase el progreso de procesos

degenerativos asociados a diferentes factores de riesgo relacionados con el
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envejecimiento (Gibson y Blass, 2007).

Recientemente, se ha revelado que la inflamacion crénica generada por placas de
B-amiloide puede suprimir la expresion de TPK1 en microglia, comprometiendo su
metabolismo y funcién protectora, lo que incentiva la progresion de la enfermedad
de Alzheimer. Mientras el AR soluble inicialmente incrementa la expresion de TPKA1,
la inflamacién crénica generada por las placas de BA suprime fuertemente la
expresion de esta enzima en microglia. Esta reduccién metabdlica compromete las
funciones microgliales como la fagocitosis y el control del crecimiento de placas,
creando un circulo vicioso que exacerba la patologia amiloidea y la pérdida sinaptica
en modelos murinos de Alzheimer sin provocar muerte neuronal ni taupatia. Es
decir, la deficiencia de TPK1 en microglia, promovida por inflamacién asociada al
ambiente neurodegenerativo, representa un mecanismo clave en la progresion de
la enfermedad mediante la alteracion del metabolismo y funciéon microglial (Cheng
et al., 2024).

Previamente se realizé un estudio en el que se administré TPP por medio de una
bomba subdérmica en el ratén triple transgénico 3xTg-AD y se evalud su efecto
sobre el desempefio conductual en tareas dependientes del hipocampo como la
construccion del nido y el laberinto acuatico de Morris (LAM). A nivel histopatolégico
se evaluaron la cantidad de microglia y la acumulacion de BA total en areas
relacionadas con el aprendizaje y la memoria como el SUB y el CA1 hipocampal por
medio de analisis inmunohistoquimico. Se trataron dos grupos de animales 3xTg-
AD: uno con pirofosfato (3xTg-TPP) y otro con solucion vehiculo (3xTg-SS),
comparados con dos grupos control de no transgénicos (NoTg-TPP y NoTg-SS)
bajo los mismos tratamientos. Los resultados neuroanatomicos mostraron en el
grupo 3xTg-TPP que hubo una menor acumulacién de BA en ambas areas en
comparacién con el grupo 3xTg-SS. Ademas, en la conducta se observd una
tendencia al retraso del déficit cognitivo en la prueba de construccion del nido y
durante la fase de adquisicién de la prueba de LAM en el grupo 3xTg-TPP (Pastén-
Castrejon, 2019).

Es importante resaltar que uno de los aspectos mas prometedores del tratamiento

con TPP es su perfil de seguridad y compatibilidad con otros tratamientos, ya que
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no presenta interacciones farmacologicas conocidas (Manzetti et al., 2014). Esta
caracteristica lo hace una alternativa viable al hablar de estrategias de intervencion
temprana, particularmente en fases prodromicas de la enfermedad, donde podria
utilizarse como una terapia nutricional o un coadyuvante orientado no solo a
preservar la funcidén cognitiva, sino también a modular el metabolismo celular
(Cheng et al., 2024; Cinici et al.,, 2016; Hernandez-Montiel et al., 2014). Esta
propuesta se alinea con la necesidad actual de replantear la EA desde una
perspectiva bioldgica, en la que el diagnodstico ya no dependa exclusivamente del
sindrome clinico, sino de la identificacion de biomarcadores especificos en la
patologia subyacente para brindar un tratamiento temprano (Jack Jr et al., 2018,
2024).

Puente entre la investigacioén y la atencion clinica
Hasta el 2018, la EA se definié como un proceso biolégico continuo e irreversible
caracterizado por anomalias proteinicas, que pueden ser diagnosticadas en
pacientes in vivo por medio de biomarcadores especificos de neurodegeneracion
como el sistema AT(N) donde se considera la amiloidosis (A), la taupatia (T) y la
relativa neurodegeneracion (N) establecidos por el National Institute on Aging and
Alzheimer’s Association (NIA-AA) (McKhann et al., 2011). Estos biomarcadores, sin
embargo, se asocian también a otros trastornos o enfermedades. Mas aun, estos
biomarcadores, no son necesariamente la causa de la EA, que es un proceso
patolégico de origen multifactorial que conduce a la demencia amnésica
multidominio, que puede presentar sintomas de deterioro cognitivo y sélo se puede
confirmar con evaluaciones del tejido cerebral post mortem (Jack Jr et al., 2018).
En la actualidad, es necesario e imprescindible separar el sindrome (alteracion
clinicamente identificada) de la biologia (etiologia), puesto que esta biologia puede
dar lugar a diferentes presentaciones fenotipicas (Jack Jr et al., 2024).
Las implicaciones biolégicas de la EA incluyen: 1) la EA se define por cambios
neuropatoldgicos especificos, por lo que su deteccion mediante biomarcadores de
estos cambios equivale a un diagndstico; 2) la EA es un proceso continuo que puede
identificarse en fases asintomaticas mediante biomarcadores clave, reflejando

alteraciones tempranas en el procesamiento de proteinas; 3) los sintomas son
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consecuencia del proceso patoldgico, pero no son necesarios para diagnosticar la
enfermedad; 4) las personas sin sintomas pero con biomarcadores anormales ya
tienen EA y estan en riesgo de desarrollar sintomas, no simplemente de adquirir la
enfermedad; y 5) los sindromes clinicos tipicos de la EA pueden deberse a otras
causas, por lo que la presentacion clinica por si sola no basta para el diagnéstico

(Jack Jr et al., 2024).

Proceso de Diagnéstico y Tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer
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Figura 15. Proceso de diagndstico y tratamiento de la EA. Representacion del orden de pasos a
seguir para Representacion visual del transito desde los la implementacién clinica y el uso de un
tratamiento para la EA. La figura simboliza cémo intervenciones con TPP pueden conectar el
conocimiento basico con estrategias terapéuticas tempranas y/o preventivas. Autoria de Nelly
Jovana Pastén Castrejon.

Los avances clave que motivaron esta actualizacién fueron: la aprobacion
regulatoria de tratamientos dirigidos a la patologia principal de la enfermedad de
Alzheimer (EA), el desarrollo de marcadores sanguineos (MBS) con alto potencial
diagndstico que podrian transformar el acceso al diagndstico biologico, y el
reconocimiento de que biomarcadores por imagen, liquido cefalorraquideo (LCR) y
MBS son en ciertos casos intercambiables dentro del marco AT(N) (Cullen et al.,
2023; Brum et al., 2024). La evidencia actual fundamenta un marco diagndstico y
de estadificacion comun para la EA, cuya aplicacion variara segun el contexto
clinico, sirviendo como puente entre la investigacion y la practica médica. Los
detalles operativos del tratamiento deben abordarse en futuras guias de practica
clinica (Jack Jr et al., 2017).
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El diagndstico biologico complementario en pacientes con la EA, se ha priorizado
tanto en la investigacién como en la practica médica (Zetterberg & Blennow, 2021).
Futuras lineas de trabajo incluyen la realizacion de estudios con cohortes mas
representativas, la estandarizacién de ensayos de biofluidos y técnicas PET, una
mejor comprension de las modificaciones de la proteina tau y el papel de los
procesos inmunes, asi como la evaluacién del impacto de nuevas terapias y
biomarcadores (Jack Jr et al., 2024).

Implicaciones bioldgicas de la EA
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Figura 16. Implicaciones bioldgicas de la EA. Representacion grafica de como el proceso biolégico
que representa a la patologia de la EA puede ayudarnos a encontrar terapias y momentos mas
tempranos para la aplicaciéon de tratamientos antes de la aparicidon de los sintomas clinicos. Autoria
de Nelly Jovana Pastén Castrejon.

En la actualidad, la mayoria de las terapias estan centradas en reducir las placas
amiloides con impacto en biomarcadores y sintomas, pero también generan
cambios complejos en la neuroimagen que deben monitorearse.

En este contexto, el TPP podria representar una herramienta de transicion entre la
investigacion basica y la atencion clinica, al ofrecer una intervencion que actua
sobre el metabolismo energético y la funcién microglial alterada, aspectos centrales

en las fases preclinicas de la EA, como lo plantea el marco AT(N).
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. FUNDAMENTACION TEORICA
Justificacion

Debido a que, la EA es una patologia neurodegenerativa multifactorial, progresiva
e irreversible, sin tratamientos disponibles que puedan modificar su desarrollo. Sin
embargo, se ha propuesto el uso de farmacos que puedan mejorar la calidad de
vida de los pacientes o que ayuden a entender los multiples mecanismos por los
que se origina dano en el SNC. El cerebro es el mayor consumidor de glucosa, un
organo con metabolismo demandante que representa el 2% del peso corporal total,
pero que recibe aproximadamente el 20% de la energia derivada de la glucosa
(Mergenthaler et al., 2013). El metabolismo de la glucosa proporciona el ATP
necesario para la funcion fisiolégica y mantenimiento de las células gliales y las
neuronas. La pérdida de la homeostasis de dicho metabolismo precede a las
alteraciones de tipo Alzheimer y se ha relacionado con la progresion de la
enfermedad y el estado de neurodegeneracion (Sang et al., 2018). Por otro lado, las
células neuronales son el sustrato bioldgico de todos los procesos cognitivos, estan
especializadas en la transmision y procesamiento de la informacién a través de
sefales quimicas y eléctricas que da origen a cambios morfoldgicos que pueden ser
perdurables y se relacionan con la reorganizacion sinaptica y remodelacion de
circuitos a lo largo de la vida. La disminucidn de esta actividad neuronal aumenta la
eliminacion de sinapsis a partir de varias vias, lo que provoca el olvido. Durante la
EA este olvido es patoldgico, progresivo, inevitable e irreversible y no se conocen
por completo los mecanismos involucrados en el proceso, pero la microglia podria
estar involucrada (Wang et al.,, 2020). En la actualidad se ha reconocido la
neuroinflamacién como una caracteristica comun en enfermedades
neurodegenerativas. Por lo anterior las células gliales pueden ser los nuevos
blancos celulares para encontrar estrategias terapéuticas y dilucidar como la
neuroinflamacion contribuye a la progresion de la EA (Timmerman et al., 2018).
Existe evidencia de que la microglia expresa receptores del sistema inmune innato
y tiene un papel clave en la neuroinflamacién, lo que en principio tiene como fin la
proteccion del SNC y puede también provocar lesiones tisulares vy

neurodegeneracion por la produccién de citocinas proinflamatorias y EROs/ERNs
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(Kummer et al., 2011; Heneka et al., 2014). Aunado a esto, el cambio metabdlico
que sufren las células microgliales a partir del receptor Triggering Receptor
Expressed on Mieloid Cells 2 (TREM2), dos procesos interrelacionados afectan el
perfil de expresion génica homeostatica y el fenotipo asociado a la respuesta
inmune de la microglia dando lugar a un tipo especifico celular involucrado en la
neurodegeneracion llamado microglia asociada a la degeneracion-enfermedad
(DAM) (Keren-Shaul et al., 2017; Song y Colonna, 2018). La funcion metabdlica
alterada es comun en las células bajo estrés, pero en la microglia se ha demostrado
que un cambio de la glucdlisis aerdbica a la glucdlisis anaerdbica después de la
interaccion con BA causa una descomposicion de ambas vias de forma crénica y
afecta la capacidad funcional de la microglia (Baik et al., 2019b). Dentro de la
oxidacion aerdbica de la glucosa en la microglia estan implicados procesos como el
ciclo de Krebs, la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa para la formacion
de ATP. En el metabolismo aerdbico de la glucosa, el TPP es fundamental para su
funcionamiento (Manzetti et al., 2014). En los complejos enzimaticos PDH y la a-
KGDH el TPP participa como grupo prostético de la E1. Permitiendo la sintesis de
actil-CoA a partir de piruvato y en el ciclo de Krebs de succinil-CoA a partir de alfa-
cetoglutarato (Ryan, 2019).

Ademas, en diversas enfermedades neurodegenerativas el metabolismo
dependiente de tiamina se ve afectado por la disminucion de TPK1, enzima
encargada de la sintesis del TPP, o la falta de ThTR-1 y 2 (Said et al., 2004; Liu et
al., 2017). Igualmente, durante la EA los pacientes tienen desequilibrios en las
concentraciones de tiamina en sangre y como resultado una menor actividad de las
enzimas dependientes de tiamina (de Moraes et al., 2020). Por lo anterior, el
tratamiento y suplementacion con TPP podria ser una alternativa para contrarrestar
los cambios relacionados al envejecimiento y el metabolismo energético de las
células neuronales y microgliales. Dado que el TPP es un cofactor de enzimas
limitantes en la produccién energética y esta directamente involucrado en el
mantenimiento del metabolismo intermedio celular ha demostrado ser efectivo en el
tratamiento del déficit metabdlico asociado a estrés oxidativo e inflamacion en

células somaticas de modelos animales de envejecimiento, retinopatia diabética,
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obesidad y polineuropatia diabética (Torres y Rubio, 2012; Hernandez-Montiel et
al., 2014; Cinici et al., 2016). Por lo anterior, se propone al TPP como tratamiento
para evitar el hipometabolismo en la microglia expuesta a la neurodegeneracién de
tipo Alzheimer en el modelo murino para la enfermedad de tipo Alzheimer 3xTg-AD,
hasta ahora el mejor modelo de esta enfermedad porque contiene validez
histopatologica y de constructo biolégico que le permiten imitar con similitud gran
parte de los mecanismos patoldégicos que se observan en el humano (Bilkei-Gorzo,
2014; Oddo et al., 2003). Este modelo triple transgénico desarrolla la amiloidosis,
taupatia y neuroinflamacién de manera progresiva con un perfil temporal y regional
especifico que imita la EA. Este trabajo se realizara en colaboracion con el Instituto
de Neurobiologia para potenciar la viabilidad del proyecto y propiciar la vinculacion
cientifica de la UAQ con otras instituciones.
Pregunta de investigacion
¢ Puede el TPP rescatar las funciones inmunes microgliales y reducir la pérdida de

espinas en el modelo murino 3xTg-AD para la enfermedad de tipo Alzheimer?
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IV. HIPOTESIS

El TPP rescata la funcion microglial y revierte la pérdida de espinas en el modelo

murino 3xTg-AD para la enfermedad de tipo Alzheimer.

V. OBJETIVOS

General

Determinar el efecto del TPP sobre la microglia y las espinas dendriticas en el

hipocampo del modelo murino 3xTg-AD para enfermedad de tipo Alzheimer.

Particulares

1. Analizar el deterioro conductual mediante las pruebas de LAM y construccion
del nido.

2. ldentificar las diferencias morfométricas microgliales en las areas de SUB'y
CA1 del hipocampo

3. Caracterizar y cuantificar la densidad de las espinas dendriticas de las
células piramidales en las areas de SUB y CA1 del hipocampo

4. Analizar los perfiles celulares por mensajero en el hipocampo y determinar el
fenotipo de la microglia.

5. Correlacionar los perfiles celulares con la densidad de espinas dendriticas de
las areas de SUB y CA1 del hipocampo

6. Relacionar los perfiles celulares con el deterioro conductual de los ratones
3xTg-AD tratados con TPP.
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VI. MATERIAL Y METODOS
Tipo de Investigacion

El disefio del presente estudio es de tipo experimental, controlado, doble ciego.

9m.d.e 6 sem Pruebas conductuales Obtencion de muestras Procesamiento histolégico
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Figura 17. Disefio experimental establecido para el cumplimiento de objetivos que nos permitan
evaluar la hipotesis del proyecto de investigacion. Abreviaturas: WT, wild type (NoTg), VH, vehiculo
(SS), PPT, pirofosfato de tiamina (TPP), LAM, Laberinto Acuatico de Morris. llustracion creada con
Biorender.com, Autoria de Nelly Jovana Pastén Castrejon.

Animales

Los procedimientos experimentales se realizaron bajo la aprobaciéon de comité de
bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de
México (No. Registro 117.A). Se utilizaron ratones hembra 3xTg-AD homocigotos
de 9 meses de edad generados a partir de un fondo hibrido B6129S (n=20), asi
como ratones controles no transgénicos de la misma edad y sexo. Los animales se
mantuvieron bajo el mismo fondo hibrido B6129S (n=20).

Todos los ratones se reprodujeron y criaron en el bioterio del Instituto de
Neurobiologia (INB)-UNAM, en cajas de policarbonato (12x12x25 cm) con alimento
para raton del laboratorio Purina Chow formula 5001 y agua ad libitum. Para las
condiciones de alojamiento se mantuvieron a una temperatura constante entre 20-
25 °C, humedad 40-70 % y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
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Implantacion de bombas osmoticas y grupos experimentales

Para minimizar posibles sesgos en el experimento, se adoptd un protocolo doble
ciego, en el que los investigadores no conocian las claves alfanuméricas asignadas
a los grupos experimentales durante todo el proceso, desde la cirugia hasta la
evaluacion conductual e inmunohistoquimica. En los tratamientos con TPP, se
prepard una solucidon stock mezclando el TPP con solucion salina, administrando
una dosis de 2 mg/kg/dia. Para el tratamiento vehiculo, se utilizé Uunicamente
solucion salina. Los grupos experimentales fueron los siguientes: transgénicos
tratados con TPP (3xTg-TPP, n=10), transgénicos tratados con vehiculo (3xTg-SS,
n=10) y ratones no transgénicos con los mismos tratamientos, como grupo control
(NoTGg-TPP n=10, NoTg-SS n=10).

La cirugia consistioé en una incision de 3 cm en la linea media dorsal, seguida de la
separacion de la piel del musculo y la insercién de la bomba debajo de la piel,
cerrandose finalmente con suturas. La bomba implantada contenia el TPP o el
vehiculo, segun correspondiera. Los animales fueron anestesiados 15 minutos
antes de la cirugia con una mezcla de ketamina y xilacina en una proporcién 70:30,
administrando 70 mg/kg y 6 mg/kg de cada uno de los farmacos, respectivamente.
El farmaco fue administrado mediante bombas osmoéticas (modelo 2006, Alzet,
Durect).

Conducta

La fase conductual se llevé a cabo posterior a la fase de aclimatacién de los
animales, en la que se habituaran durante una semana al ciclo invertido de
luz/oscuridad. Posteriormente, los ratones se colocaron en contenedores

individuales 2-3 dias previos al inicio de la prueba de construccion del nido y LAM.

Construccion del nido
Esta tarea se evalud en la ultima semana de tratamiento después de la habituacion
y manipulacion de los animales y previo a la tarea del LAM. Esta prueba se realizd
de acuerdo a Deacon (2012), utilizando circulos de algodén plisado de 5 x 5 cm,
capturando la imagen final del nido en fotografia y pesando el material utilizado para
su realizacion. Lo anterior con el fin de poder calificar los nidos en escala de

intervalos del 1 al 5, siendo 1 la no realizacion de la tarea y 5 la construccién
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satisfactoria del nido.

Laberinto Acuatico de Morris
La prueba de LAM se aplicé de forma consecutiva a la construccién del nido. El
método y parametros para evaluar esta prueba se basaran en los protocolos de
Vorhees y Williams, (2006). Se utilizé un tanque circular (1 m de diametroy 0.4 m
altura), de color blanco a una distancia de 0.8 m del suelo, lleno de agua mezclada
con pintura témpera del mismo color del tanque, a una temperatura entre 21-23 °C.
El tanque se dividié por dos ejes principales, en forma de “+”, lo que dio como
resultado la formacion de 4 cuadrantes iguales. Ademas, se colocaron figuras de
diferentes formas y colores, distribuidas en las paredes de la habitacién que
sirvieron como claves extra-laberinto.
Durante la fase de adquisicion, los ratones fueron entrenados para nadar hacia una
plataforma de acrilico transparente (8 x 8 cm de lado y 15 cm de alto), que estaba
sumergida a 1.5 cm debajo de la superficie del agua e invisible para los ratones
mientras nadan. Se realizaron 4 ensayos de este entrenamiento por dia por 4 dias
en total, en cada sesion el ratdén se coloco en el tanque desde uno de los puntos de
inicio ubicados en los cuadrantes en un orden semi-aleatorio.
Se permitié al ratdon escapar a la plataforma sumergida para evaluar su latencia de
escape en segundos, mientras realizaban un nado libre de maximo de 60 s.
En el quinto dia de la prueba, para el caso de la fase de memoria, se retird la
plataforma de acrilico y se dio la oportunidad al ratdon de realizar la busqueda de la
misma durante un tiempo maximo de 60 s, aqui se evalué la forma del nado del
ratén y el numero de entradas al cuadrante donde se encontraba anteriormente la
plataforma, al igual que la latencia de escape.
Todas las pruebas fueron grabadas y analizadas con el software SMART Video
Traking System (Panlab Harvard Apparatus), con el cual también se definieron los
perimetros, los cuadrantes y las locaciones de la plataforma de escape.

Punto final humanitario
Al finalizar los diferentes tratamientos, los ratones de cada una de las diferentes
condiciones experimentales fueron llevados a punto final humanitario por

decapitacidn para la obtencion de tejido en fresco y por administracion de una dosis
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letal de pentobarbital sédico (0.22ml/kg) para los tejidos fijados. Posteriormente
fueron fijados por perfusion cardiaca con una solucién de paraformaldehido 4%
(PFA 4%) en solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) 0.1 M a pH 7.4.

Procesamiento del tejido

Inmunohistoquimica
El tejido cerebral fue extraido al momento del punto final e inmediatamente
seccionado para los diferentes procedimientos. Luego de 24 h en post fijacion en
PFA 4% los tejidos se cambiaron a una solucion de sacarosa al 30% por 48 h para
ser crioprotegidos y cortados por congelacién en criostato (Leica Biosystems) con
un grosor de 40 ym. Se seleccionaron de 4 a 5 cortes del hemisferio izquierdo de
cada animal y a continuacion seran lavados en flotacion con PBS 0.1 M por 10 min,
luego incubadas en buffer de citratos a 80-100°C por 20 min para lograr la
exposicion de epitopes, seguido de 3 lavados con PBS de 10 min cada uno. Las
secciones fueron permeabilizadas con 0.05% de Triton 20 + PBS 0.1 M (PBS-T) por
15 min. En la Tabla 2 se muestran los reactivos a utilizar en el procesamiento
inmunohistoquimico. Para localizar las células microgliales se utilizé el anticuerpo
primario policlonal hecho en cabra Iba-1 (1:500; abcam, ab107159), que reconoce
las moléculas de enlace a calcio ionizado que se expresa en la microglia (lto et al.,
1998). El anticuerpo en mencién se incubo con los tejidos durante toda la noche en
agitacion a 4°C. Al dia siguiente los tejidos fueron lavados con PBS, 3 veces por 10
min en cada ocasion a temperatura ambiente. Hecho lo anterior, se aplico el
anticuerpo secundario biotinilado correspondiente, un anti-cabra (1.500; Vector
Labs, Biotinylated Horse AntiGoat IgG Antibody; BP-9500) por 2 h, continuando con
el sistema de amplificacion de A+B (Sistema Avidina y Biotina; 50:2500; Vector
Labs; PK6100) por 30 min. Se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y
finalmente, se procedié a revelar la marca de los anticuerpos con el sistema DAB y
glucosa oxidasa. Los cortes fueron montados en PBS 0.05 M en portaobjetos para

ser deshidratados en xilol y cubiertos con resina de montaje (Baik et al., 2019).
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Tabla 2. Reactivos para procesamiento inmunohistoquimico.

Reactivo No. De catalogo Marca

Rabbit polyclonal Anti-lba-1 019-19741; RRID: | Wako Pure Chemical
AB_ 839504 Corporation

Biotinylated Horse Anti-Goat IgG BP-9500 Vector Labs

Antibody

Sistema Avidina y Biotina (A+B) y | VECTASTAIN Vector Labs

Diaminobencidina (DAB) ABC PK-6100

Tincién Golgi-Cox

En el caso de la técnica de Golgi-Cox rapido modificada por Diaz-Cintra et al. (1981),
se fij6 a los animales con una solucién de PFA al 4% y cuando las extremidades,
orejas, y nariz del raton tomaron un tono blanco, se obtuvo el tejido cerebral por
decapitacion. Después se colocé la cabeza en un frasco con PFA 4% para la
posfijacién durante 1-2 horas. Transcurrido el tiempo se removio el cerebro y en
seguida se colocaron los tejidos en las soluciones para la tinciéon de Golgi-Cox.

Los tejidos obtenidos se colocaron en una solucién de dicromato de potasio al 4.5
% en solucién de buffer pH 7, por 5 h. Posteriormente los tejidos se transfirieron a
solucién fresca de 1 parte de acido ésmico al 1% por 4 partes de dicromato de
potasio al 4.5%, los cerebros permanecieron un maximo de 12 dias en eta solucion,
para después proceder a la diferenciacion con nitrato de plata al 0.75% por 1 h, se
cambia la solucién por una solucion fresca y se deja reposar de 18 a 24 h. Los
tejidos tenidos y diferenciados se lavaron con agua destilada y se limpi6 el exceso
de cristales y efectuado lo anterior se procedié a la deshidratacion con soluciones
de etanol con diferente graduacion (50%, 70%, 80% y 95%), se hicieron dos
cambios cada 30 minutos en cada solucion de etanol, prosiguiendo con dos cambios
de etanol absoluto de 1 h cada uno. Al término de la deshidratacion se incluyeron
los tejidos en nitrocelulosa de baja viscosidad al 1%, durante 24 h y transcurrido el
tiempo indicado el bloque se retiraron para ser pasado por concentraciones mayores
de nitrocelulosa al 5%, 7% y 12% permaneciendo 24 h en cada solucién.
Finalmente, en una concentracion de 30% se dejaron 48 h y una vez que estuvieron
formados los bloques embebidos en nitrocelulosa se colocaron en moldes de

plastico, dentro de un desecador conectado al vacio con el fin de extraer el aire
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contenido entre el tejido y la nitrocelulosa, para terminar esta operacion los moldes
fueron puestos en otro desecador con cloroformo puro durante 12 h para que su

endurecimiento facilitara el corte en el microtomo.

Microscopia y analisis de imagen
Las imagenes de inmunohistoquimica enzimatica (Iba-1) y las muestras de la tincion
por Golgi-Cox, fueron obtenidas de dos campos de los tejidos procesados, la regién
de SUB y CA1 del hipocampo. Se utilizé un microscopio Nikon modelo Eclipse CIE,
mediante el sotfware NIS- Elements Viewer. Para el analisis de las fotografias se
usé el software de procesamiento de imagen ImagedJ (National Institutes of Health).
Las imagenes se analizaron bajo un protocolo de ciego para evitar sesgos en la

obtencién de la informacion.

Obtencion de ARN para RT- gPCR
El ARN total se extrajo por el método de Trizol® (Life Technologies), a partir de
tejido cerebral homogenizado por maceracion. Brevemente, se anadio 1 ml de Trizol
por cada 100 mg de muestra, después la muestra se incubé 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se afiadieron 0.2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol
utilizado. Se centrifugaron y recuperaron la fase acuosa en un tubo nuevo. En
seguida, se afadieron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de Trizol utilizado y se
incuban por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga. Se eliminé el
sobrenadante y se dejo secar el precipitado de ARN se resuspendié en 100 ul de
agua libre de ARNasas (1ul de inhibidor de ARNasas/ 500ul de H20d). Una vez
obtenidas las muestras se cuantifico el ARN a 260/280 nm en un espectrofotometro
Nanodrop ND-2000 (Thermo Scientific) para determinar su pureza y rendimiento.
Para realizar la electroforesis de ARN total se hizo un gel de agarosa al 1% y se tin6

con SYBRgreen.
Sintesis de ADNc y condiciones de RT-qPCR

El ARN obtenido se utilizé para realizar la retrotranscripcion y asi sintetizar el ADNc.
El ARN se incubd con 500ng de poliA a 37 °C durante la noche en un volumen de
reaccion total de 10 ul que contenia los cebadores hexameros aleatorios (5 uM;
Roche), ditiotreitol (DTT, 10 mM; Gibco BRL), los cuatro desoxirribonucleétidos
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trifosfatos (ANTP, 0,5 mM cada uno; Pharmacia), 20 U de inhibidor de ribonucleasa
(Promega) y 100 U de transcriptasa inversa (Superscript ™ Il; Gibco BRL). EI ADNc
se mantuvé a =70 ° C hasta la amplificacion por PCR. EI ADNc se purifico, diluyd y

cuantificé usando un Biofotémetro (Eppendorf).

Analisis estadistico

El analisis estadistico y los graficos se realizaron con ayuda del programa GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA), el programa SPSS (IBM, Statistics 24.0)
y el programa R (GNU, R Development Core Team). A todos los datos se les aplicé
la prueba de D’Angosino-Person para determinar si los datos se distribuian de forma
Gaussiana. Para los datos normales se aplicaron pruebas t de Student para pares
de muestras o Analisis de Varianza (ANOVA) una o dos vias o pruebas no
paramétricas equivalentes segun sea el caso. Los datos paramétricos se presentan
como el promedio + la desviacion o el error estandar de la media (SEM). Los datos
no parameétricos se presentaran como la mediana y el rango intercuartilico. Se
indican las condiciones estadisticamente solo cuando son diferentes del control: *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ns, no significativo.

VIl. CONSIDERACIONES BIOETICAS

El desarrollo experimental se llevé a cabo siguiendo la norma No. 313 para la
Presentacién de Proyectos e Informes Técnicos de Investigacién en las instituciones
de Atencion a la Salud. Ademas, se siguieron los lineamientos de las normas
internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por el
National Research Council (2010) y la Norma Oficial Mexicana de Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) NOM-
062 ZO0-1999, la cual establece las medidas de cuidado y uso de animales de
laboratorio con propdsitos de investigacion o ensefianza. Los residuos biologico-
infecciosos se trataron conforme la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002.

Ademas, se siguieron los principios éticos universales establecidos por el Consejo

Internacional de Organizaciones Médicas (CIOMS) para el uso y cuidado de los
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animales de laboratorio, por lo tanto:

Se priorizd el avance del conocimiento, la proteccion de la salud y/o el
bienestar de los animales requeridos en esta experimentacion.

Se reemplazod a los animales o se usaran métodos alternativos en la medida
posible.

Se realizé la experimentacion en animales después de justificar y estudiar su
importancia para la generacion del conocimiento y el mantenimiento de la
salud humana.

Se seleccionaron animales de especie y calidad apropiadas para requerir el
minimo numero de individuos y obtener resultados cientificamente validos.
Se trat6 a los animales como seres sensibles y sera imperativo su cuidado y
su uso, evitando y/o minimizando las molestias, la angustia, el estrés y el
dolor.

Los procedimientos que podian causar dolor o angustia momentanea o
minima se realizaron bajo sedacion, anestesia o analgesia. No se realizaron
procedimientos quirurgicos o dolorosos en animales no anestesiados.

Los animales mantenidos bajo experimentaciéon con fines biomédicos
tuvieron las mejores condiciones de vida posibles y estaban bajo la
supervision de personal altamente calificado y veterinarios con experiencia
en la crianza, la manipulacion, el punto final humanitario y la bioética del
trabajo con animales de laboratorio.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Querétaro (FM-UAQ,
numero de protocolo 12853, fecha de aprobacion: 28 de octubre de 2021) y
cumplieron con los lineamientos institucionales del Instituto de Neurobiologia
(INB-UNAM; numero de protocolo 057, fecha de aprobacién: 28 de febrero
de 2013), asi como con las normas internacionales para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (NIH). Para minimizar el sesgo experimental, todos
los procedimientos —desde la implantacion quirurgica hasta las pruebas
conductuales y el analisis inmunohistoquimico— se realizaron bajo

condiciones de cegamiento.

59



VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

El TPP mejora el desemperio cognitivo del modelo 3xTg-AD

Para analizar el nivel del deterioro conductual utilizamos dos pruebas, en primer
lugar, la construccion del nido que es una conducta innata dependiente del
hipocampo que realizan hembras y machos en la que podemos evaluar la
puntuacién de los nidos del 1 al 5 (Deacon, 2012). El 1 es el puntaje mas bajo y
representa la calificacion para un ratén que no tocé el algoddn para construir el nido,
mientras que el 5 representa el mayor puntaje posible donde los ratones lograron
construir un nido que forma un crater, en donde caben y cubre su cuerpo por
completo (Deacon, 2012). ElI grupo 3xTg-SS mostré las puntuaciones
significativamente mas bajas en la tarea de construccion del nido en comparacion
con los grupos NoTg, indicando el avance esperado del deterioro cognitivo en el
modelo 3xTg. En contraste, el grupo 3xTg-TPP no presentd diferencias significativas
con los grupos NoTg-SS y NoTg-TPP, lo que sugiere un rescate de la funcién
cognitiva afectada en nuestro modelo después del tratamiento con TPP (Figura 18
y19 A).

1. Algodon 2. Algodon 3. Algodon 4. Nido 5. Nido

completamente parcialmente mayormente identificable pero consolidado que

intacto (porcentaje desgarrado triturado sin sitio plano dentro de un forma un créater
<90%) (porcentaje 50- de nido cuarto de la caja que cubre el

90% intacto) (porcentaje <90%) (porcentaje <90%) cuerpo completo

Figura 18. Imagenes representativas de los puntajes que pueden ser obtenidos en la tarea de
construccion del nido. Fotografias representativas de la prueba. Autoria Nelly Jovana Pastén
Castrejon.

El deterioro cognitivo de los ratones 3xTg- AD comienza a observarse alrededor de
los 4 m.d.e. y esto se correlaciona con la aparicion inicial de la patologia intracelular

de B-amiloide en las regiones del SUB y CA1 hipocampal, avanzando
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paulatinamente hacia la corteza y la amigdala. Aunque, las placas extracelulares de
B- amiloide se hacen evidentes a partir de los 6 m.d.e. y aumentan con la edad, por
la presencia de ovillos neurofibrilares hasta los 12 m.d.e. aproximadamente (Belfiore
et al., 2019; Javonillo et al., 2022; Sterniczuk et al., 2010).
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Figura 19. El tratamiento con TPP rescata la conducta del nido en los ratones 3xTg-AD. (A)
Comparacion de las puntuaciones del nido entre los tratamientos. Se utilizo el test de Kruskal-Wallis
(n =10 por grupo), resultando en diferencias significativas entre las medianas de los grupos (H =
11.49, p = 0.0093). Los datos se representan como mediana * rango intercuartilico. Post-hoc de
Dunn con correccion de Bonferroni (* p < 0.05). El grupo 3xTg-TPP obtuvo mayor cantidad de
puntuaciones similares a los grupos control NoTg con y sin tratamiento y estos a su vez puntuaciones
significativamente diferentes al grupo 3xTg-SS. (B) Latencia a la plataforma en segundos (s) a lo
largo de 4 dias de entrenamiento para los distintos tratamientos. Datos representados como media
+ SEM (n =10-13 por grupo). Andlisis realizado mediante ANOVA de dos vias con medidas repetidas,
con correccién Geisser-Greenhouse. Se encontré un efecto significativo del dia de entrenamiento F
(2.821, 53.61) = 32.82 (**** p <0.0001) y del tratamiento a partir del dia 2, F (19, 57) = 1.892 (#
p=0.0333), sin interaccidn significativa (p = 0.4302).

Por otro lado, Hirata-Fukae et al. (2008) reportaron que las hembras 3xTg- AD
desarrollan y exhiben una patologia amiloide mas agresiva que los machos, lo que
podria contribuir a mayores alteraciones conductuales relacionadas con ansiedad y
miedo, esto podria explicar en parte la variabilidad observada en los resultados de
la conducta de construccién del nido de nuestro grupo 3xTg-TPP. Este hallazgo es
interesante porque las hembras 3xTg-AD son un modelo adecuado para estudiar
alteraciones no solo relacionadas al deterioro cognitivo como se explora en este
trabajo, sino también de cambios en la hiper-excitabilidad y alteraciones
neuropsiquiatricas relacionadas con la ansiedad y el miedo, sobre todo en un

contexto de influencia hormonal y respuesta al estrés, y en especial cuando no son
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ovarioectomizadas (Sterniczuk et al., 2010; Wang et al., 2025).

Otra prueba que realizamos para el analisis del deterioro conductual fue la prueba
de adquisicion de LAM, donde evaluamos el efecto del TPP en el aprendizaje
espacial de ratones 3xTg-AD (Figura 19 B). En este caso observamos que todos
los grupos alcanzaron la disminucion de latencia a la plataforma al cuarto dia con
respecto al primer dia de entrenamiento de manera significativa. Sin embargo, al
examinar la curva de aprendizaje diaria, fue notorio que, a partir del segundo dia el
grupo 3xTg-TPP presento la menor latencia para alcanzar la plataforma y esta se
conservé hasta el cuarto dia. A diferencia del grupo 3xTg-SS mostr6 mayor
variabilidad en la latencia promedio, indicando un aprendizaje menos consistente y
potencial deterioro en la adquisicién espacial (Figura 16 B). Este hallazgo sugiere
que el tratamiento con TPP podria atenuar algunos déficits cognitivos asociados al
modelo, el cual presenta deterioros en la memoria relacionados con la disfuncién
sinaptica y acumulacién de tau fosforilada que afectan regiones claves del
hipocampo como CA1 que es una salida fundamental de informacion hacia la
corteza entorrinal y CA3 que procesa y recibe la informacion espacial y de memoria,
ambas regiones son claves para el procesamiento de la memoria y la integracion de
la informacion a nivel central (Geiller et al., 2023; Javonillo et al., 2022).

La mejora observada en el desempefio del grupo 3xTg-TPP podria estar
relacionada con la modulacién positiva sobre las vias sinapticas afectadas,
mejorando la capacidad del aprendizaje y la memoria espacial deterioradas en este
modelo. Ademas, el metabolismo y la funcién microglial constituyen un componente
fundamental en la progresién de la patologia del Alzheimer en el modelo 3xTg-AD.
Se ha demostrado que la acumulacion de placas amiloides induce una respuesta
microglial marcada por un cambio metabdlicos hacia estados proinflamatorios,
caracterizados por el aumento del consumo energético y la produccion de
mediadores reactivos que pueden exacerbar el dafio neuronal y comprometer la
plasticidad sinaptica (Baik et al., 2019b; Balderrama-Gutierrez et al., 2021; Crapser
et al., 2020; Keren-Shaul et al., 2017).

La mayor variabilidad observada en nuestros experimentos en el grupo 3xTg-SS

podria reflejar una microglia altamente reactiva y disfuncional que contribuye a la
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neuroinflamacion y deterioro cognitivo, lo que impacta negativamente el aprendizaje
espacial.

Por lo anterior, inferimos que, el tratamiento con TPP podria tener un efecto
modulador sobre la microglia en especial sobre su metabolismo, promoviendo un
perfil mas neuroprotector y antiinflamatorio que facilite la restauracién de sus
funciones neuroprotectoras (Lepiarz-Raba et al., 2023). Esta hipotesis estaria en
linea con los reportes que sefialan que la regulacién del estado funcional de la
microglia puede disminuir la pérdida de redes perineuronales y la neurotoxicidad
asociada, mejorando la plasticidad y el desemperfio en tareas de memoria como se
observo previamente en los modelos transgénicos y pacientes con Alzheimer
(Gibson et al., 2022; Gibson & Blass, 2007; Sang et al., 2018).

De este modo, la mejora observada en el grupo 3xTg-TPP sugiere que esta
intervencion farmacologica puede mitigar el déficit cognitivo del modelo 3xTg-AD y
destacar la importancia de considerar el metabolismo celular glial como un blanco

terapéutico valioso en la enfermedad de Alzheimer.

El TPP tiene un efecto sobre la morfologia microglial del hipocampo

Para analizar e identificar las diferencias morfométricas de las células microgliales
de la regién de SUB y CA1 del hipocampo en los ratones 3xTg-AD tratados con
TPP, se llevdo a cabo el procesamiento de imagenes tomadas a partir de la
preparacion inmunohistoquimica de tejidos para la deteccion de la microglia
utilizando el marcador Iba-1, como se describe en la Figura 18.

En un analisis preliminar, para la eleccion de los parametros morfolégicos medidos
se tomaron de referencia los trabajos de Morrison et al. (2017) y Fernandez-Arjona
et al. (2017). En donde se realizan analisis de la dimension fractal que se refiere a
la complejidad de las ramificaciones microgliales y contribuye a la identificacion de
formas intermedias en el gradiente entre la morfologia ameboide mas redondeada

hasta la morfologia ramificada.
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También se midieron; la lacunaridad, que expresa la heterogeneidad del perfil
celular y explica la distribucion de los px y los espacios entre ellos, la relacion de
aspecto, que mide la relacién entre el eje mas largo y corto de la célula, la densidad,
que nos demuestra la compactacion celular, la circularidad, que aborda la

regularidad de la superficie y la longitud total de los procesos obtenidos de los

esqueletos microgliales, representada por los px totales por célula (Figuras 20-22).

Figura 20. Imagenes representativas del procesamiento para el andlisis morfométrico de la microglia
en la region de CA1. Las imagenes fueron obtenidas con un aumento de 40x en (A) Las imagenes
se convirtieron a 8bits y posteriormente se seleccionaron las microglias con recuadros de 20x20 px
en (B), amplificaciéon de la microglia seleccionada en (C). Se utilizé el plugin threshold en (D), para
obtener el trazo de la célula y completar su patrén a mano en (E) Para finalmente utilizar el plugin
skeletonize para obtener el esqueleto en (F) y el perimetro celular en (G) Se utilizd en programa
Imaged (barra de escala = 50 ym).
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Figura 21. Los tipos morfolégicos de la microglia de la region de CA1 del hipocampo fueron
analizados estadisticamente utilizando una prueba de Kruskal-Wallis, en los graficos se observa la
mediana y los rangos intercuartilicos.
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Figura 22. Los tipos morfolégicos de la microglia de la region de CA1 del hipocampo fueron
analizados estadisticamente utilizando una prueba de Kruskal-Wallis, en los graficos se observa la
mediana y los rangos intercuartilicos.
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Remodelacion microglial especifica por regiéon en ratones 3xTg-TPP
El analisis morfolégico microglial final se llevdo a cabo mediante el uso de la
herramienta MorphoGlia, creada por nuestro grupo de trabajo para caracterizar

objetivamente morfologias microgliales (Maya-Arteaga et al., 2024).
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Figura 23. EI TPP modula la morfologia y la complejidad de la microglia en el hipocampo.
Distribucion del grupo de estudio entre conglomerados y recuento celular del cluster muestra el
numero absoluto de células en cada cluster para cada uno de los grupos de estudio SUB (A) y CA1
(B). Observe que los grupos tratados con TPP tienen un recuento celular mas alto en comparacién
con los grupos SS en ambas condiciones genéticas. Diagramas de dispersion de los grupos del panel
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(C) NoTg-SS, (D) NoTg-TPP, (E) 3xTg-SS, (F) 3xTg- TPP en SUB y (G) NoTg-SS, (H) NoTg-TPP,
(I) 3xTg-SS y (J) 3xTg-TPP en CA1 entre la variedad y los conglomerados obtenidos. La barra de
color indica los porcentajes de células en cada conglomerado para cada uno de los grupos de estudio
en las dos areas del hipocampo.

A nivel global se identifico la cantidad de células en SUB y la cantidad de células en
CA1, la region SUB presentd menor cantidad de células microgliales en
comparacién con CA1, especialmente en el grupo NoTg-SS. En contraste, los
grupos 3xTg-SS y 3xTg-TPP mostraron un aumento en la poblacién celular dentro
de SUB, probablemente reflejando procesos inflamatorios o reclutamiento celular
inducidos por la patologia y/o el tratamiento. Por otro lado, en CA1, el grupo 3xTg-
SS evidenci6 una disminucién en el numero celular; dado que algunas imagenes
contenian un numero bajo de células totales (Figura 21 A, B).

Posteriormente, se cuantificd el numero total de células identificadas en cada grupo
por area (Figura 23 C-J) y se calcul6 el promedio de células por imagen: NoTg-SS
presentd 164 células totales en SUB y 236 en CA1 (medias: 9,11 y 12,42 por
imagen), NoTg-TPP registré 221 células en SUB y 247 en CA1 (medias: 11,05 y
12,35 porimagen), 3xTg-SS contabilizé 159 células en SUB y 188 en CA1 (medias:
10,6 y 13,42 por imagen) y 3xTg-TPP alcanzé 245 células totales en SUB y 280 en
CA1 (medias: 12,89 y 14 por imagen).

El TPP modula la morfologia y la complejidad de la microglia en el
hipocampo
Realizamos un analisis morfolégico microglial mediante el uso de la herramienta
MorphoGlia, para caracterizar objetivamente morfologias microgliales (Maya-
Arteaga et al., 2024). Tras seleccionar las caracteristicas mas relevantes, aplicamos
la técnica no lineal de reduccion UMAP (Figura 24 A), que transformé las 16
variables en dos dimensiones (n_components = 2). Para una clasificacion imparcial,
empleamos HDBSCAN con un tamafio minimo de cluster de 20 y de muestra de 10,
obteniendo 4 clusteres (Figura 24 B), para un total de 1740 células microgliales
clasificadas. Con el objetivo de identificar patrones morfolégicos microgliales,
generamos mapas de calor que relacionaron las variables con los grupos de estudio
y los clusteres (Figura 24 C), asi como matrices de confusién para evaluar si la

agrupacion mejoraba el rendimiento del algoritmo al evitar la mezcla de estados
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morfoldgicos entre grupos. Identificamos morfologias diferenciadas que pueden
reflejar estados funcionales diversos en las regiones SUB y CA1 del hipocampo bajo
las condiciones de No-Tg y 3xTg, ademas de la influencia del tratamiento con TPP
o solo la solucién salina. El cluster 0 fue caracterizado por una morfologia microglial
menos compleja, en contraste con el cluster 1, que representd la morfologia mas
compleja. Mientras que los clusteres 2 y 3 fueron los menos y mas complejos en

segundo orden respectivamente.
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Figura 24. Reduccién de dimensionalidad mediante Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) y agrupamiento con HDBSCAN. (A) Reduccién de la dimensionalidad mediante
aproximacion y proyeccion de colectores uniformes y agrupamiento en clisteres de HDBSCAN. (B)
A la izquierda, reduccién de la dimensionalidad mediante UMAP en un espacio bidimensional
utilizando las 16 caracteristicas seleccionadas por RFE (Recursive Feature Elimination). A la
derecha, el agrupamiento de HDBSCAN identifica cinco clusteres distintos codificados por color.
(C) Mapas de calor que comparan los grupos de estudio y los clisteres resultantes utilizando las 32
caracteristicas extraidas del analisis morfolégico.
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Los clusteres morfolégicos microgliales revelan efectos region-
dependientes del tratamiento con TPP

Para determinar qué conglomerados estaban mas asociados con cada grupo de
estudio, calculamos los residuos estandarizados. Los conglomerados mostraron
que en la regién del SUB el cluster 0 (menos complejo) predominé en 3xTg-TPP y
fue menos frecuente en NoTg-SS. El cluster 1(mas complejo) se encontré con
mayor frecuencia en NoTg-SS y escaso en 3xTg-TPP y 3xTg-SS. En cuanto al
cluster 2 (segundo menos complejo) se identificd principalmente en grupos sin
tratamiento y menos en grupos con TPP, reforzando su posible asociacion con la
administracién del farmaco. Mientras que el cluster 3 (segundo mas complejo)
predominé en 3xTg-SS y fue menos comun en NoTg-SS (Figura 25 A). Con
respecto a la regién de CA1 observamos que los conglomerados del cluster O fue
mas frecuente en 3xTg-TPP y 3xTg-SS, menos frecuente en ambos grupos NoTg
de ambas condiciones, el cluster 1 predomin6 en NoTg-TPP y fue menos comun en
3xTg-TPP y 3xTg-SS. El cluster 2, con complejidad moderada baja, se asocio
principalmente con NoTg-TPP y NoTg-SS. Finalmente el cluster 3, con morfologia
mas compleja, abundé mas en NoTg-SS y fue menos frecuente en 3xTg-TPP vy el
NoTg-TPP (Figura 25 B).

Dadas las variaciones en el numero de células entre grupos, evaluamos la relacién
entre los conglomerados y los grupos de estudio mediante una prueba de chi-
cuadrado (x* = 270.78, p < 2.68e—-45), obteniendo una asociacion significativa. El
analisis de residuos estandarizados revelé que, en SUB, destacan asociaciones
positivas notables para el cluster 1 con NoTg-SS (8.34) y para el cluster 0 con 3xTg-
TPP (5.94), mientras que se observan asociaciones negativas marcadas para el
cluster 0 con NoTg-SS (-5.27) y el cluster 1 con 3xTg-TPP (-5.23). En CA1, se
aprecian asociaciones positivas relevantes para el cluster 0 en 3xTg-SS (3.49) y
3xTg-TPP (3.15), asi como asociaciones negativas para el mismo cluster en NoTg-
SS (-3.58) y NoTg-TPP (-2.89). Este patron sugiere que la distribucion de clusteres

microgliales varia segun el genotipo, el tratamiento y la regién hipocampal,
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indicando una reorganizacién morfolégica diferencial modulada por el tratamiento.

A Standard Residuals - SUB B Standard Residuals - CA1
NoTg-SS SUB NoTg-TPP SUB 3xTg-SS SUB 3xTqg-TPP SUB NoTg-SS CA1 NoTg-TPP CA1 3xTg-SS CA1 3xTq-TPP CA1
o . - ‘ ‘ ‘
y i A
1 0.04 1.93 0.70 1.16

2 0.92 -0.68 1.31 -1.16 0.70 O -0.92 -1.31
3 -2.16 1.44 1.53 -0.83 ‘ -0.67 -1.17 -0.02

Figura 25. El analisis estadistico mediante chi-cuadrado y residuos estandarizados revel6 patrones
especificos de asociacién. La figura muestra los residuos estandarizados del analisis de chi-
cuadrado que evalla la asociacion entre clusteres microgliales y grupos experimentales en las
regiones hipocampales SUB (A) y CA1 (B). Los tonos azules indican asociaciones positivas y los
rojos negativas, con mayor intensidad y tamano del circulo reflejando asociaciones mas fuertes. El
cluster 0, el menos complejo, predomind en las regiones del SUB y CA1, representando
principalmente a la microglia de los ratones 3xTg, tanto tratados como no tratados. El cluster 2, el
segundo menos complejo, fue mas representativo en el SUB de los 3xTg-SS y en CA1 de los NoTg
de ambas condiciones. Por otro lado, el cluster 1, el mas complejo, predominé en el SUB de los
NoTg-SS y en CA1 de los NoTg en ambas condiciones. Finalmente, el cluster 3, de complejidad
intermedia, fue mas abundante en los NoTg-SS en la region CA1. Prueba de chi-cuadrado (x? =
270.78, p < 2.68e-45).

Estos resultados son interesantes porque el cambio morfoldgico de la microglia esta
intimamente relacionado con su funcién y muchos autores recurren a su estudio
para obtener informacion del estado en que se encuentra el sistema inmune del
SNC durante la salud, la enfermedad y los eventos agudos de dafio (Streit et al.,
2004; Morrison et al., 2017 y Fernandez-Arjona et al. 2017;Maya-Arteaga et al.,
2024). La neuroinflamacion en la EA se puede definir como un cambio en la
morfologia y el numero de células microgliales debido a factores como el estrés
oxidativo, causado por ERNs y EROs, citocinas pro-inflamatorias y prostaglandinas
que promueven la neurodegeneracion (Akiyama et al., 2000; Mangialasche et al.,
2010). La microglia regula la respuesta inmune y su homeostasis en el SNC (Streit,

2002). Cuando ésta se pierde por una lesion o enfermedad, la microglia adquiere
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un estado “activo” y una morfologia “ameboide” acompafada de cambios en la
expresion génica y, por tanto, cambios funcionales (Hanisch & Kettenmann, 2007;
Keren-Shaul et al., 2017). La diversidad de fenotipos de la microglia aun sigue
siendo controversial. Sin embargo, aunque actualmente existen dos postulados
aceptados: el estado de activacién alternativo (M2) y el clasico (M1), los fenotipos
microgliales no son absolutos, sino un continuo de morfologias intermedias y
funciones variadas. Los cambios sutiles en la longitud de sus proyecciones, la
circularidad del soma y la complejidad celular, dan lugar a subtipos ampliamente
distintos, entre los que podemos encontrar morfologias compactas y redondeadas
o ramificadas longitudinal y radialmente que pueden ser funcionales o no (Revisar
Lawson et al 1990; Fernandez-Arjona et al., 2019). Las células microgliales
contribuyen a la eliminacion y degradacién de BA (Casali et al., 2020), debido a que
BA funciona como un péptido antimicrobiano que protege al cerebro de patégenos
que logran pasar la barrera hematoencefalica, al aglutinarse alrededor de estos para
contenerlos (Kumar et al.,, 2016). La microglia responde también a moléculas
endogenas relacionadas con células necrdticas y moléculas derivadas de
mecanismos protectores patogénicos por medio de NRLs y TLRs u otros como
TREM2 (Fu et al., 2014).

Recientemente, Cheng et al. (2004) demostraron que la expresion de la enzima TPK
en microglia juega un papel crucial en la modulacion de la acumulacion vy
propagacion de placas de BA en la EA. En modelos de raton transgénicos APP/PS1,
la TPK en microglia se eleva en etapas tempranas, pero se reduce selectivamente
en microglia asociada con placas en estadios avanzados, debido principalmente al
ambiente inflamatorio inducido por las placas. La delecion especifica de Tpk en
microglia provoca disminucion en la capacidad fagocitica y cobertura de placas, lo
que acelera la deposicion de BA y la pérdida sinaptica, aunque sin inducir la
neurodegeneracion ni formacion de ovillos neurofibrilares (Cheng et al., 2024).
Estos cambios metabdlicos en microglia incluyen acumulacion de gotas lipidicas y
disfuncion mitocondrial, que alteran su respuesta protectora frente a la patologia
amiloide y contribuyen al avance de la enfermedad.

Una de las piezas que ha demostrado tener una relacion directa con el cambio en
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la expresion génica para la activacion de DAM es TREM2, que funciona como
receptor especifico de células de linaje mieloide como la microglia (Song & Colonna,
2018). TREM2 detecta patrones lipidicos asociados a neurodegeneracion como
fosfolipidos, células apoptéticas y lipoproteinas, ademas de mantener la respuesta
microglial a la amiloidosis en la EA (Wang et al., 2015; Ulland et al., 2017;
Deczkowska et al., 2018).

Ademas, estudios previos de nuestro grupo donde se llevé a cabo la administracion
cronica de TPP en el 3xTg-AD han demostrado una reduccion significativa en la
carga amiloide del hipocampo y una tendencia a mejorar los déficits cognitivos
(Pastén-Castrejon, 2019). Estos hallazgos respaldan los hallazgos del presente
estudio, ya que la expresion de la TPK en microglia es crucial para la modulacion
de la progresion de las placas de BA. La capacidad del TPP para potenciar el
metabolismo de la tiamina podria ayudar a corregir la disfuncién microglial inducida
por la reduccion de TPK en el entorno inflamatorio de las placas, restaurando la
capacidad fagocitica y limitando la expansion de la patologia amiloide. Por tanto, la
intervencion dirigida a mantener o restablecer la actividad de TPK en microglia
representa una prometedora estrategia terapéutica para retrasar la progresién de la

enfermedad de Alzheimer mediante la mejora de la funcion microglial.

El tratamiento con TPP modula la expresion génica proinflamatoria y
metabdlica en el hipocampo

Para llevar a cabo la evaluacion del fenotipo de las células hipocampales que
incluyeron a la microglia se hizo la cuantificacion relativa de ARNm del tejido
hipocampal mediante RT-gPCR. Lo primero que se hizo fue el disefio vy
estandarizacion de cebadores para los genes de interés.

Los resultados de este anadlisis de los perfiles complementan los analisis
morfoldgicos y los hallazgos podrian estar relacionados con la recuperacion de la
funcién de la microglia.

Para corroborar que los genes elegidos para el analisis por RT-gPCR estan
relacionados entre siy con un perfil celular especifico se realizé un estudio de genes
por cluster, basado en la literatura cientifica y los registros de secuenciacién génica

de bases de datos publicas con ayuda del recurso bioinformatico STRING 12.0.
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En este sentido los genes similares en funcion de patrones de expresion génica se
agrupan, lo que nos permite ver con mayor claridad informacion sobre las vias
biolégicas y procesos celulares que estan regulados de manera coordinada, esto
puede ayudarnos a comprender algunas funciones de la microglia en distintos
contextos.

Este tipo de analisis de genes por cluster pueden utilizarse para complementar
nuestros resultados experimentales ya que fortalecen la evidencia de que los datos
experimentales son consistentes sobre lo que conocemos en cuestion de biologia
celular de un caso especifico, por lo que la importancia de este tipo de andlisis radica
en la validacion de los resultados y la identificacion de marcadores, patrones, vias

de sefializacion y/o fenotipos asociados a la expresion génica de la microglia.

Tmem119

Cd200r1

Cd200r2

Figura 26. Analisis por cluster de genes microgliales en el hipocampo. Datos de expresion génica
de microglia aislada del hipocampo de ratones mediante secuenciacién de ARN obtenidos de la base
de datos bioinformatica STRING version 12.0. Se identifica una red de genes asociados a subtipos
microgliales con perfiles de expresién génica distintivos asociados a funciones biolégicas
homeostaticas y de vigilancia.
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Figura 27. Analisis por cluster de genes microgliales en el hipocampo. Datos de expresién génica
de microglia aislada del hipocampo de ratones mediante secuenciacién de ARN obtenidos de la base
de datos bioinformatica STRING version 12.0. Se identifica una red de genes asociados a subtipos
microgliales con perfiles de expresién génica distintivos asociados a funciones bioldgicas de

respuesta inmune y metabolismo.
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Figura 28. El tratamiento con TPP modula la expresion génica proinflamatoria y metabdlica en el
hipocampo. Analisis de perfiles celulares del hipocampo evaluados por RT-qPCR (2*-AACt), la
cuantificacion se realizé utilizando la RLP27 y RLP13A como genes constitutivos de referencia para
la normalizacion. Se realiz6 una ANOVA de Welch debido a varianzas desiguales entre grupos (W=
10.98 (2.000, 11.28), seguida de una prueba Post-hoc de Dunett T3. Los datos se presentan como
la media + SEM (n = 4 por grupo). Se observaron diferencias significativas entre el grupo control y
los grupos tratados (*p < 0.05, ***p < 0.001).
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El analisis de expresion génica mediante ANOVA de Welch (2*-AACt) representada
como media = SEM (n =4 por grupo), identific6 modulaciones significativas en redes
proinflamatorias y metabdlicas microgliales (Figura 26). Los genes proinflamatorios
(TNFa, IL-1B, IL-6, CD11c) mostraron una sobreexpresion mayor en 3xTg-SS, que,
aunque no alcanza la significancia se ve atenuada tras el tratamiento con TPP. NOS
2 y PDK1 exhibieron variaciones consistentes con una reprogramacion metabdlica,
mientras que TREM2, GAL 3 y CD11c reflejaron cambios en perfiles asociados a
activacion y capacidad fagocitica microglial después del tratamiento con TPP. En
conjunto, los hallazgos sugieren que el TPP ejerce una modulacion
inmunometabdlica especifica de genotipo, reequilibrando el fenotipo microglial hacia
un estado mas funcional y menos proinflamatorio.

Los resultados que encontramos al realizar la RT-gPCR para identificar los perfiles
celulares del hipocampo son interesantes porque se observa una ligera disminucion
en la expresion relativa en el caso de las interleucinas proinflamatorias como TNFa,
IL-18 e IL-6 que median la respuesta inflamatoria, reclutando células inmunes y
sefalizando para la produccién de otras proteinas, y aunque esta diferencia no
alcanza la significancia estadistica, podria en conjunto con la disminucién
significativa de la expresion relativa de GAL3 sugerir que la inflamacion hipocampal
es menor después del tratamiento cronico con TPP en nuestro modelo. GAL3 es
una lectina que interactua con diferentes receptores microgliales como TLR4 vy
TREMZ2, que son componentes clave en la respuesta a DAMP’s, y que se expresa
en células microgliales después de la aparicion del dafno de las células neuronales.
Ademas, aumenta en niveles séricos y del fluido cerebroespinal en pacientes con
patologias neurodegenerativas como la EA (Garcia-Revilla et al.,2022).

La regulacién a un fenotipo mas funcional de la microglia en el hipocampo no solo
depende de que haya una disminucién de la inflamacién o de marcadores de estrés
y descomposicion celular como galectina, también depende de la sefializacion de
quimiotaxis y la expresién de moléculas de adhesion, esto lo vemos en nuestros
resultados gracias a la disminucion significativa de CD11c. Este marcador aumenta
conforme mayor sea el dafio cerebral, ya que permite la interaccion con otras células

del sistema inmunoldgico y la continuacion de la respuesta inflamatoria.
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En el estudio de perfiles transcripcionales microgliales para CD11c en modelos para
la EA se ha observado que los niveles de transcripcion de CD11c aumentan
drasticamente cuando las placas comienzan a aparecer, lo que puede
potencialmente contrarrestar la deposicion de amiloide mediante una mayor
absorcién y degradacion por parte de la microglia, sin embargo, durante el ambiente
neurodegenerativo las funciones fagociticas estan alteradas, por lo que una mayor
expresion relativa de CD11c implica una mayor contribucion al contexto inflamatorio
que promueve la progresion de la EA (Kamphuis et al., 2016).

En nuestro caso el tratamiento con TPP posiblemente recupero las funciones
fagociticas de la microglia ya que encontramos una disminucién significativa de la
amiloidosis sin un aumento de la cantidad de células microgliales en nuestro analisis
inmunohistoquimico. En esta misma direccion, encontramos un aumento sutil en la
expresion de NOS2 que en la microglia puede regular positivamente la fagocitosis
por medio de la sefalizacion dependiente de PI3K (Maksoud et al., 2019). Por otro
lado, se sabe también que la NOS2 en la microglia activada participa en los
mecanismos de defensa del huésped y se ha observado una correlacion inversa
entre la produccion de NO vy la fagocitosis en el cultivo celular de microglia BV-2 al
afnadir péptido BA, en donde la produccién de NO disminuyd mientras que la
fagocitosis aumentd (Kopec et al., 2000).

En el caso de TREM2 que solo se expresa en células mieloides y para el caso
especifico del hipocampo de en la microglia y participa en su proliferacién,
supervivencia, flexibilidad metabdlica, migracion y fagocitosis, no encontramos
diferencias significativas pero si un cambio sutil que esta relacionado con la
regulacion de la respuesta inflamatoria ya que sus ligandos tienen efectos
protectores en el cerebro durante la EA, ademas, actua promoviendo la eliminacion
de sustancias toxicas neuronales y proteinas anormales, ademas de ser un
inmunomodulador (Li et al., 2023).

En el caso de PDK1, uno de los principales reguladores de la expresion de la PDH,
esta se encarga de fosforilar e inactivar a la PDH, lo que reduce la conversién de
piruvato a acetil-CoA que es el sustrato del ciclo de Krebs. Nosotros encontramos

una disminucién significativa en la PDK1 después del tratamiento con TPP lo que
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podria sugerir la reprogramacion metabdlica de la microglia, la cual le permitiria
recuperar su flexibilidad metabdlica, es decir, pasar de la glucdlisis al ciclo de Krebs
y posteriormente a la OXPHOS para la obtencion de ATP, ya que esto es crucial
para mantener la homeostasis energética y funcional. Asimismo, durante la
enfermedad de Alzheimer se observa un decremento de la actividad de la PDH y el
metabolismo de la glucosa, en estos casos tanto astrocitos como neuronas
muestran también caracteristicas hipometabdlicas y una mayor produccién de
lactato (Zhang et al.,2014). Esta reconfiguracion del metabolismo energético puede
impactar no solo a la funcién microglial, si no también el entorno sinaptico del
hipocampo positivamente, por lo que también buscamos explorar las posibles
implicaciones de estos hallazgos sobre la densidad y morfologia de las espinas
dendriticas en SUB y CA1.

Efecto del TPP sobre las espinas dendriticas del hipocampo
Considerando el papel clave de la microglia en el mantenimiento del entorno
sinaptico y la homeostasis neuronal, exploramos también las implicaciones
funcionales del tratamiento con TPP sobre la morfologia sinaptica, enfocandonos
en las espinas dendriticas del hipocampo. Las espinas dendriticas son estructuras
especializadas donde ocurren la mayoria de las sinapsis excitatorias en el cerebro,
y su numero, forma y estabilidad reflejan procesos fundamentales como la
plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria. En la enfermedad de Alzheimer,
la pérdida progresiva de estas estructuras ha sido asociada con el deterioro
cognitivo y se ha relacionado con la disfuncion de células gliales, el estrés oxidativo
y la acumulacion de B-amiloide (Bittner et al., 2010; Spires-Jones & Hyman, 2014).
Dado que nuestros hallazgos sugieren una restauracion de la funcionalidad
fagocitica y del metabolismo microglial tras el tratamiento con TPP, resultaba crucial
evaluar si este entorno neuroinmunolégico mas regulado y bioenergéticamente
eficiente se traducia en una mejor preservacion de la conectividad sinaptica. Por
tanto, el analisis de las espinas dendriticas se planteé como una medida indirecta
pero relevante del estado funcional del circuito hipocampal, proporcionando un
vinculo integrador entre la modulacién glial, la disminucion de la amiloidosis y los

posibles beneficios neuroprotectoras del TPP.
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Para caracterizar y cuantificar la densidad de las espinas dendriticas de las células
piramidales del hipocampo de los ratones tratados con TPP se estandariz6 la
técnica histologica de Golgi Cox, para marcar por completo el citoesqueleto de las
células neuronales. En este caso los resultados esperados son principalmente que
el aumento o disminucién de espinas dendriticas esté relacionado con lo que se
encuentre en las tareas conductuales de nuestro modelo. Esperamos que después
del tratamiento la estructura sinaptica se restablezca y/o permanezca conservando

la fuerza sinaptica de las redes hipocampales.

Figura 29. Imagenes representativas de las neuronas tefidas con la técnica de Golgi Cox en
diferentes aumentos.

i, 3

'

Figura 30. Imagenes representativas de las neuronas tefidas con la técnica de Golgi Cox en
aumento de 100x.
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3xTg-SS 3xTg-TPP

Figura 31. Imagenes representativas de la Tincién de Golgi. Se muestran imagenes representativas
de cortes de cerebro del modelo de raton 3xTg-SS a la izquierda con tratamiento 3xTg-TPP de
neuronas del hipocampo (CA1) de las neuronas tefidas con la técnica de Golgi Cox en un aumento
de 100x. Las flechas marcan diferentes tipos de espinas: hongo, rechonchas y filopodio. Se observa
una cantidad aparentemente mayor de espinas en la dendrita del 3xTg-TPP.

Lo que observamos fue que de forma cualitativa parece haber menos espinas y de
menor tamafo en los ratones 3xTg-SS a comparacion de los 3xTg-TPP que
muestran mayor variedad y tamafo de espinas dendriticas. Las espinas de tipo
hongo y rechonchas tienen una forma de hongo o cabeza de hongo con una mayor
superficie de contacto y que requieren de mayor sintesis proteica, son espinas que
estan mayormente asociadas a la conectividad neuronal perdurable lo que quiere
decir esto es que se relacionan mayormente con la memoria a largo plazo o
consolidada. Por otro lado, las espinas de tipo filopodio son espinas largas y
delgadas con una vida util corta que son mas plasticas y no establecen contactos
funcionales o de larga duracion.

Esto puede darnos informacién acerca de la memoria debido a que las espinas son
el sustrato biolégico de la memoria y durante la enfermedad de Alzheimer se ha
observado un decremento y disfuncion de estas estructuras no solo en modelos

animales que tratan de imitar esta patologia si no también en cerebros humanos.
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Aunque el analisis detallado de la densidad y morfologia de las espinas dendriticas
en neuronas piramidales fue iniciado, su desarrollo qued6 fuera del alcance
temporal de esta tesis. No obstante, se reconoce este aspecto como una linea
experimental complementaria de alta relevancia, cuya continuidad permitira integrar
los efectos del TPP a nivel sinaptico con las observaciones ya obtenidas en
microglia. Las observaciones preliminares sugieren cambios estructurales
potenciales en las espinas, los cuales seran profundizados en trabajos posteriores.
Esta aproximacién representa una extension légica del presente estudio hacia una
comprensién mas amplia de los mecanismos neuroprotectores del TPP.

Al final, la importancia de estos estudios radica en comprender que la microglia
recibe sefales del entorno neurodegenerativo a nivel integral y que estos cambios
metabodlicos y la pérdida de la homeostasis, pueden ser mas bien un estado
disfuncional inducido porla EA en contexto de la acumulacién amiloide. Por lo tanto,
en la medida que logremos modular la alteracion metabdlica microglial podriamos
estar protegiendo al SNC del dafio que ocasiona la neurodegeneracién en las
demencias (Baik et al., 2019; Lepiarz-Raba et al., 2023; Ulland et al., 2017). Es
importante resaltar que lo fundamental del tratamiento con TPP es que puede
usarse en conjunto con otros tratamientos o como coadyuvante, por o que podria
tener un papel importante en la prevencion del deterioro cognitivo, incluso como una

intervencion nutricional.
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CONCLUSIONES

. El TPP tiene un efecto neuroprotector y rescata la conducta de anidacion y

de adquisicion del LAM en el grupo 3xTg-TPP.

. El TPP modula la morfologia microglial, reduciendo la complejidad vy

ramificacion de las células en SUB de los 3xTg-TPP.

. ElI TPP mejora la funcion microglial, aumentando su capacidad fagocitica y

flexibilidad metabdlica, lo que beneficia el entorno funcional y sinaptico del

hipocampo.

. Las observaciones preliminares con la técnica de Golgi-Cox sugieren que el

tratamiento con TPP podria preservar o restaurar la estructura sinaptica en
neuronas piramidales del hipocampo, al aumentar la variedad y tamario de

espinas dendriticas.
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Xl. ANEXOS

Los siguientes anexos presentan la informacion complementaria correspondiente al analisis
molecular realizado mediante RT-qPCR en tejido hipocampal de ratones del modelo 3xTg-
AD. En esta seccion se incluyen las secuencias de los oligonucleétidos utilizados, asi como
la evidencia del proceso de estandarizacién y validacion experimental, que permitié
confirmar la especificidad, eficiencia y reproducibilidad de las reacciones de amplificacién
génica empleadas en el presente proyecto.

1. Secuencias de oligonucledtidos estandarizados utilizados en el
proyecto de investigacion.

Gen Secuencia Oligos [ ™m Tamafio ‘ Temperaturade alineacién '
Mus musculus (pb)
TREM-2 F: AAGTGGAACACAGCACCTCC 60.18 202 62°C
R: AGGATCTGAAGTTGGTGCCC 59.67
-1 F: GTAATGAAAGACGGCACACCC | 5953 209 ) 62°C
R: TCCTGACCACTGTTGTTTCCC 60.13
IL-6 F: TTTCCTCTGGTCTTCTGGAGT 58.02 219 62°C
R: TTAGCCACTCCTTCTGTGACT 58.39
NOS2 F: CCCAGCCTTGCATCCTCATT | 60.40 188 62°C
R: TCTCTTGCGGACCATCTCCT 60.32
CD11c F: TCGGGTAGCATCAGTTCCAC | 5946 204 62°C
R: TGTGTACCCTCTTAGCTGCC 59.10
CD200 F: AATCAGGAGCGGGGTGAATC | 5982 193 62°C |
R: CAAATCCCTCACAGGCTCGT 60.04
CD200R F: TGGAGAACTTCTGCCCTAGC 59.09 227 62°C
R: GGCAGGCCTCTGAGCTTTAT 59.82
TMEM119 F: TACCCAGAACCTCCGGTCTC 60.32 294 62°C
R: GCACAGGGACTTTCAGGAGG 60.32
P2Ry12 F: TGCTGTACACCGTCCTGTTC [~ 5997 62°C
R: CGGCTCCCAGTTTAGCATCA 60.11 180
Lgals3/Gal3 F: TCCACTTTAACCCCCGCTTC | 5096 232 62°C
R: AGTTGGCTGATTTCCCGGAG 60.04
CX3CR1 F: TCACCGTCATCAGCATCGAC [ s0.18 229 62°C
R: TTGACTTCCGAGTTGCGGAG 60.32
TNFa F: TCCCAAATGGCCTCCCTCT [ 6023 229 64°C
R: TGGGTGAGGAGCACGTAGT 60.23

Anexo 1. Las secuencias de los cebadores se disefiaron y validaron siguiendo las
recomendaciones de las guias MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) con el fin de asegurar la reproducibilidad y
calidad de los experimentos de RT-qPCR. Los oligonucléotidos fueron disefiados con
una temperatura de alineamiento promedio de 60 + 2 °C, verificados mediante BLAST
(NCBI) para evitar amplificaciones inespecificas y sintetizados por T4 OLIGO, Irapuato,
Guanajuato, México.
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2. Estandarizacion y validacion de oligonucledtidos por RT-qPCR
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Anexo 2. (A) Curvas de amplificacion de los oligonucledtidos estandarizados.
Se observan las curvas de amplificacion obtenidas por RT-qPCR para los genes
evaluados en tejido hipocampal de ratones control 3xTg-AD. La pendiente y el ciclo
umbral (Ct) confirmaron la eficiencia de amplificacion dentro del rango 6ptimo para la
mayoria de los oligonucleétidos disefiados. (B) Curvas de disociacion (melt curve) de
los productos amplificados. Las curvas de fusion mostraron picos unicos bien definidos
para cada gen analizado, lo que indica especificidad en la amplificacion y ausencia de
dimeros de cebadores o productos inespecificos. (C) Electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% de los productos de PCR. Los productos amplificados se separaron en gel de
agarosa tefiido con SYBR Green. Se observan bandas uUnicas con tamafios esperados
(160-300 pb) para los genes analizados.
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the accumulation of amyloid-f3 (Ap) and
chronic neuroinflammation, with microglia playing a central role in its pathogenesis. Al-
terations in microglial metabolism have been proposed to contribute to AD-related in-
flammatory responses and reduced Af} clearance, suggesting that thiamine-dependent
pathways may be relevant in this context. Thiamine pyrophosphate (TPP), the active form
of vitamin B1, is essential for glucose metabolism and mitochondrial function; however,
its association with microglial changes in AD remains unclear. In this study, 9-month-old
female triple-transgenic AD (3xTg-AD) mice and non-transgenic controls (NoTg) received
TPP (2.0 mg/mL) or saline as a vehicle for six weeks via osmotic pumps. Nesting, a
hippocampus-dependent behavioral test, as well analyses of A3 burden, microglial mor-
phology, and the expression of genes related to metabolic and immune pathways were
evaluated. Differences in nesting behavior between experimental groups were observed,
but TPP treatment was not associated with an evident change in 3xTg-AD mice. In the
subiculum and CA1 regions of the hippocampus of female 3xTg-AD mice exposed to
TPP, a lower A3 burden was observed, and morphological variations in microglia were
detected in both groups (3xTg-AD and NoTg). Additionally, in the brain of the TPP-treated
group, some changes in mRNA gene expression were recorded. Together, these findings
describe hippocampal microglial and amyloid profiles following TPP treatment in 3xTg-AD
mice and provide a basis for further investigation of thiamine-dependent pathways in
AD-related neuroinflammatory contexts.

Keywords: vitamin B1; Alzheimer’s genetics; microglial morphology; neuroinflammation;
amyloid-f3 clearance; metabolic flexibility; gene expression; osmotic pump; Alzheimer’s
disease treatment; mitochondrial dysfunction

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative, progressive, and irreversible dis-
order that affects millions of people worldwide. It is also the main type of dementia in
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older populations [1]. AD is characterized by amyloid-f3 (A3) accumulation, hyperphos-
phorylation of tau protein, and chronic neuroinflammation. Together, these alterations
are associated with progressive synaptic and cognitive dysfunction [2—4]. Moreover, mi-
croglia play an important role in AD progression by regulating inflammatory responses and
modulating pathways related to neuronal maintenance, metabolism, and homeostasis [5,6].

In AD, microglia contribute to both A plaque formation and clearance throughout
disease progression [7,8]. They recognize and phagocytose aggregated Af3 species through
several pathways, including those involving the Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells-2 (TREM2) [8,9]. TREM2 is highly involved in the transition of microglia toward a
disease-associated microglia (DAM) state [10-12]. This transition is accompanied by mor-
phological and transcriptional changes, including reduced process complexity, enlarged
soma morphology, and the emergence of reactive microglial states associated with de-
creased expression of homeostatic markers and increased expression of disease-associated
markers, including Trem2 and Lgals3, which have been associated with A3 plaque formation
in AD [13,14].

Ap accumulation is accompanied by inflammatory and metabolic changes in mi-
croglia, including altered TREM2-related signaling and increased expression of mediators
such as TNF, IL-1p, IL-6, and iNOS [5,14-16]. In addition, the inflammatory state ac-
quired by microglia in AD has been linked to alterations in cellular energy metabolism,
including pathways related to glycolysis, mitochondrial function, and TREM2-associated
signaling [10,14,17]. These metabolic changes involve enzymes such as PDK1 (pyruvate dehy-
drogenase kinase 1), which regulates pyruvate dehydrogenase activity and has been implicated
in the balance between glycolysis and oxidative phosphorylation [18,19].

Alterations in microglial energy metabolism have also been proposed in AD. Previous
studies suggest that reduced metabolic flexibility may be associated with impaired Af
clearance and enhanced inflammatory responses, making thiamine-dependent pathways of
interest in this context [14,17]. Thiamine pyrophosphate (TPP), the active form of vitamin
B1, is an essential cofactor for enzymes involved in glucose metabolism and mitochondrial
function [20], including pyruvate dehydrogenase and a-ketoglutarate dehydrogenase [21-25].
Altered metabolism has also been described in AD, including reduced activity of Thiamine-
dependent enzymes and lower expression of thiamine pyrophosphokinase 1 (TPK1) in affected
brain regions [25-27].

Experimental studies have shown that TPP participates in pathways related to mito-
chondrial respiration, oxidative stress, and glucose metabolism [25,28,29]. Because alter-
ations in these processes have been described in AD, TPP has been proposed as a molecule
of interest in neurodegenerative conditions [20,30,31]. However, although previous studies
have examined thiamine supplementation in AD models, the association of TPP exposure
with microglial morphology, inflammatory and metabolic gene expression, and AB burden
remains incompletely understood, particularly in early-affected hippocampal regions such
as the subiculum and CA1 [31,32].

Therefore, the present study evaluated the association between chronic TPP exposure
and hippocampal-dependent nesting behavior, A3 burden, microglial morphology, and
the expression of selected genes involved in inflammatory and metabolic pathways in the
hippocampus of 9-month-old female 3xTg-AD mice.

2. Results
2.1. Hippocampal-Dependent Nesting Behavior Following TPP Exposure in 3xTg-AD Mice

Nesting behavior was assessed as a hippocampal-dependent task. After six weeks,
3xTg-SS mice showed lower nest scores than both NoTg groups (p = 0.031 vs. NoTg-SS;
p =0.014 vs. NoTg-TPP), whereas nest scores in 3xTg-TPP mice were similar to those
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observed in NoTg-5S and NoTg-TPP animals (p > 0.99 for both comparisons). No difference
was detected between 3xTg-TPP and 3xTg-SS mice (p = 0.179). Overall group differences
were supported by the Kruskal-Wallis test (H (3) = 11.49, p = 0.0093) followed by Dunn’s
post hoc test (Figure 1A-C).
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Figure 1. Hippocampal-dependent nesting behavior following TPP exposure in female 3xTg-AD
mice. (A) Experimental timeline and schematic representation of the TPP intervention protocol.
Nine-month-old female NoTg and 3xTg-AD mice received saline solution (SS, 9 mg/mL) or thiamine
pyrophosphate (TPP, 2 mg/mL) via osmotic pumps for 42 days. (B) The nestlet shredding and
nest-building scale, as described by Deacon and Dorninger [33,34], were used to assess nesting
behavior. (C) Box and whisker plot showing nesting scores of NoTg-SS, NoTg-TPP, 3xTg-SS, and
3xTg-TPP mice. Data are presented as median and interquartile range. Asterisks indicate significant
pairwise differences identified by Dunn’s post hoc test following Kruskal-Wallis analysis (* p < 0.05).
n = 10 animals/group. Abbreviations: NoTg, non-transgenic; SS, saline solution; TPP, thiamine
pyrophosphate.

2.2. Reduced Hippocampal AB Burden Associated with TPP Exposure in 3xTg-AD Mice

Amyloid burden was quantified to evaluate whether chronic TPP exposure was as-
sociated with changes in Af3 accumulation within early-affected hippocampal regions of
3xTg-AD mice. Quantification of BAM10+ immunolabeling showed fewer A(-positive
plaques in the subiculum (SUB; U = 0, p = 0.012) and CA1 (U = 0, p = 0.0079) of 3xTg-
TPP mice compared with 3xTg-SS mice. This pattern was consistent with the lower Af3-
immunostaining labeling area observed in both regions. As expected, BAM10+ labeling
was detected in 3xTg-AD mice but not in NoTg animals (Figure 2A). Box and whisker plots
summarize plaque number and total plaque area in SUB (U =1, p = 0.015) and CA1 (U =0,
p =0.008), as well as 2D analysis of plaque number versus area of A3 plaques (Figure 2B-G;
Supplementary Materials Figure S1). Data are presented as median and interquartile range.
Statistical differences between 3xTg-SS and 3xTg-TPP groups were evaluated using the
Mann-Whitney U test (** p < 0.01, n = 5 animals/group).
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Figure 2. Hippocampal A burden following TPP exposure in 3xTg-AD mice. (A) Representative
images of the hippocampal formation and higher-magnification photomicrographs of the SUB and
CA1 immunostained with the anti-Af antibody BAM10 in NoTg, 3xTg-SS (9 mg/mL), and 3xTg-TPP
(2 mg/mL) mice. Scale bars: 500 pm (40 ), 100 um (100x), and 50 pm (200x). BAM10+ labeling was
absent in NoTg animals and was observed in both intracellular and extracellular compartments in
3xTg-SS mice. Lower BAM10+ labeling was observed in the SUB and CA1 of 3xTg-TPP mice compared
with 3xTg-SS mice. (B) Number of BAM10+ plaques in the SUB. (C) Total BAM10+ plaque area in
the SUB. (D) Two-dimensional plot showing plaque number versus area in the SUB. (E) Number of
BAM10+ plaques in the CAl. (F) Total BAM10+ plaque area in the CAl. (G) Two-dimensional plot
showing plaque number versus area in the CAl. Data are presented as median and interquartile
range. Asterisks indicate significant differences between groups after the Mann—-Whitney U test
(*p <0.05,**p <0.01, n = 5 animals/group). Abbreviations: SUB, subiculum; A3, amyloid-$3; NoTg,
non-transgenic; SS, saline solution; TPP, thiamine pyrophosphate.
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2.3. Microglial Density in the Hippocampal Formation of 3xTg-AD Mice Following TPP Exposure

Microglial density was quantified to determine whether chronic TPP exposure was
associated with changes in the abundance and regional distribution of microglial cells
within the hippocampal formation of 3xTg-AD mice. Quantification of Ibal+ cells/mm?
showed that overall microglial density numbers remained similar across groups, with a
difference detected only in CA1 (Figure 3A,C). Kruskal-Wallis test revealed a group effect
in CA1 (H (3) = 8.356, p = 0.022), and Dunn’s post hoc test indicated a higher number of
Ibal+ cells in 3xTg-TPP mice compared with 3xTg-SS (p = 0.036). In contrast, no significant
differences were detected in the SUB (H (3) = 3.822, p = 0.297). Data are presented as median
and interquartile range. Asterisks indicate significant pairwise differences identified by
Dunn’s post hoc test following Kruskal-Wallis analysis (*p < 0.05, n = 4 animals/group).
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Figure 3. Microglial density in the hippocampal formation of 3xTg-AD mice following TPP exposure.
(A) Representative images of the hippocampal formation and higher-magnification photomicrographs
of SUB and CA1 from Ibal-immunostained brain slices of NoTg and 3xTg-AD mice receiving saline
solution (SS, 9 mg/mL) or thiamine pyrophosphate (TPP, 2 mg/mL) for 42 days. Scale bars: 500 um
(40x) and 50 um (200 % ). (B) A box-and-whisker plot showing the density of Ibal+ cells/ mm? in the
SUB. (C) A box-and-whisker plot showing the density of Ibal+ cells/mm? in the CA1. Microglial
counts were normalized by area (mm?). Data are presented as median and interquartile range.
Asterisks indicate significant pairwise differences identified by Dunn’s post hoc test following the
Kruskal-Wallis test (* p < 0.05, n = 4 animals/group). Abbreviations: SUB, subiculum; CA1, Cornu
Ammonis 1; Ap, amyloid-3; NoTg, non-transgenic; SS, saline solution; TPP, thiamine pyrophosphate.

These observations indicate that hippocampal microglial density remained relatively
stable across groups at this stage of pathology, with a region-specific difference detected in
CA1 following TPP.
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2.4. Microglial Morphology and Structural Complexity in the Hippocampal Formation of 3xTg-AD
Mice Following TPP Exposure

Microglial morphology was analyzed to evaluate whether chronic TPP exposure
was associated with differences in structural complexity in 3xTg-AD mice (Figure 4A-F;
Supplementary Materials Figures S2-54). Using the MorphoGlia pipeline developed by
Maya-Arteaga and colleagues [35], 1740 microglial cells were analyzed and classified
into four clusters (Clusters 0-3) spanning a continuum from less complex morphologies
with reduced branching and lower Sholl complexity (Cluster 0) to highly complex and
ramified cells with greater structural complexity (Cluster 1), whereas Clusters 2 and 3
displayed intermediate profiles (Figure 4F). Across hippocampal regions, 3xTg-AD mice
were enriched in Cluster 0, whereas NoTg mice showed a greater representation of Cluster 1
cells. Following TPP exposure, differences in cluster distribution were detected across
groups and regions (x? = 270.78, p < 2.68 x 10~%°), while region-specific associations were
identified by standardized residual analysis (Figure 4B,C).

In the SUB, NoTg-SS mice showed a predominance of Cluster 1 cells, whereas NoTg-
TPP mice displayed a broader distribution across Clusters 1-3. In contrast, 3xTg-SS mice
were enriched in Cluster 0. 3xTg-TPP mice exhibited a distribution characterized mainly
by Clusters 0 and 3, indicating a shift toward less complex and intermediate morphologies
in this region (Figure 4D). In the CA1, NoTg-SS mice showed a greater proportion of
Cluster 3 cells, whereas NoTg-TPP mice were enriched in Clusters 1 and 2. 3xTg-SS mice
remained predominantly associated with Cluster 0. In contrast, 3xTg-TPP mice exhibited
an intermediate cluster distribution, with representation of Cluster 0 together with a greater
contribution of Cluster 2 relative to 3xTg-SS mice. (Figure 4E).

Heatmap of morphometric parameters further distinguished the identified clusters
and experimental groups (Figure 4F). In the SUB, differences were primarily observed in
branching, number of initiation points, and Sholl complexity, with 3xT-SS animals showing
lower values than NoTg groups. In CA1, NoTg-TPP mice were associated with greater
branching, total branch length, and cell convexity, whereas 3xTg-SS mice retained less com-
plex morphometric profiles. 3xTg-TPP mice showed intermediate morphometric profiles
in CA1, overlapping features of Clusters 0 and 2. Together, these observations indicate
that microglial morphology differed across hippocampal subregions and experimental
conditions, with the transgenic background associated with reduced structural complexity.

2.5. Descriptive Analysis of Inflammatory and Metabolic Gene Expression in the Hippocampus
Following Chronic TPP Exposure

To explore whether chronic TPP exposure was associated with differences in the
expression of genes related to microglial activation and metabolism, hippocampal mRNA
levels were analyzed by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR) (Figure 5A). To examine potential functional relationships among the analyzed genes,
an interactome network was generated using STRING (https:/ /string-db.org; accessed on 8
February 2026). The resulting network showed interactions among inflammatory mediators
(Tnf, 111b, 16, Nos2), microglial receptors (Trem2), and metabolic regulators (Pdk1, Lgals3),
indicating that these genes participate in interconnected pathways relevant to microglial
activation and neuroinflammation (Figure 5A).

Descriptive comparison of relative mRNA expression levels (2~#4) revealed variabil-
ity across experimental groups (Figure 5B-I). Data are presented as median and interquartile
range to illustrate central tendency and dispersion within each group. In NoTg mice, the
NoTg-TPP group showed lower median expression of Il1b, 116, Trem2, Nos2, and Pdk1
compared with NoTg-SS controls. Lgals3 and Pdk1 displayed lower median values in
3xTg-TPP than in 3xTg-SS mice. In contrast, Nos2 expression showed higher median levels
in 3xTg-SS mice than in other groups.
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Figure 4. Microglial morphology and structural complexity in the hippocampal formation of 3xTg-AD
mice following TPP exposure. (A) Representative microglial morphologies corresponding to the four
clusters identified by the MorphoGlia pipeline. Cluster 0 comprised less complex morphologies,
Cluster 1 included highly ramified cells, and Clusters 2 and 3 displayed intermediate profiles.
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(B,C) Standardized residuals from the chi-square analysis showing the distribution of microglial
clusters in the SUB (B) and CA1 (C). Blue circles indicate positive residuals and red circles indicate
negative residuals. Color intensity and circle size are proportional to the magnitude of the standard-
ized residuals. (D,E) UMAP plots illustrating the relative distribution of microglial clusters across
experimental groups in the SUB (D) and CA1 (E). (F) Heatmaps comparing experimental groups
and clusters based on 32 extracted morphological features. The heatmap organized by experimental
group (left) shows differences in branching, branch length, Sholl complexity, and other morphometric
parameters according to genotype, treatment, and hippocampal region. The cluster-based heatmap
(right) highlights the distinct morphometric profiles underlying each cluster. Abbreviations: SUB,
subiculum; UMAP, Uniform Manifold Approximation and Projection; NoTg, non-transgenic; SS,

saline solution.
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Figure 5. Descriptive, inflammatory, and metabolic relative gene expression in the hippocampus
following TPP exposure in NoTg and 3xTg-AD mice. (A) Interactome network of microglia-related
genes generated using STRING (https:/ /string-db.org; accessed on 8 February 2026). Nodes represent
proteins: colored nodes are query proteins and first-shell interactors. Edges represent protein—protein
associations derived from different sources of evidence. Green edges indicate text-mining associations,
pink edges indicate experimentally determined interactions, and black edges indicate co-expression
relationships. Hippocampal mRNA expression levels were quantified by RT-qPCR and expressed as

fold change calculated using the 2~AACt

method, normalized to the geometric mean of RPL13A and
RPL27 as housekeeping genes. Data are presented as median and interquartile range (1 = 3—4 animals
per group). Due to the limited number of biological replicates, results are shown descriptively. (B) Tnf,
(C) Il1b, (D) 116, (E) Trem2, (F) Itgax, (G) Lgals3, (H) Pdk1, and (I) Nos2 relative mRNA expression
levels. Abbreviations: RT-qPCR, reverse transcription quantitative polymerase chain reaction; TNF,

tumor necrosis factor.

Overall, gene expression distributions in 3xTg-SS mice were broadly similar to those
observed in NoTg controls for several markers, although variability differed among genes.
Given the limited number of biological replicates (n = 3—4 per group), no inferential
statistical analyses were performed, and results are presented descriptively. These findings
are exploratory and hypothesis-generating.
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3. Discussion

The present study provides a descriptive and region-specific characterization of hip-
pocampal AP burden, microglial morphology, and selected metabolic gene expression
following chronic TPP exposure in female 3xTg-AD mice. Rather than establishing direct
causal mechanisms, these findings identify coordinated patterns consistent with links
between thiamine-dependent metabolic pathways and microglial diversity, as described in
experimental models of Alzheimer’s disease.

Alzheimer’s is recognized as a multicausal disease in which the development of
effective therapies remains challenging. Key contributing processes include tau pathology,
Ap aggregation, neuroinflammation, synaptic dysfunction, and metabolic pathways [36].
From this perspective, preclinical and clinical evidence supports the therapeutic potential of
thiamine derivatives in AD. Thus, benfotiamine, a lipophilic thiamine derivative, has been
shown to improve spatial memory, reduce A3 deposition and tau phosphorylation, and
increase thiamine levels in cortical areas of transgenic AD mice [32,37]. Unlike benfotiamine,
which requires phosphorylation by TPK1 to generate active TPP, direct administration
of TPP bypasses this enzymatic step [23]. Because TPK1 expression is reduced in AD
brains [27], direct TPP administration may theoretically bypass a potential metabolic
bottleneck that could limit the efficacy of thiamine precursors.

In addition to its metabolic role, thiamine pyrophosphate may also be relevant in glial
biology. Thiamine pyrophosphatase (TPPase) activity has been identified in microglial
cells, localized to the plasma membrane and cellular processes, suggesting active thiamine-
related metabolism in these cells [38]. This supports the notion that thiamine-dependent
pathways may contribute to microglial function, providing a conceptual framework to
interpret the patterns observed following TPP exposure in the present study.

Among the principal findings of this study were lower median Pdkl and Lgals3
transcript levels in TPP-exposed groups, together with lower hippocampal A3 burden.
PDK1 phosphorylates and inhibits pyruvate dehydrogenase, thereby limiting pyruvate’s
entry into the TCA cycle and favoring glycolytic metabolic programs previously associated
with inflammatory microglial states [14]. Therefore, the lower median Pdk1 expression
observed following TPP exposure is consistent with transcriptional patterns previously
associated with greater reliance on oxidative phosphorylation, although metabolic flux
was not directly assessed. Similarly, lower median Lgals3 expression may be relevant
because galectin-3 has been associated with impaired Af} clearance and neuroinflammatory
responses in AD [15,39].

Consistent with these transcriptional patterns, BAM10+ immunoreactivity revealed
lower A burden in both SUB and CA1l, accompanied by a shift toward smaller and
more compact deposits. PCA-based analyses (Supplementary Figure S1) further suggested
differences in plaque size and structural compactness [7]. Together, these observations are
compatible with previous reports linking thiamine-dependent metabolic pathways with
amyloid dynamics in vulnerable hippocampal circuits; however, they do not establish direct
mechanistic modulation [27,30]. Although amyloid burden was quantitatively assessed
using BAM10+ immunohistochemistry, future studies incorporating biochemical analyses
of soluble and insoluble A species, as well as APP-processing pathways, will be important
for further characterizing the effects of TPP exposure.

On the other hand, morphometric clustering identified four microglial populations rep-
resenting a continuum from less complex to highly ramified morphologies. Across regions,
3xTg-AD mice were predominantly associated with low-complexity clusters, whereas
NoTg mice showed greater representation of highly ramified morphologies. Following
TPP exposure, microglial distributions differed across hippocampal subregions. In the SUB,
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3xTg-TPP mice showed greater representation of low-complexity and intermediate clusters,
whereas in CAl, the distribution was more similar to that observed in 3xTg-SS mice.

In the central nervous system, thiamine has been implicated in regulating microglial
immune responses and bioenergetic programs relevant to AD [40-42]. Thiamine deficiency
has been associated with increased microglial proliferation and neuronal loss in rodent
brains [31,43], whereas increased numbers of Ibal+ microglia have been reported in the
hippocampus of 3xTg-AD mice from six months of age [44]. In the present study, overall,
Ibal+ cell density was largely comparable between NoTg and 3xTg-AD mice; however,
TPP-exposed 3xTg-AD animals displayed higher microglial numbers in the CA1. Given that
thiamine has been associated with microglial bioenergetics and responsiveness [10,41,42],
this regional increase may be compatible with altered microglial recruitment or persistence
in CA1, although cell-specific functional assays were not performed.

TPP exposure was associated with region-specific shifts in microglial morphological
clusters. In the SUB, 3xTg-TPP mice showed a higher relative abundance of low-complexity
microglia together with a lower extracellular A burden. Low-complexity morphologies
have previously been associated with reactive, migratory, and phagocytic states in neurode-
generative contexts [45-47]. By contrast, NoTg animals were enriched for highly ramified
clusters, which are commonly associated with surveillance-related phenotypes [35,45,47].
Intermediate clusters may represent transitional morphologies along the continuum be-
tween reactive and homeostatic states.

In contrast, microglial cluster distributions in CA1 were more similar between TPP
and SS-treated 3xTg-AD mice, although 3xTg-TPP animals showed a modest increase in
intermediate complexity clusters relative to 3xTg-SS mice. This regional difference may
reflect distinct influences of extracellular versus intracellular A accumulation on microglial
structural plasticity, since extracellular plaque pathology is more prominent in the SUB,
whereas intracellular Af is still predominant in CA1 at this age in 3xTg-AD mice [44,48,49].
TPP exposure was also associated with subtle morphological shifts in NoTg mice, although
the functional significance of these changes remains uncertain [50]. Overall, these findings
suggest that TPP exposure may be associated with changes in the relative representation of
distinct microglial states rather than with a uniform morphological response. However,
morphology alone does not allow direct functional inference.

Our histological observations were aligned with the gene expression distributions.
Relative to NoTg-SS mice, 3xTg-SS animals showed differences in the expression of inflam-
matory and metabolism-related genes, which may reflect distinct microglial states within
the AD model. In contrast, TPP exposure was associated with lower median expression of
Pdk1 and Lgals3, as well as lower hippocampal A3 burden. These findings are consistent
with previous studies implicating thiamine-dependent pathways in microglial metabolism
and amyloid-associated inflammation [14,27,41].

PDK1 phosphorylates and inactivates PDH, thereby restricting pyruvate entry into the
TCA cycle and promoting glycolytic metabolism [14,27]. Because glycolytic programs have
been associated with pro-inflammatory microglial states, the lower median Pdk1 expression
observed in TPP-treated groups may be compatible with transcriptional patterns previously
associated with greater reliance on OXPHOS and metabolic function [41,51,52]. Similarly,
lower median Lgals3 expression may be relevant, as galectin-3 is a TREM2 ligand associ-
ated with impaired A clearance and inflammatory microglial activation in AD [15,39].
TPP-exposed groups also showed lower median expression of IL-1§3, IL-6, Trem2, and Nos2
relative to saline controls. Together, these transcriptional patterns may be compatible with
previously described immunometabolic frameworks in which thiamine availability influ-
ences the balance between inflammatory and homeostatic microglial programs [10,14,17].
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These observations should nevertheless be interpreted cautiously. RT-qPCR analyses
were performed with a limited number of biological replicates; therefore, the transcriptional
findings are descriptive rather than inferential. In addition, neither metabolic flux nor
cell-type-specific gene expression was directly assessed. Consequently, the present data do
not demonstrate that TPP directly modifies microglial metabolism or function, but rather
identify transcriptional patterns that are compatible with mechanisms proposed in previous
studies [14,19,41].

In addition, the present study identified morphological, amyloid-associated, and
transcriptional changes following TPP exposure. Additional protein-level characteriza-
tion using markers such as CD68, TREM2, TMEM119, P2RY12, or Galectin-3, together
with amyloid-related co-localization approaches, will be necessary to further define the
functional phenotypes and microglial states associated with TPP exposure [17,39].

Compared with previous studies using high-dose oral benfotiamine, six weeks of
continuous low-dose TPP administration (2 mg/mL) was associated with detectable histo-
logical and transcriptional differences. Because TPP is the active form of thiamine, direct
administration may bypass metabolic limitations associated with reduced TPK1 expres-
sion observed in AD brains [23,27,53]. In line with prior observations of thiamine-related
enzymatic activity, such as TPPase, in microglial cells, this may also be compatible with
cell-type—specific metabolic engagement [38]. However, the present study did not directly
compare TPP with benfotiamine; therefore, no conclusion regarding relative efficacy can
be drawn.

Overall, these findings suggest that thiamine-dependent metabolic pathways may
contribute to microglial and amyloid-related changes in the hippocampus of 3xTg-AD
mice. Future studies combining dose-response approaches, metabolic flux analyses, and
cell-specific profiling will be necessary to determine whether these descriptive associations
reflect direct mechanisms relevant to AD progression.

4. Materials and Methods
4.1. Experimental Animals

Homozygous 9-month-old female 3xTg-AD mice (harboring APPSwe and tauP301L
transgenes on a mutant PSIM146V knock-in background) generated from a B6129S hybrid
background (n = 20) were used, as well as NoTg mice of the same age and sex. Animals were
maintained under the same B6129S hybrid background (n = 20). All mice were bred and
raised in the vivarium laboratory of the Institute of Neurobiology (INB)-UNAM, housed
in polycarbonate cages (12 x 12 x 25 cm) under standard conditions (4-5 animals per
cage, 20-25 °C, 40-70% humidity, 12 h light/dark cycle) with ad libitum access to Purina®
Chow 5001 and water. 3xTg-AD and NoTg mice (129C57/BL6) were randomly assigned to
experimental groups (TPP treatment or SS, saline solution) using a simple randomization
procedure prior to the start of the intervention. All subsequent experimental procedures
and analyses were conducted using the assigned group codes.

Only female mice were used for this study, since sex-dependent differences in the
3xTg-AD model are well documented. Females show an earlier onset of amyloid and
tau pathology compared to males [48,54]. Regarding age, nine months is considered
“early middle-age” in mice. According to research, this is a suitable window to study early
pathological changes and therapeutic interventions [55]. During early middle age, 3xTg-AD
females exhibit evident intracellular A3 accumulation in the CA1 and SUB. Extracellular
plaques emerge later, around 11-12 months of age [56]. Importantly, cognitive alterations
and diffuse AP deposits have also been reported at nine months of age [57], supporting its
selection as an appropriate time point for intervention. The estrous cycle was monitored,
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and females were preferentially tested and processed during the diestrus phase to reduce
hormonal variability [58].

All procedures were approved by the Bioethics Committee of the Faculty of Medicine,
Universidad Auténoma de Querétaro (FM-UAQ), protocol number 12853, date of approval:
28 October 2021) and complied with the institutional guidelines of the INB-UNAM (protocol
number 057, date of approval: 28 February 2013) and international standards for the care
and use of laboratory animals (NIH). To minimize experimental bias, all procedures—from
surgical implantation to behavioral testing and immunohistochemical analysis—were
conducted under blinded conditions. Clinical trial number: not applicable.

4.2. Pharmacological Intervention

A stock solution of TPP was prepared at a final concentration of 2 mg/mL in sterile
saline [59]. Continuous delivery was achieved using Osmotic pumps model 2006 (ALZET®,
Cupertino, CA, USA) (0.15 uL/h for 42 days), corresponding to an estimated cumulative
exposure of approximately 12.1 mg/kg in mice weighing ~25 g. The required amount
of TPP was dissolved in 0.9% saline, gently mixed until homogeneous, and immediately
loaded into the osmotic pumps according to the manufacturer’s instructions. For vehicle
treatments, only saline was administered. Four experimental groups were used: transgenic
mice treated with TPP (3xTg-TPP, n = 10), transgenic mice treated with vehicle solution
(3xTg-SS, n = 10), and non-transgenic mice treated with TPP and SS as controls (NoTg-
TPP, n = 10; NoTg-SS, n = 10). A three-centimeter surgical incision was made along the
middorsal plane. Afterward, the skin was separated from the muscle, and the pump was
inserted beneath the skin. After wound closure, a topical analgesic-antibiotic ointment
was applied to prevent self-scratching and infection [60]. Mice were allowed to recover
from anesthesia for 30-60 min on a heating pad and then returned to their cages under
continuous monitoring for the first 48 h, the critical period for pump activation. The
implanted pump contained either TPP or vehicle solution and was weighed before filling
and after completion of the procedure to verify solution delivery. For surgery, the animals
were anesthetized using a 70:30 mixture of ketamine and xylazine at a dose of 70 mg/kg
and 6 mg/kg, respectively. TPP (X-2) was obtained from the Instituto de Investigaciones
Filoséficas y Cientificas, S.A. de C.V. Drug delivery was performed using osmotic pumps
(model 2006, ALZET®, Cupertino, CA, USA), which provide continuous release via an
osmotic mechanism. In this process, water influx through a semipermeable membrane
generates pressure that drives the drug solution at a constant rate (0.15 uL/h, 42 days).

4.3. Nest Shredding and Nest Building Test

The nest-building task (n = 10 animals per group) was assessed during the final
week of treatment, after the animals had undergone habituation and handling. This assay
evaluates innate, hippocampal-dependent behavior in rodents and is widely used as a
sensitive indicator of cognitive function and general well-being [33,34]. For the test, each
mouse was individually housed in a clean polycarbonate cage (12 cm x 12 cm x 25 cm)
with food and water available ad libitum. A single pressed cotton pad (5cm x 5 cm) was
placed in the lower left corner of the cage. This nestlet was provided at the beginning of
the dark phase of the reversed light/dark cycle, allowing the animals to manipulate it for
24 h. After this period, the nests were photographed from above, and any unused material
was removed. Nest quality was scored according to a 1-5 scale (1 = no nest; 5 = satisfactory
nest), as described by Deacon [34]. Scoring was performed independently by two blinded
observers to minimize bias. Both the final score and the material used were included in the
statistical analysis.
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4.4. Tissue Preparation

Brain tissue was collected at the humanitarian endpoint and processed through
two distinct procedures. For histological and immunohistochemical analyses, animals
were deeply anesthetized with an overdose of sodium pentobarbital (0.22 mL/kg) admin-
istered intraperitoneally. Adequate anesthesia depth was confirmed by the absence of
response to tail pinch stimulation prior to intracardiac perfusion. Mice were transcardially
perfused with phosphate-buffered saline (PBS; 30-50 mL, room temperature) for 1-2 min,
followed by 4% paraformaldehyde (PFA). Brains were post-fixed in 4% PFA for 24 h, cry-
oprotected in 30% sucrose in PBS for 48 h, and sagittal-sectioned using a Leica CM1510
cryostat (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) for subsequent staining and imaging.

For molecular analyses, animals were euthanized by rapid decapitation without
perfusion; the hippocampus was immediately dissected from fresh tissue, snap-frozen
on dry ice, and preserved with RNAlater™ Solution (AM7020, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) for RNA stabilization and storage at —80 °C. All procedures were
approved by the Bioethics Committee of the INB-UNAM (protocol code 057) and conducted
in accordance with the Mexican Official Standard for the Use and Care of Laboratory
Animals (NOM-062-ZO0-1999) and the National Research Council guidelines (NRC, 2010).

4.5. Immunohistochemistry

After 24 h in post-fixation in 4% PFA, the tissue was moved to a 30% (m/v) sucrose so-
lution for 48 h for cryoprotection. Subsequently, a Leica CM1510 cryostat (Leica Biosystems,
Nussloch, Germany) was used to freeze the tissue and cut it at a thickness of 40 um. Four
to five sections from the left or right hemisphere of each animal were selected according
to the Paxinos and Franklin mouse brain atlas [61]. Hippocampal sections corresponding
approximately to —1.34 to —2.30 mm relative to bregma were analyzed. Standardized
anatomical regions corresponding to the CA1 and SUB hippocampal areas were evaluated.
Images were acquired at 200 x magnification using identical acquisition parameters, and
the full image field was used for subsequent analysis. For each animal, one image per
region was acquired from 4 to 5 sections, and values obtained from the corresponding
image fields were averaged to generate a single biological value per animal prior to sta-
tistical analysis, thereby avoiding pseudoreplication. Sections were then washed under
free-floating conditions in 0.1 M PBS for 10 min and incubated in citrate buffer (pH = 6.0)
at 80-100 °C for 20 min to expose epitopes, followed by three 10 min washes in 0.1 M
PBS (pH = 7.4) containing 0.05% Tween 20. Afterward, sections were incubated overnight
with 0.1 M Ibal antibody (1:500; ab107159, RRID: AB_10972670; Abcam, Cambridge, UK)
while shaking at 4 °C. The next day, immunolabeled brain sections were incubated with
a biotinylated anti-goat secondary antibody (1:500; BA-9500, RRID: AB_2336123; Vector
Laboratories, Newark, CA, USA) for 2 h, followed by a signal amplification step. Visual-
ization was achieved using the diaminobenzidine-glucose oxidase method, as previously
described [35]. For the amyloid antibody, we used 90% formic acid for 5 min, then washed
quickly in distilled water, followed by three 10 min washes in 0.1 M PBS (pH 7.4) containing
0.05% Tween 20. Afterward, sections were incubated overnight with 0.1 M BAM10 (1:500;
A3981, RRID: AB_1078153; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) while shaking at 4 °C. The
next day, immunolabeled brain sections were incubated with biotinylated anti-mouse sec-
ondary antibody (1:500; BA-2001-ZC1230, RRID: AB_2336180; Vector Laboratories, Newark,
CA, USA)for 2 h. This was followed by an amplification signal step. For visualization,
the diaminobenzidine-glucose oxidase method was used, as previously described. Ad-
ditionally, we performed three 10 min washes in 0.1 M PBS (pH = 7.4) containing 0.05%
Tween 20. The sections were mounted on slides in 0.05 M PBS, dehydrated in xylene, and
subsequently covered with Entellan® (Merck, KGaA; Darmstadt, Germany).
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4.6. Morphological Analysis

Photomicrographs of BAM10+ plaques and Ibal+ cells in the SUB and CA1 of the
hippocampal formation were acquired using a Nikon Eclipse Ci-Li light microscope (Nikon
Corporation, Tokyo, Japan) equipped with a Nikon Plan 40x/0.65 air lens (n = 4 ani-
mals per group) and the NIS-Elements Viewer software (Version 4.13.00, Nikon Corpora-
tion, Tokyo, Japan). Digital images were pre-processed under blinded conditions using
Fiji/Image] software (version 1.53c; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA;
https:/ /imagej.net/ij (accessed on 8 February 2026)), based on previous protocols [35,62].
Resulting binary images in TIFF format were analyzed using MorphoGlia, a computational
tool for automated analysis and unbiased classification of microglial morphology.

The MorphoGlia pipeline is an unsupervised framework grounded in manifold learn-
ing. The pipeline employs recursive feature elimination to identify the most informative
morphometric descriptors and reduce redundancy in the feature space. The selected fea-
tures are subsequently embedded using Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP), which represents the data as a fuzzy topological graph while preserving both local
and global relationships on a low-dimensional manifold. Finally, clustering is performed on
1740 microglial cells using Hierarchical Density-Based Spatial Clustering of Applications
with Noise (HDBSCAN), a density-based approach capable of detecting clusters of variable
shapes and sizes without requiring a predefined number of clusters [35].

For the UMAP parameters, nearest neighbors (n_neighbors) were set to 20, and the
minimum distance between points (min_dist) = 0.05. For the HDBSCAN, minimum cluster
size (min_cluster_size) = 30 and minimum cluster samples (min_samples) = 30. Color-
coded cells were generated and mapped back onto the tissue microphotograph to visualize
their spatial arrangement.

For the BAM10+ plaque analysis, digital micrographs were acquired under identical
microscope settings and processed using Fiji/Image] software (version 1.53c; National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; https://imagej.net/ij (accessed on 8 February
2026)) under blinded conditions. Images were converted to grayscale and subjected to color
deconvolution to isolate the signal. A uniform Otsu threshold was set to lower = 0 and
upper = 190, and applied across groups to define BAM10+ immunoreactivity. Plaques were
quantified using the Analyze Particles function, excluding background artifacts by setting
a minimum size (um?): >0-10,000 um? and a circularity range of 0.20-1.00.

4.7. RNA Extraction and Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-gPCR)

Total RNA was extracted from brain tissue homogenized by maceration. To do so, the
TRIzol® Reagent method (15596018, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was followed accord-
ing to the manufacturer’s instructions. TRIzol® Reagent (1 mL) was added for every 100
mg of sample, then the sample was incubated for 5 min at room temperature. Subsequently,
0.2 mL of chloroform was added for each milliliter of TRIzol® Reagent used. The aqueous
phase was centrifuged and recovered in a new tube. Next, 0.5 mL of isopropanol was added
for each milliliter of TRIzol® Reagent used, incubated for 10 min at room temperature, and
then centrifuged. RNA purity and yield were determined by measuring the absorbance ra-
tio at 260/280 nm in a NanoDrop™ ND-2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). To perform total RNA electrophoresis, a 1.5% agarose gel was made
and stained with SYBR green. The obtained RNA was used to carry out retrotranscription
and cDNA was synthesized using the RevertAid® First Strand cDNA Synthesis Kit (K1621,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the supplier’s instructions. The
cDNA was stored at =70 °C until analysis by polymerase chain reaction (PCR).
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Amplification was performed using a StepOne® thermal cycler (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA), and data were collected using StepOne Software v2.3™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). All primer sequences utilized to identify the frag-
ments of the genes of interest were designed with a similar Tm (Table 1). Therefore,
RT-qPCR conditions were as follows: final reaction volume of 10 ul; alignment temperature
of 62 °C; a holding stage of 95 °C for 10 min; a cycling stage consisting of 40 cycles at
95 °C for 15 s, 62 °C for 40 s, and 72 °C for 10 s; a melting curve stage of 95 °C for 15 s,
60 °C for 1 min, and 95 °C for 15 s. Rp127 (F: 5-TGGCTGGAATTGACCGCTAT-3’; R: 5'-
TTCAAAGCTGGGTCCCTGAA-3') and Rpl13A (F: 5-GTGGAAGTACCAGGCAGTGA-3/;
R: 5-AGGAGTCCGTTGGTCTTGAG-3') were used as controls for normalization.

Table 1. Microglial activation and metabolism-related genes evaluated in the hippocampus of
wild-type and 3xTg-AD mice treated with TPP or saline solution.

Codified

Gene Protein Functions Forward (F)/Reverse(R) Sequence
Trem? TREM2 Involved in microglial activation, proliferation, migration, apoptosis, F: 5-AAGTGGAACACAGCACCTCC-3’
and expression of pro-inflammatory cytokines [10]. R: 5-AGGATCTGAAGTTGGTGCCC-3'
Loals3 CAL3 Highly expressed in AD, mainly in the brain when damaged by F: 5-TCCACTTTAACCCCCGCTTC-3’
& reactive microglia; interacts with immune receptors like TREM2 [39]. R: 5-AGTTGGCTGATTTCCCGGAG-3’
v Ifeax Cdlle Counteracts A3 deposition via increased Ap-uptake and degradation F: 5-TCGGGTAGCATCAGTTCCAC-3'
3 by microglia [63]. R: 5-TGTGTACCCTCTTAGCTGCC-3'
. . . - . . , F: 5-GTAATGAAAGACGGCACACCC-3
v II1b IL-1B8 Mediates microglial activation and proliferation [64]. R 5'-TCCTGACCACTGTTGTITCCC-3'
16 L6 Induces microglial activation, cell proliferation, and the production of ~ F: 5-AGACAAAGCCAGAGTCCTTCAG-3'
microglia-derived pro-inflammatory molecules [65]. R: 5’-GAGCATTGGAAATTGGGGTAGG-3'.
T TN rogulaes morphological changes and ytokine release and comtils i3 -AGTICTATGGCCCAGACCCEY
8 PO 08 & Y ' R: 5'-ACAAGGTACAACCCATCGGC-3'.

the expression of neuroprotective factors [66].

It is Ca?*-independent and can be upregulated in response to TNF
Nos2 iNOS and IFNy, or downregulated in response to IL-1f3; involved in nitric
oxide production [67].

F: 5-CCCAGCCTTGCATCCTCATT-3
R: 5-TCTCTTGCGGACCATCTCCT-3'.

Involved in facilitating the expression of inflammatory mediators and
v Pdk1 PDK1 improving glucose uptake to support the glycolytic shift in reactive
microglial phenotypes [19].

F: 5'-GGATTGCCCATATCACGCCT-3'
R: 5-TCATGTCTTTCGGCTCTCGG-3'.

4.8. Statistical Analysis

For behavioral analysis, there were 10 animals per group; for histological analyses,
four to five animals per group; and for RT-qPCR analyses, three to four animals per
group. Each animal served as a unit of analysis. For histology, two fields (SUB, CA1)
and four to five sections per animal were quantified and averaged to produce a single
value per animal. For RT-qPCR, three technical replicates were averaged per animal.
Statistical analyses and graphical representations were performed using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and R version 4.4.0 (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria). Data distribution was first assessed with the D’ Agostino—
Pearson omnibus test. Non-parametric data were expressed as median and interquartile
range. Statistical significance was indicated only when differences were observed relative
to the control group: * p < 0.05; ** p < 0.01. Nest-building behavior was analyzed using a
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test for multiple group comparisons. For
histological analyses, which included quantification of BAM10+ plaques and Ibal+ cells
per mm? in the SUB and CA1 regions, we used the Mann-Whitney U test for comparisons
between two groups and the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test for
multiple-group comparisons. Microglial morphology was assessed using MorphoGlia [35],
which integrates dimensionality reduction with UMAP and supervised clustering with
HDBSCAN. Cluster frequencies across experimental groups and hippocampal subregions
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were analyzed with Pearson’s chi-square test, and standardized residuals and heatmaps
were generated to visualize associations between clusters and experimental conditions.
Finally, hippocampal gene expression profiles obtained from RT-qPCR were calculated
using the 2744t method with the geometric mean of RPL13A and RPL27 as housekeeping
genes [68]. Statistical comparisons were performed using the Kruskal-Wallis test followed
by Dunn’s post hoc test.

5. Limitations

Our study has several limitations. The small number of biological replicates per
group (n = 3—4) limits statistical power and generalizability; therefore, findings should
be interpreted with caution. Metabolic flux, enzymatic activity, and microglial functional
responses were not directly assessed, and interpretations rely on transcriptional and mor-
phological associations. Only female 3xTg-AD mice were included, and a single TPP
dose and treatment duration were evaluated. Future studies incorporating larger cohorts,
dose-response analyses, and functional approaches will be required to further define the
role of thiamine-dependent pathways in neurodegenerative contexts.

6. Conclusions

In summary, this study describes region-specific hippocampal patterns involving mi-
croglial heterogeneity, amyloid burden, and thiamine-associated transcriptional profiles in
3xTg-AD female mice. While descriptive, these findings provide a framework for future in-
vestigations addressing metabolic regulation within AD-related neuroinflaimmatory contexts.
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