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INTRODUCCION



1.- Enfermedad de Alzheimer

El aumento de la esperanza de vida en el siglo XX ha originado que muchos
mdividuos lleguen a edades donde es mas frecuente la aparicion de los sintomas de
las enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de Alzheimer
(EA).

1.1.- Antecedentes historicos

En 1907, Alois Alzheimer describi6 el caso de una mujer de 51 anos quien
presentaba delirio, pérdida de memoria rapida y progresiva, acompanada de
alucmaciones, trastornos de conducta, desorientacion, y afecciones del lenguaje,

fallecida en 1906 después de 5 anos de evolucion (Alzheimer, 1907).

Gran variedad de condiciones neurolégicas y progresivas eran conocidas
para la época, pero la edad temprana de aparicion de la sintomatologia asi como el
hallazgo a nivel cerebral de los ovillos neurofibrilares y las placas seniles, hicieron

de esta condicion tnica.

Emil Kraepelin, psiquiatra companero de Alzheimer, fue quien identifico los
sintomas de la enfermedad mientras que Alzheimer describié las caracteristicas

neuropatologicas por primera vez.

A pesar de ser un esfuerzo conmjunto, Kraepelin decidi6 nombrar la
enfermedad con el apellido de su compaiero, dada la gran importancia que

mmplicaba encontrar la base neuropatolégica de los desordenes psiquiatricos.

1.2.-Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer

La EA es la causa de demencia neurodegenerativa mas frecuente en paises
desarrollados y su prevalencia incrementa con la edad (Berrios, 1990). De forma

arbitraria la EA se clasifica de mnicio precoz si los sintomas aparecen antes de los 65



anos o de micio tardio st lo hacen a edades superiores. Aproximadamente un 10%
de los casos diagnosticados de FA se inician antes de los 65 anos (Alves et al.,
2012), y aproximadamente el 90% de los pacientes con EA micia los sintomas

después de los 65 anos (Bertram & Tanzi, 2004).

Al parecer, la edad o el envejecimiento es el principal factor de riesgo para

padecer la EA.

1.2.1- Prevalencia e incidencia

Un estudio report6é que para el ano 2005, 24.2 millones de personas a nivel
mundial tenfan demencia y al menos 4.6 millones de nuevos casos son reportados
al ano (Tabla 1). (Ferri et al., 2010). Aproximadamente el 70% de estos casos
fueron atribuidos a la EA. Entre poblaciones regionales de individuos con edades
>60 anos, los norteamericanos y europeos del oeste presentan los mayores indices
de prevalencia de demencia (6,4% y 12,19, respectivamente), seguidos por los
latinoamericanos (4.9%) y asiaticos de China y Pacifico oeste (4.09%). Mientras que
la tasa regional de incidencia anual fueron estimadas en 10.5 por cada 1000
individuos para los norteamericanos, 24,6  para los FEuropeos, 9.2 para

latinoamericanos, y 8.0 para China y el pacifico occidental (Reitz et al., 2011).

La prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad, asi se considera que
se dobla cada 5 anos y puede superar el 30-40 % en individuos con mas de 80 afos

(Alves et al., 2012).

1.8 Definicién y diagnéstico

La etiologia de la EA no es bien conocida, siendo probablemente una
enfermedad de causa multifactorial, donde existiria un desequilibrio crénico entre
la producciéon y la eliminacion del péptido B-amiloide y su acumulacion iniciaria

una compleja cascada que finalizaria con la muerte neuronal.



Prevalencia  de _ _ N > 60 aios| Estimacion — de
Incidencia anual

Region demencia > 60 ) para el 2001|N desde 2001-
(x1000 1nd.) .

anos (%) (millones) 2040 (%)
Oeste de Europa 5,4 8,8 4,9 102
Este de Europa 7,7 15,8 2,8 253
Norte América 0,4 10,5 3,4 172
Latinoamérica 4,6 9,2 1,8 393
Africa del norte vy

3,6 7,6 1,0 385
centro
Resto de Africa 1,6 3,5 0,5 285
Pacifico occidental

4,3 7,0 1,5 189
en desarrollo
China vy Pacifico

. 4,0 8,0 6,0 336

occidental
Indonesia, Tailandia

2,7 5,9 0,6 325
y Sr1 Lanka
India y Asia del Sur | 1,9 4,3 11,8 314

Tabla 1: Prevalencia e incidencia de Demencia segiin la distribucion geografica. N: Numero de

personas con demencia

A mivel clinico la EA se caracteriza por un deterioro cognitivo de 1nicio
msidioso y progresivo, que 1nicialmente causa un deterioro cognitivo leve y
finalmente conduce a una demencia, fase en que se ven afectadas las actividades de
la vida diaria (AVD), s1 bien hoy en dia sabemos que sus alteraciones
fisiopatologicas se inician muchos antes del inicio de la clinica. Su presentacion
clinica tipica se caracteriza por una pérdida de la memoria episodica reciente y
progresiva, apareciendo posteriormente otras alteraciones en otros dominios
cognitivos (lenguaje, praxias, gnosias o funcion ejecutiva) que conllevan dificultades
de orientacion, expresion, comprension, lectura, escritura, problemas para vestirse
o manejar dinero, asi como la utilizacion de objetos cotidianos. Todo ello repercute
progresivamente en las actividades de la vida diaria, afectindose primero actividades
mas complejas, posteriormente actividades instrumentales (manejo de objetos,
dinero, tareas domésticas) y basicas (higiene, alimentacion o control de esfinteres) y
finalmente el paciente acaba evolucionando a un estado vegetativo y suele fallecer

por una enfermedad intercurrente. (Fortea et al., 2011).



Otras formas de presentacion mas infrecuentes o no-amnésicas de la EA son
la afasia logopénica (Gorno-Tempim et al., 2011) (alteracion del lenguaje), la
presentacion visuoespacial o posterior (alteraciones visuoespaciales, agnosia de
objetos, dificultad para el reconocimiento de caras, simultagnosia y alexia (Benson
et al.,, 1988) y presentacion anterior con predominio de las alteraciones
conductuales o de la funcion ejecutiva (Taylor et al., 2008). Los criterios
diagnosticos clinicos de la EA utilizados hasta recientemente fueron los establecidos
en 1984 (McKhann et al., 1984) Recientemente se ha propuesto una revision de
estos criterios asi como una nueva propuesta con el objetivo de permitir un
diagnostico mas precoz y mas preciso, mncluyendo ademas de la clinica diferentes
biomarcadores de la enfermedad (Albert et al., 2011; Dubois et al., 2007, 2010;
McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011).

1.4.- Epidemiologia genética

1.4.1.- Alzheimer monogénica

Hasta la actualidad se han implicado tres genes cuyas mutaciones son las
causantes de la EA monogénica, caracterizada principalmente por un inicio precoz
y un patrén hereditario autosémico dominante con una penetrancia practicamente
completa a los 65 anos. Estos 3 genes son el gen de la APP, el gen de la presenilina

1 (PSENI vy el gen de la presenilina 2 (PSENZ). (Campion et al., 1999).

Estos genes codifican para proteinas involucradas en el clivaje del APP y en
la generacion del péptido AB. Mutaciones asociadas a la EA en estos 3 genes

pueden ser considerados como marcadores biologicos para el diagnoéstico de la

EA.

1.4.1.1.- Mutaciones en la proteina precursora amiloide APP

El péptido AP, principal componente de las placas seniles, deriva de la

proteina precursora del amiloide (APP) codificada por el gen APP. El gen APP



esta localizado en el cromosoma 21 (21q11-22) (Lemere et al., 1996). La funcién
normal de la APP es desconocida pero se sabe que esti involucrada en muchas
funciones fisiologica de las neuronas. Actualmente es conocido que mutaciones en
APP generan un chivaje incorrecto de la misma conllevando a la formacion vy

aumento en la agregacion del péptido AP (Cruts & Van Broeckhoven, 1998).

Las mutaciones de APPson la segunda causa de EA monogénica después de
las mutaciones en PSENI, pero representan una causa muy infrecuente de la
enfermedad (<1% del global)). Hasta la actualidad se han descrito mas de 32
mutaciones en APP en 85 famihas y la mayoria de estas estan localizadas en los

siios de clivaje de las secretasas, en el dominio transmembrana. (Kasuga et al.,

2009)

Asi como mutaciones puntuales pueden generar cambios neuropatologicos
una copia extra de APP es suficiente para causarlos también. Asi, duplicaciones de
pequenos segmentos de cromosoma 21 que no causan Sindrome de Down pero
que contienen una copia adicional de APP son suficientes para causar EA (Rovelet-

Lecrux et al., 2006; Sleegers et al., 20006).

1.4.1.2.-Mutaciones en los genes de la Presenilina 1 y Presenilina 2

Hasta el momento 185 mutaciones asociadas a 405 familias han sido
identificadas en el gen de la PSEN/ conllevando que las mutaciones en este gen
sean la causa mas frecuente de la EA de inicio precoz con patron de herencia
autosomico dominante, estimandose responsables del 70% de los casos. Ademas 13
mutaciones asociadas a 22 famihias han sido detectadas en el gen de la PSENZ. La
mayoria de estas mutaciones conllevan sustitucion de un nucledtido puntual,
aunque también se han reportado pero en menor frecuencia, deleciones e

mserciones (L1 et al., 2008).

La PSEN1 y PSEN2 son proteinas multiméricas y componentes esenciales



del complejo y-secretasa que degrada un ntiimero importante de proteinas entre

ellas la APP.

El fenotipo clinico de los pacientes con mutaciones en PSENT es similar al
observado en la EA esporddica con una edad de micio mucho mas precoz (media
de 44 anos) y una penetrancia practicamente completa a los 65 anos (Sanchez-Valle

et al., 2007).

Estudios en cerebro humano, liquido cefalorraquideo y plasma, asi como en
animales transgénicos y sistemas celulares que modelan mutaciones FAD, han
demostrado que en mutaciones causantes de EA el ratio AP42/AB40  es
considerablemente mas alto (Kumar-Singh et al., 2006), parametro que podria ser
utihzado como herramienta de diagnéstico. Muchas mvestigaciones han sugerido
que las mutaciones en PSENI, pueden causar ademdis del aumento de AP42,
pérdida de la funcién de la PSENT1; y otros estudios sugieren que la supresion en la
expresion de la PSEN1 aumentan el riesgo de EA (Theuns, 2003) y

neurodegeneracion (Saura et al., 2004).

Tres mutaciones puntuales en el gen de la PSENT han sido recientemente
reportadas por los mvestigadores de la Unidad de Alzheimer y otros trastornos
cognmtivos del Hospital Clinico de Barcelona. Interesantemente, una de ellas
(K239N) presenta una penetrancia incompleta a la edad de 65 anos (Llad6 et al.,
2010), mientras que las otras dos (p.L.286P v p.E120G) presentan una edad de
micio temprana de la patologia (Sanchez-Valle et al., 2007). Estas mutaciones seran

objeto del presente estudio como se describira mas adelante.

En el caso de la mutacion K239N se debe resaltar que un miembro de la
famiha presenta caracteristicas clinicas indistinguibles de la EA de mnicio tardio, si
bien existe una clara historia familiar de EA con patron autosémico dominante de
micio presenil. Esto sugiere la necesidad de ejecutar pruebas de deteccion de

mutaciones en pacientes que clinicamente se asocien con EA de inicio tardio si
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presentan historia familiar de EA con patron autosomico dominante de inicio

presenil (Llado et al., 2010).

Aunque algunas caracteristicas fenotipicas asociadas a las mutaciones en
PSENI son comunes, con frecuencia algunas peculiaridades clinicas y biologicas
son observadas en cada mutaciéon. Desde el punto de vista clinico, la deteccion de
una mutacion patogénica de PSEN/ en un paciente, confirma el diagnéstico mn vivo
de EA vy ofrece la posibilidad de asesoramiento genético a sujetos asintomaticos en

riesgo (Sanchez-Valle et al., 2007).

Como se describird en el apartado de objetivos estas mutaciones se

emplearan para disenar un nuevo modelo experimental celular para el estudio de la

EA.

Para resumir, estos tres genes estin fisiolégicamente relacionados con vias
patologicas comunes, asociadas a la hipotesis amiloidea, donde la EA es originada
como consecuencia de un desbalance entre la produccion y depuracion del péptido
APB. Sugiriendo que la presencia de mutaciones en estos genes pueden ser

considerados como marcadores biologicos de EA.

La mformacion relacionada a todas las mutaciones asociados a los tres genes
previamente mencionados (tanto para APP como para PSEN1 y PSEN2) se
encuentra disponible en la base de datos referida

(www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).

1


http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations
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Figura 1: Estructura de la PSEN1 en la que se marcan en rojo las mutaciones reportadas hasta el
momento, incluyendo las tres evaluadas en este estudio, cuya sustitucion de aminoacido se marca

en lila en cada caso. Imagen modificada de http://www.molgen.ua.ac.be/

1.4.2.- Enfermedad de Alzheimer poligénica

La EA de micio tardio es probablemente poligénica dado que en ella
probablemente estén 1mplicados diferentes genes de susceptibihdad, o
modificadores de la enfermedad, con importantes interacciones entre ellos y con
los factores ambientales. Multiples estudios han demostrado que el principal factor
de riesgo genético para la EA de nicio tardio es el alelo €4 del gen APOE. Por otro
lado estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han sugerido que otros
genes también estarian 1mplicados en el riesgo de desarrollar EA, s1 bien su efecto

genético seria modesto (Bertram & Tanzi, 2004).

1.5.- Neuropatologia de la Enfermedad de Alzheimer

Dos son las lesiones neuropatoldgicas principales que caracterizan a la EA,
las placas seniles y los ovillos neurofibrilares. Adicionalmente se caracteriza por la
pérdida de la actividad neuronal y funcién sindptica, disfuncion mitocondrial y

elevados niveles de marcadores de estrés oxidativo y de inflamaciéon cerebral.
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1.5.1.- Placas seniles

Las placas seniles fueron descritas por Alzheimer por primera vez como
“miliary focr” (Figura 2). Estas, son lesiones extracelulares esféricas de 10-200 pm
de diametro formadas por depésitos de péptido B-amiloide (AP) que fueron
originalmente 1dentificadas empleando la técnica de “Bielschowsky de plata”
(Berrios, 1999). La asociacion entre la presencia de las placas y la demencia no fue
un hallazgo novedoso ya que habia sido descrita previamente, mds la presencia de
los ovillos neurofibrilares conjuntamente con la edad de la paciente justificaron la

nueva entidad nosoldgica (Roth et al., 1967).

Figura 2: Imagen histologica de los “miliary focr”
descritos por Alzheimer, originalmente 1dentificados
empleando la técnica de “Bielschowsky de plata”
(Berrios, 1999).

Las placas seniles son clasificadas con fines practicos en difusas y neuriticas.
Las primeras representan las lesiones mas tempranas de la EA e incluso se ha
propuesto, mas no probado, que estas formaciones difusas podrian progresar a
formas mas compactas (neuriticas), caracteristicas de los estadios mas avanzados de

la enfermedad (Mann et al., 1992).

Las placas seniles clisicas o neuriticas, son una forma mucho mas compacta,
las cuales se caracterizan por ser lesiones extracelulares esféricas con un diametro
entre 10-50 pm, con un promedio de 30 pm aproximadamente, a diferencia de las

placas difusas que tienden a tener un diimetro menor a 20 pm (Pro et al., 1980).

El cuerpo central de las placas neuriticas esta constituido principalmente por
filamentos AP de 6-10 nm distribuidos radialmente desde el centro. El péptido AP
y su precursor, la proteina precursora amiloide (APP), asi como acamulos de p-tau

constituyen la region periférica de las placas seniles (Selkoe et al., 1988).
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Son multiples las hipotesis que tratan de explicar y describir la patogénesis
de las placas seniles. Una de ellas explica que la formacion de las placas seniles
ocurre previamente a la deposicion del péptido AP (Hardy & Selkoe, 2002). Sin
embargo, el hecho de hallar fibrillas de péptido AP en todas las placas seniles, junto
con la observacion del mismo péptido en ciertas areas de la materia blanca, hacen
de este postulado poco probable si se sigue una evolucion cronoldgica en dicha
formacion. Por esta razon se considera que la deposicion del péptido AP podria ser

el primer evento que ocurre para la formacion de las placas seniles (Glenner, 1979).

Este péptido AP, formado por 39-42 aminodcidos, es la forma fragmentada
derivada de la APP, una glicoproteina transmembrana con una region extracelular
de gran tamano, un dominio transmembrana tinico y una regién citoplasmatica

pequena (Wenk, 2003).

1.5.1.1.- Producciéon del péptido B-amiloide

Existen dos vias para llevar a cabo el clivaje secuencial de la proteina APP;
una predominante que es la via no-amiloidogénica, y una minoritaria que es la via

amiloidogénica, que forma como producto final el péptido Ap.

La via no amiloidogénica se caracteriza por una protedlisis de la proteina
APP mediante la enzima a-secretasa. El lugar de accion de la enzima esta localizado
en la mitad de la secuencia de la AP, por lo tanto no existe posibilidad de
formacion del péptido. Los productos obtenidos son fragmentos solubles
denominados sAPPa y un fragmento C-terminal asociado a la membrana (C83)

que es hidrolizado por la y-secretasa dando como resultado el fragmento p3

(Selkoe, 1996).

La via amiloidogénica se caracteriza por la protedlisis de la APP por el
extremo N-terminal y C-terminal de la secuencia del AB, por la B-secretasa (BACE)

y la y-secretasa, respectivamente; el fragmento C-terminal asociado a la membrana

14



en este procesamiento es mas largo (C99) conteniendo el péptido AP. Varias
mutaciones de la APP se concentran en las regiones de corte de las secretasas,

favoreciendo la generacion de péptido AP y su agregacion posterior (Figura 3).

B « Y
APP 1 | 1

AB
NH, o COOH
Via No-Amiloidogénica l
C83

Soluble APP ot

Via Amiloidogénica

—
PR——

AB P3

Figura 3: Clivaje secuencial de la APP, en el que se evidencian las dos posibles vias. La No-
Amiloidogénica en la que se forman sAPPa y C83 asociado a la membrana, y la via
Amiloidogénica que favorece la formacion del péptido AP.
La protedlisis por y-secretasa es heterogénea, la principal especie de AP
producida es un residuo peptidico de 40 aminoacidos (AB40), mientras que en
mucha menor proporcion se forma una variante de 42 aminodcidos (AB42) que es

mucho mas sensible a acumularse y formar placas cerebrales. Se ha demostrado

que muchas mutaciones asociadas a EA aumentan las formacién de AB42 (Behl,

1997).

Ademas del péptido A, en las placas seniles encontramos otras moléculas
derivadas de la APP que participa en la patogenicidad del Alzheimer. Entre éstas,
destacan los fragmentos C-terminales de la APP, producidos por la B-secretasa.
Dependiendo de su longitud, estos fragmentos pueden contener la secuencia AP

entera, considerandolos, por lo tanto, amiloidogénicos (Behl, 1997).
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1.5.2.- Ovillos Neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares (“neurofibrillary tangles”, NFI') se encuentran
localizados principalmente en las neuronas piramidales del neocortex cerebral
(Braak & Braak, 1991). Morfologicamente estin formados principalmente por

filamentos helicoidales pareados de proteina Tau.

Es importante conocer la morfologia de los NFT, ya que todos estos
componentes, y en especial la proteina Tau confieren la estabilidad estructural de
las neuronas y sirven de soporte en el transporte axonal. Esta proteina contiene un
gran numero de serinas y treonmas muchas de las cuales estan fosforiladas en
condiciones fisiologicas normales. Bajo condiciones patologicas comienzan a

hiperfosforilarse, aumentando el niimero de sitios fisiologicos activos.

La hiperfosforilacion de tau hace que disminuya la eficiencia en la formacion
de los microtibulos; aumentando la cantidad de Tau soluble y la disgregacion de
los microtuibulos, generando adicionalmente, que la proteina Tau sea mds resistente
a la degradacion proteolitica y se agregue para formar los NFT. Esto como
consecuencia disminuye la neurotransmision y el axon pierde su morfologia, lo que

conduce a que la neurona se degenere (Pro et al., 1980).

En condiciones normales, la proteina Tau se regula bien para garantizar un
transporte normal a lo largo de los microtibulos en los axones y las dendritas.
Debido a los procesos anormales ocurre una disminucion en el transporte de las
vesiculas smapticas, las mitocondrias y las proteinas, lo cual altera las funciones
dependientes de energia, que desencadenaran procesos de degeneracién neuronal y
eventualmente pueden llevar a la muerte neuronal. Estos procesos pueden

contribuir a la activacion de la microglia y astroglia (Podtelezhnikov et al., 2011).
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1.6.- Tratamiento clinico

Aunque la base bioquimica exacta de la EA no se entiende bien, y no existe
ninguna cura, se sabe que las deficiencias del sistema colinérgico del cerebro y de
otros neurotransmisores estan presentes. L.os medicamentos que incrementan la
actividad colinérgica mediante la ihibicion de la acetilcolinesterasa producen un
beneficio cognitivo y conductual modesto pero util en algunos individuos afectados.
El primero de estos farmacos fue la tacrina, sin embargo debido a su
hepatotoxicidad se ha restringido su uso. Los mhibidores de la acetilcolinesterasa

usados en la actualidad son: donepezilo, rivastigmina, y galantamina (Seltzer, 2014).

La memantina, un antagonista del receptor NMDA, ha demostrado también

un beneficio clinico en el tratamiento de la EA.

2.- Alzheimer y Envejecimiento celular

Durante el envejecimiento normal el cerebro sufre muchos cambios
resultantes en un dechive cognitivo gradual que estd asociado con alteraciones de la
funcionalidad neuronal pero sin pérdida neuronal significativa, proliferacion ghal en

la corteza, y disminucion de peso bruto del cerebro de 2-3 9% por década

(Drachman, 2006).

A nivel molecular, los mecanismos implicados en el envejecimiento cerebral
aun no se entienden, pero probablemente incluyen danos en el ADN mitocondrial

(Lu et al., 2004) vy el estrés oxidativo cronico (Lin & Beal, 20006).

La edad es el principal factor de riesgo de LA, sin embargo, difiere
claramente del envejecimiento normal ya que en la EA ocurre una pérdida
dramatica de las sinapsis, de las neuronas y de la actividad cerebral en regiones
anatomicas especificas, resultando en atrofia cerebral masiva y glosis (Herrup,

2010).
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2.1.- Disfuncién mitocondrial

Se hipotetiza que la disfuncion mitocondrial es la principal fuente de
radicales libres y de especies reactivas al oxigeno (ROS), que desencadenan el estrés
oxidativo. Las mitocondrias son una fuente potencial importante de radicales libres
y precursores oxidativos, entre otros O y H.O,, respectivamente, ya que su
produccion estd vinculada al metabolismo energético. Diversos estudios han
encontrado aumentos en el ADN mitocondrial en el soma celular de las neuronas

susceptibles a la KA, lo cual en si mismo, podria ser causa de un mayor potencial

oxidativo. (Gella & Durany, 2009).

Se ha postulado que el estrés oxidativo es un evento primario en el
desarrollo de la EA y puede ser debido a la presencia de mitocondrias
disfuncionales que potenciarian la generacion de ROS (LaFerla et al., 2007). Las
mitocondrias generan energia celular mediante la oxidacion/reduccion secuencial
generada por los electrones liberados de la glicolisis y del ciclo de Krebs. Los
electrones fluyen a través de complejos mitocondriales I a IV de la cadena de
transporte de electrones. El aceptor final es el oxigeno que se reduce a agua y la
energia generada impulsa la fosforilacion de ADP en ATP por el complejo

mitocondrial V (o ATP-sintetasa) (Figura 4).

A pesar que el transporte de los electrones a través de la cadena
transportadora de electrones es un proceso muy eficiente, pueden producirse
ciertos niveles de ROS. Sin embargo, mitocondrias disfuncionales generan altos
niveles de ROS que pueden ser toxicos para las células con una larga vida util y un
nivel bajo de defensas antioxidantes, como lo son las neuronas (Henriksen &

Endresen, 1994).

Ademads, las mitocondrias son al mismo tiempo un objetivo de ROS
provocando la oxidacién de componentes mitocondriales como el ADNmt, lipidos,

y proteinas que conllevan a un aun mayor deterioro mitocondrial (Garcia-Escudero
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et al., 2013).

La disfuncién mitocondrial es una de las caracteristicas mas prominentes de
la. EA. Experimentos en amimales transgénicos han demostrado que
desregulaciones del complejo I estan relacionados con la formacion de proteina
Tau (Melov et al., 2007) mientras que la desregulacion del complejo IV ha estado
relacionado a la formaciéon de péptido AR (Lin & Beal, 2006) (Figura 4).

Adicionalmente, alteraciones de varias enzimas que participan en el ciclo del
acido tri-carboxilico tales como piruvato deshidrogenasa y o-cetoglutarato

deshidrogenasa han sido reportados en EA (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama en donde se evidencian que desregulaciones en los complejos CI, CIV y CV
pueden ser consecuencia de la acumulacion de pTau (Melov et al., 2007) y de péptido AR (Lin &
Beal, 2006). Estas desregulaciones generan disminuciéon de la actividad de la piruvato
deshidrogenasa (PHD) y a-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDH) que también esta fomentada por

la acumulacion de AR

Por otro lado, los productos de la accion toxica de ROS, como 4-hidroxi-2,3-
nonenal (HNE), o la presencia de quinonas como coenzima Qo pueden facilitar el

auto-ensamblaje de la proteina Tau en polimeros fibrilares similares a los
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filamentos helicoidales pareados presentes en el cerebro de pacientes con EA.
Estos hallazgos sugieren otro posible vinculo entre el estrés oxidativo, la disfunciéon

neuronal, y la EA (Pérez et al., 2009).

2.2.- Estrés Oxidativo

Hay evidencias que el tejido cerebral de pacientes con EA estd expuesto a
estrés oxidativo durante el curso de la enfermedad. Dado que el estrés oxidativo se
caracteriza por un desequilibrio en la produccion de ROS y la defensa antioxidante,
se considera que tiene un papel clave e 1mportante en el proceso de
neurodegeneracion relacionada con la edad y el deterioro cognitivo. (Gsell et al.,
1996; Sayre et al., 2008). Por ejemplo, se ha observado que en el cerebro de
pacientes con EA, los ROS inducen la afluencia de calcio a través de los receptores

de glutamato y desencadenan una respuesta citotoxica que conduce a la muerte

celular (Sultana & Butterfield, 2011).

Evidencia de estrés oxidativo en la EA se manifiesta a través de altos niveles
de proteinas oxidadas, productos finales de oxidacion de glucidos, y de la
peroxidacion de lipidos, la formacion de especies toxicas, tales como peroxidos,
alcoholes, aldehidos, carbonilos libres, cetonas y modificaciones oxidativas en el

ADN tanto nuclear como mitocondrial (Schippling et al., 2000).

Deterioros de la memoria relacionados con la edad se correlacionan con una
disminucion de los mecanismos de defensa antioxidante en el cerebro. Un aspecto
importante del sistema de defensa antioxidante es la reduccion de glutation, que es
responsable en gran medida del potencial redox enddgeno en la célula. La funciéon
mas importante del glutation es donar electrones para reducir los ROS (Perrig et al.,
1997). El glutatiéon oxidado se regenera mediante la glutation peroxidasa (GPX). La
disminucién de glutation reducido conduce a una situacién en la que la tasa de
produccion de ROS excede la capacidad antioxidante, situacion que favorece el

estrés oxidativo (Mittler, 2002).
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2.2.1.- Oxidacién proteica

La oxidacion mediada por ROS de proteinas con cadenas laterales ha sido
muy estudiada y consiste en la introduccion de grupos hidroxilo o de grupos
carbonilos. Los grupos carbonilo son mtroducidos en las proteinas mediante la
oxidacion de aminoacido de la cadena lateral en derivados de hidroxilos, cetonas o
aldehidos (Stadtman, 2006). Una variedad de vias oxidativas conducen a la
carbonilacion de proteinas, entre ellas oxidacion directa de los residuos de lisina,

arginina, prolina y treonina, la escision de enlaces peptidicos por la via de o-

amidaciéon o por la oxidacién de los residuos de glutamilo (Dalle-Donne et al.,

2003).

Los ROS también pueden reaccionar con otras moléculas, tales como
lipidos (oxidacion lipidica), ADN (oxidacion de ADN) y azucares (glicosilacion o
también llamado glicacion), lo que resulta en la generacion de derivados de
aldehidos y carbonilos reactivos, que pueden a su vez reaccionar con las proteinas y
forman los carbonilos unidos a proteinas. La medicion de la carbonilacion de
proteinas se cree que es una buena estimacion de la magnitud del dano oxidativo de
proteinas asociadas a diversas condiciones de estrés oxidativo, envejecimiento,

trastornos fisiologicos y EA (Dalle-Donne et al., 2003).

2.2.2.- Oxidacién lipidica

Los lipidos son modificados por ROS y hay una fuerte correlacion entre los
peroxidos  de lipidos, enzimas antioxidantes, placas amiloides y ovillos
neurofibrilares en la FA. Varios productos de degradacion en casos de estrés
oxidativo, incluyendo HNE, acroleina, malondialdehido e 1soprostanos se han

observado en los cerebros de pacientes con EA (Niki et al., 2005).

HNE es capaz de modificar las proteinas, lo que a su vez desencadena

multiples efectos, incluyendo la inhibiciéon de los transportadores neuronales de
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glucosa y glutamato, la inhibiciéon de la bomba Na -K, la activacion de las quinasas y
desregulacion de la senalizacion del calcio intracelular, que en ultima instancia

induce una cascada que genera la apoptosis celular (Butterfield et al., 2010).

Siguen apareciendo pruebas de que HNE es el principal producto citotoxico
de la peroxidacion lipidica para las neuronas e impide la funcion de las proteinas de
membrana, incluyendo el transportador de glucosa neuronal GLUT 3, indicando
que HNE es un marcador caracteristico y una toxina que conduce a la

neurodegeneracion en EA (Uchida, 1999).

2.2.3.- Oxidacién de los acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son vulnerables a los danos de estrés oxidativo y su
oxidacion se encuentra aumentada en el tejido cerebral en la EA. (Gabbita et al.,
1998). La oxidaciéon de ADN y ARN estd marcado por el aumento de los niveles de
8-hidroxi-2-desoxiguanosina (SOHAG) y 8-hidroxiguanosina (SOHD) (Poulsen et
al., 2012), los cuales han sido hallados en las placas de AR y los ovillos

neurofibrilares (Nunomura et al., 1999).

Los niveles elevados de hebras rotas de ADN que se han encontrado en la
EA, originalmente se pensaba que eran consecuencia de los procesos apoptoticos.
Sin embargo, ahora se acepta ampliamente que el daino oxidativo es el responsable,
lo cual es consistente ademas, con el aumento de carbonilos libres en los nucleos

de las neuronas y la glia en la EA (Kong & Lin, 2010).

2.2.4.- Glicosilacién en la enfermedad de Alzheimer

Productos finales de glicosilacion avanzada (AGE), que se forman por una
reaccién no enzimatica de azdcares con depositos de proteinas de larga wvida,
también son potentes neurotoxinas y moléculas promnflamatorias (Smith et al.,

2000).
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La glicosilacion de proteinas se micia como un proceso no enzimatico con la
condensacion espontanea de grupos de azucares con cetonas o aldehidos con un
grupo de aminoicido libre de proteinas, para formar una base de Schiff labil,
consistente con la reaccion clasica descrita por Maillard en 1912, una cascada de
reacciones resultan a partir de entonces en la formacion de los AGE, que se
componen de agregados de proteinas heterogéneas urreversiblemente reticuladas

(Munch et al., 1997).

Hay evidencia creciente de que la insolubilidad de las placas de AR es
causada por una amplia proteina covalente reticulada. Un mecanismo por el cual
las proteinas de larga duracion pueden ser reticuladas implica los AGE. La
acumulacion extracelular AGE ha sido demostrada en las placas seniles en

diferentes areas corticales (Srikanth et al., 2011).

Estudios de inmunohistoquimica demuestran que los AGL. se co-localizan
en alto grado con Apok. (Harrington & Colaco, 1994). La acumulacion de AGE
extracelular en la EA es causada por una oxidacion acelerada de proteinas
glicosiladas (glucosilacion). Las proteinas que se encuentran en los ovillos
neurofibrilares, y los cuerpos de Lewy, también son reticuladas y glicosiladas lo cual
puede explicar su msolubilidad en detergentes y la resistencia a las proteasas

(Srikanth et al., 2011).

El componente principal de las NFT, la proteina Tau asociada a
microtibulos se ha demostrado que esta sujeto a la formacion de AGE itracelular.
Los ROS estan implicados en los procesos de glicosilacion y claramente pueden
fomentar la reticulacion de depositos de ARy formacion de placas amiloides

(Wong et al., 2001).

En la Figura 5 puede verse un diagrama resumen sobre algunas de las
fuentes principales de ROS que se generan por disfuncion mitocondrial al

desregular la cadena transportadora de electrones, induciéndose un estado de estrés
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oxidativo.
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Figura 5: Las mitocondrias de manera natural producen radicales libres superéxido y peroxido,
una mitocondria sana reduce dichos radicales mediante la accion de las enzimas superoxido
dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPX). Cuando hay disfuncién mitocondrial esta
reduccion ocurre de forma ineliciente generando la produccion de ROS (especies reactivas al
oxigeno) las cuales inducen e incrementan la oxidacion de lipidos proteinas, glicidos y acidos
nucleicos, los cuales a su vez generan aun mayor disfunciéon mitocondrial. Todo este circulo vicioso

es la principal causa del estrés oxidativo

2.3.- Inflamaciéon

Actualmente se acepta que la nflamacion créonica es una condicion
importante subyacente de muchas enfermedades relacionadas con la edad, tales
como arteriosclerosis, artritis, cancer, la diabetes, la osteoporosis, demencia, las
enfermedades vasculares, la obesidad y el sindrome metabolico (Yu & Chung,
2006). Sin embargo, la participacion de la inflamacion en el proceso de
envejecimiento no se habia considerado sertamente hasta el 2006 cuando Chung et
al., propusieron la hipotesis del envejecimiento por la inflamacion molecular, lo

que suglere que un estado de mflamacion cronica de bajo grado es un posible
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proceso de convergencia que une el envejecimiento normal y la patogénesis de las

enfermedades relacionadas con la edad (Yu & Chung, 20006).

La hipétesis de la inflamacion molecular proporciona una vision molecular
de las interacciones entre los cambios fisiologicos relacionados con la edad y la
patogénesis de muchas enfermedades relacionadas con la edad durante el

envejecimiento (Chung et al., 2001; Chung et al., 2009).

La premisa de la hipotesis inflamatoria relacionada con la edad se basa en
dos constataciones establecidas: 1) una desregulaciéon del sistema mmune con la
edad, vy 2) el estado redox alterado durante el envejecimiento. Ambos procesos
conducen a aumentos en un estado mflamatorio sistémico debido a la activacion de
una ampla variedad de mediadores de la inflamaciéon a través de un desequilibrio
mducido por el estrés oxidativo. El desequilibrio redox relacionado con la edad es
probablemente causado por el efecto neto de los sistemas de defensa antioxidantes
debilitados, y aumento de la produccion de ROS, tales como el superoxido (O2), el
radical peroxido (H.O.), e hidroxilo (OH), oxido nitrico reactivo (NO), el
peroxinitrito (ONOO-) y aldehidos reactivos de lipidos (Chung et al., 2001).

El punto de la hipotesis de la inflamacion molecular sobresaliente es que la
mflamacién crénica sin resolver durante el envejecimiento puede actuar como el
enlace fisiopatoldgicos que impulsa cambios funcionales normales para convertirse
en muchas de las enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Chung et

al., 2002).

El mantenimiento de un estado de equilibrio redox preciso es tan
mmportante como el sistema de tampén dcido-base fisiologica del cuerpo para la
operacion 6ptima de actividades celulares homeostaticos. Cambios en el equilibrio
redox se sabe que tienen un gran impacto en las vias de senalizacion celular y las
actividades de la transcripcion como la mayoria de sus reacciones y activacion

dependera de los procesos de reduccion/oxidacion.
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Numerosa bibliografia mdica que los procesos nflamatorios estan
relacionados con el desarrollo de la EA. Varios marcadores pro-inflamatorios en
suero se han encontrado que tienen relacion con la demencia y el deterioro

cognitivo.
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Figura 6: Relacién entre los procesos inflamatorios y la produccion de ROS asociadas a la

aceleracion del envejecimiento y EA

Algunas hipoétesis incluso relacionan a las respuestas iflamatorias como
moduladores de los procesos patogénicos asociados con la EA (Selkoe, 2006).
Investigaciones i vivo e in vitro sobre las propiedades de la microglia han
relacionado a la activacién de la misma como un estado inflamatorio primario y a la
mvasion leucocitaria como un fenémeno secundario. Estas imnvestigaciones también

sugieren que la inflamacion contribuye significativamente a la patogénesis de la EA

(McGeer & McGeer, 1995).

Investigaciones en clinicas de Honolulu (Schmudt et al., 2002) y de
Rotterdam (Engelhart et al., 2004), han demostrado un mayor riesgo para la EA se
relaciona con niveles elevados de Proteina C Reactiva, asi como con los niveles

elevados de antiquimotripsina al (ACT), interleucia (IL)-6, molécula de adhesion
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mtercelular (ICAM)-1 y molécula de adhesion vascular (VCAM)-1 solubles.

Tanto en humanos como en modelos de ratones transgénicos de la EA,
varios marcadores de inflamacién aumentan con la apariciéon de la patologia de la
EA, incluidos los miembros de la via del complemento; citoquinas y quimioquinas,
como la IL-1B, IL-6, factor de necrosis tumoral (I'NF)-a y factor de crecimiento
transformante (T'GF)-B, astrocitos reactivos y microglia activada (Wyss-Coray,

2006).

3.- Tratamientos experimentales en modelos animales

Existe un buen nimero de nuevos tratamientos en estudio que han
demostrado efectos neuroprotectores en modelos animales de EA pero sin efectos
probados ain en la enfermedad humana (Wollen, 2010). La mvestigacion en este
campo es muy activa. Entre tratamientos y métodos de diagnostico, se han

registrado mas de un millar de estudios clinicos en 2014 (www.clinicaltrial.gov).

En la presente tesis doctoral se ha usado un tratamiento experimental de
restriccion calorica. Este tratamiento no es directamente aplicable en clinica, pero
permite el estudio de mecanismos neuroprotectores, la identificacion de moléculas

diana y el desarrollo eventual de terapias neuroprotectoras.

3.1.- Restriccion Calorica

A lo largo de los anos se ha evidenciado que uno de los principales factores
de riesgo para la aparicion de algunas de las enfermedades crénicas mds
prevalentes, son el consumo de dietas ricas en calorias vacias y pobres en nutrientes
(por ejemplo, vitaminas, fitoquimicos), la mactividad fisica y el tabaquismo. En
contraste con los efectos perjudiciales de una dieta hipercalorica, una reduccion de
la ingesta calorica sin desnutricion (defimido como restriccion calérica, CR), tiene

una amplia gama de beneficios.
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La CR moderada puede prevenir o revertir los efectos nocivos de la diabetes
tipo 2, sobrepeso/obesidad, la hipertension, la mflamacion cronica y otras
enfermedades metabolicas asociadas a la edad. Los estudios sobre roedores, monos
y estudios preliminares en seres humanos han demostrado que la CR ain mas

fuerte tiene beneficios adicionales (Pasinetti et al., 2011).

La CR sigue siendo la intervencion experimental mds robusta no genética, y
nutricional para evaluar la extension de la vida en muchas especies, mncluyendo
levaduras, moscas de la fruta, nematodos, peces, ratas, ratones, y perros
(Weindruch, et al.,, 1986), aunque no ha aumentado la longevidad en monos
(Mattison et al., 2012). Estos autores concluyeron que la CR extiende el periodo de

vida de salud hasta la supervivencia maxima posible.

Los roedores proporcionan un modelo animal muy valioso y flexible para
determinar la capacidad de CR para extender al maximo la vida atil y la expectativa
de vida en un sistema de mamiferos. En roedores, una reduccion del 30 al 609% en
la ingesta de calorias, ha demostrado generar un aumento proporcional del 30 al

60% en la vida maxima en distintos estudios ya realizados (Masoro, 1993).

Ademas, los datos de los estudios con roedores de laboratorio encontraron
que la CR, ademas de aumentar la expectativa de vida como se ha comentado,
también previene o retrasa la aparicion de enfermedades neurodegenerativas, ya
que disminuye la deposicion de AP en el cerebro y mejora la neurogénesis en
modelos animales de EA, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, y

accidente cerebrovascular (Mattson, 2005).

Por otro lado también se ha demostrado la accion antioxidante de la CR por
su capacidad para mantener el equilibrio redox y suprimir la activacion de diversos
factores de transcripcion proinflamatorios. Atenuta significativamente el factor
nuclear-kappa B (NF-kB), factores de necrosis tumoral (INF-a y TNF-B),

interleuquinas (IL-1B, 11-2, e IL-6), quimioquinas (IL-8) y moléculas de adhesion
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(AMS) (Chung et al., 2011).

En este estudio se evalta el suero de CR como posible sustancia
neuroprotectora en el modelo de senescencia acelerada SAMPS cuya eficiencia sera

descrita mas adelante.

4.- Modelos experimentales in vitro

Las neuronas son las células cerebrales que se ven mas afectadas en la EA
siendo una de las principales caracteristicas de esta patologia la extensa pérdida
neuronal, razén por la cual durante muchos anos la definicion clasica de
neurodegeneracion se limito a la determinacion de la pérdida neuronal selectiva y
de astrogliosis como respuesta a la muerte neuronal. Este concepto se ha ampliado

para incluir la pérdida sinaptica y la neuromflamacion.

El deterioro de la memoria en pacientes con EA se relaciona con la pérdida
sinaptica en la corteza cerebral y el sistema limbico. La pérdida de smapsis en EA
es mayor que la extension de la pérdida neuronal en la corteza cerebral (Overk &

Masliah, 2014).

Esto sugiere que el dano smaptico precede a la pérdida de cuerpos celulares
neuronales. Los mecanismos de la pérdida siniaptica en FEA podrian implicar
defectos de transporte axonal, estrés oxidativo, el daino mitocondrial ya explicado, y
la neuroinflamacion entre otros. Fl aumento de los niveles de AB42 también se

sospecha que estd mvolucrado en el dano sindptico en EA (Krstic & Knuesel,

2013).

La mayor parte de los conocimientos actuales en relacion a la toxicidad de
los oligomeros de AR deriva de los estudios que determinan los efectos de la
aplicacion externa de oligomeros sintéticos en cultivos de neuronas. Sin embargo

también se han realizado estudios en cultivos de células ghales, principalmente
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astrocitos.

La participacion de los astrocitos en las funciones cerebrales en general y en
concreto en la transmision smdaptica cada vez se considera mas relevante, estando
aceptados los conceptos de sinapsis tripartita (Araque et al.,1999; Perea et al 2009)
y de redes neurona-glia (Perea et al., 2014). Ademas, astrocitos y microglia actian

en concierto en los procesos inflamatorios cerebrales.

En esta tesis se han abordado modelos celulares de astrocitos y de microglia.

4.1.- Astrocitos

Los astrocitos son el principal tipo de células glales en el cerebro y
participan en el mantenimiento de la homeostasis del sistema nervioso central, en la
regulacion de la funcionalidad neuronal y también responden con prontitud a las

lesiones y regulan eventos neuroinflamatorios (Freeman, 2010).

El posible deterioro funcional con el envejecimiento o la liberacion excesiva
de citoquinas proinflamatorias en procesos neurodegenerativos, puede conducir a
cambios neuropatologicos y a la muerte neuronal en enfermedades del SNC tales
como la esclerosis multiple, Parkinson, y EA. Por lo tanto, los astrocitos pueden
considerarse una diana para la prevencion de la neuromnflamacion crénica y la

neurodegeneracion (Pertusa et al., 2007).

4.1.1.- Morfologia basica

Desde finales del siglo XIX, los astrocitos se han dividido en dos subtipos
principales, protoplasmicos o fibrosos, sobre la base de las diferencias en sus

morfologias celulares y localizaciones anatomicas. Estas dos categorias principales

conservan su validez y utilidad de hoy (Doyle, 1978).
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Los astrocitos protoplasmaticos se encuentran a través de toda la materia gris
y exhiben una morfologia de varias ramas con muchas ramificaciones que dan lugar
a muchos procesos, presentan una distribucién globoide uniforme (Fig.8). Los
astrocitos fibrosos se encuentran por toda la sustancia blanca y exhiben una
morfologia de muchas fibras largas con muy pocas ramificaciones aunque se les
relaciona con funciones similares a los protoplasmaticos. Estudios neuroanatémicos
clasicos y modernos también indican que ambos subtipos de astrocitos hacen

amplios contactos con los vasos sanguineos (Fig. 7). (Peters, 2007).

B

Figura 7: Ilustracion de los dos tipos de categorias principales de astrocitos: A.- Protoplasmaticos y

B.- Fibrosos. Imagen modificada de (Peters, 2007)

Andlisis con microscopio electronico a mediados del siglo XX revelaron que
los procesos de los astrocitos protoplasmicos mvolucran la sinapsis y que los
procesos de los astrocitos fibrosos contactan con los nodos de Ranvier, y que
ambos tipos de astrocitos forman uniones comunicantes entre los procesos distales

de los astrocitos vecinos (Gray, 1971).

4.1.2.-Marcadores proteémicos

Las técnicas inmunohistoquimicas que permiten la deteccion de marcadores
moleculares especificos a nivel de una sola célula son herramientas esenciales para
identificar y caracterizar las células en el tejido sano y patoldgico. La expresion de la
proteina ghal fibrilar dcida (GFAP) se ha convertido en un marcador prototipico
para la 1identificacién inmunohistoquimica de astrocitos (Wu et al., 2005), y ha sido

empleada en este estudio como principal marcador de los astrocitos.
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Sin embargo, es 1mportante reconocer los usos y las lmitaciones
correspondientes de GFAP como un marcador de astrocitos. GFAP fue aislado por
primera vez como una proteina altamente concentrada en wviejas placas
desmielinizadas de pacientes con esclerosis multiple y luego se encontré asociado
mmunohistoquimicamente con astrocitos reactivos en dichas placas y en otros
contextos patoldgicos (Eng, 1985). En linea con este modo de identificacion, la
expresion de GFAP puede ser considerada como un marcador sensible y fiable que
etiqueta a la mayoria, s1 no todos, los astrocitos reactivos que estan respondiendo a
las lesiones del sistema nervioso central. Sin embargo el GFAP no es un marcador
absoluto de los astrocitos no reactivos y con frecuencia no se expresa en niveles
detectables en el SNC saludable. Asi, GFAP seria un excelente y muy fiable

marcador de astrocitos reactivos.

Otros marcadores moleculares que se han utilizado para la identificacion
mmunohistoquimica de astrocitos normales y reactivos incluyen glutamina sintetasa

y S100b (Donato, 2001; Gongcalves et al., 2008; Mrak & Gniffin, 2001).

4.1.3.- Funciones

Hasta hace muy poco, se creia que los astrocitos tenian principalmente dos
funciones, por una parte brindar apoyo estructural en el tejido neural y por otro

generar la astroghosis reactiva en el tejido lesionado.

La nocién de que las disfunciones de los astrocitos o astrocitos reactivos
pueden contribuir a la presentacion de signos clinicos o de mecanismos que
conducen a cambios patoldgicos en el tejido del SNC en general, no se considero.
Sin embargo, este punto de vista esti cambiando gradualmente como resultado del

mayor interés y estudio de la biologia y la patologia de los astrocitos.

Durante los ultimos 25 anos se ha hecho evidente que los astrocitos

participan en una amplia variedad de funciones complejas y esenciales en el SNC
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sano, 1incluidas las funciones primarias de la transmision smdaptica y el
procesamiento de la informacién en el circuito neural (Perea et al., 2009). Las
funciones y los mecanismos de astrogliosis reactiva y la formacion de la cicatriz glial

esta siendo gradualmente dilucidado (Verkhratsky et al., 2010).

Los astrocitos son células ghales especializadas que superan el nimero de
neuronas por mas de cinco veces. Los astrocitos responden a todas las lesiones del
SNC a través de un proceso conocido como astrogliosis reactiva, que se ha
convertido en una caracteristica patologica de las lesiones estructurales del SNC. Se
ha avanzado considerablemente en la determinacion de las funciones y mecanismos
de la astroghosis reactiva y en la identificacion de las funciones de los astrocitos en

los trastornos y patologias del sistema nervioso central (Sofroniew & Vinters, 2010).

Ahora esta claro que la astrogliosis reactiva no es fenomeno simple de todo o
nada, sino un continuo proceso finamente mvolucrado y retroalimentado de los
cambios que se producen en el SNC regulados por los acontecimientos de
senalizacion especificas. Estos cambios van desde alteraciones reversibles en la
expresion genética y la hipertrofia de las células con la preservacion de dominios
celulares y estructurales de los tejidos, a la formacion de cicatrices de larga duracion

con la reordenacion de la estructura del tejido (Sofroniew & Vinters, 2010).

Muchos experimentos apuntan hacia el papel primario y contributivo en los
trastornos del SNC a través de la pérdida de las funciones de los astrocitos
normales o aumento de los efectos anormales potenciados por la astrogliosis
reactiva. Tanto estudios 11 vitro como in vivo han documentado la capacidad de los
astrocitos para producir una variedad de citoquinas, incluyendo IL-1, IL-6, 11-10,

mterferéon (IFN) y quimioquinas (Blasko et al., 2010).

4.1.4. Astrocitos y Enfermedad de Alzheimer

Por otra parte la astrogliosis reactiva es una caracteristica bien conocida de la
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EA, pero su papel ain no se comprende bien. La astrogliosis reactiva tiende a ser
focalizada de tal manera que los astrocitos reactivos estin intimamente asociados
con las placas amiloides o depositos difusos de amiloide. Adicionalmente los
astrocitos reactivos pueden contener cantidades sustanciales de diferentes formas de

AR, incluyendo AR42. (Salminen et al., 2011).

La mtensidad de la astrogliosis reactiva, tal como se determina por los niveles
de GFAP, aumenta en paralelo con el incremento de la progresion de etapas tardias
en la EA, mientras que concomitantemente los niveles de transportadores de
glutamato de astrocitos disminuyen, lo que puede aumentar la vulnerabilidad de las

neuronas locales a la excitotoxicidad. (Hol et al., 2003).

Astrocitos reactivos también presentan una mayor expresion de la
presenilina en EA esporadica, pero no se conocen las consecuencias de esta

expresion.

4.2.- Microglia

La microglia fue descrita por primera vez en 1919 por el espanol
neuroanatomista Pio del Rio Hortega, discipulo del renombrado Santiago Ramén y
Cajal, cast medio siglo mas tarde de las neuronas y los astrocitos y justo antes de los

oligodendrocitos (Rezaie & Male, 2002).

Tradicionalmente, la microglia fue considerada simplemente como
" 7 L. " : : :
macrofagos cerebrales" que controlaban la respuesta mflamatoria en lesiones
agudas y las condiciones neurodegenerativas, y solo recientemente se reveld su

origen unico (Ginhoux et al., 2013).

La primera sugerencia de una relacion entre la microglia y la EA vino de
Glenner, en 1979 que postuldé que el péptido amiloide era producido por estas

células. La 1dea fue abandonada en gran medida cuando se aclar6 el origen
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neuronal del AR, aunque estudios ocasionales han regresado a esta idea (Graeber &

Streit, 2010).

La microglia constituye alrededor del 109 de las células en el sistema
nervioso. Ellos representan la primera linea de defensa contra los patdgenos
mvasores u otro tipo de lesion en el tejido cerebral. En situaciones patologicas, tales
como enfermedades neurodegenerativas, accidente cerebrovascular, lesion
traumatica, y la mvasion tumoral, estas células se activan, y migran al area danada
para ejecutar un proceso fagocitico. Esta accion es similar a la realizada por los
macrofagos activos fagociticos del sistema inmune periférico (Forabosco et al.,

2013).

En algunas situaciones, el papel de la microgha se ha encontrado que es
beneficioso, ya que la microglia activada puede reducir la acumulacion de AR
mediante el aumento de su fagocitosis, el aclaramiento, vy la degradacion de la

misma (Damani et al., 2011).

La microglia también puede secretar un nimero de factores solubles, tales
como el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), que son potencialmente

beneficiosos para la supervivencia de las neuronas (Marques et al., 2013).

4.2.1. Morfologia basica

Los cambios morfologicos que se producen en la microglia durante
diferentes estados de activacion fueron los primeros indicios de la participacion de
estas células en enfermedades del SNC. La microglia con sus muchas
ramificaciones delgadas se ha convertido en reconocible como la topografia de estas
células en el cerebro sano (Kettenmann et al., 2011). Las grandes células ameboides
halladas en los alrededores de la lesion fueron facilmente reconocibles durante mas

de un siglo como macroéfagos fagociticos, se trata de la microglia activada.
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En general, la transformacion morfologica de la microglia se caracteriza por
una retraccion inicial y ligeras ramificaciones. A partir de ahi, las células pueden

adquirir una morfologia especifica segun el tipo de lesion (Jorgensen et al., 1993).

En la Figura 8 puede verse la morfologia tipica y diferente de la microglia
activada, en una mmagen que sera explicada con mayor profundidad mas adelante,
en la que se muestra un cultivo de microglia marcado con lectina de tomate en

células de raton SAMRI (control) y SAMPS (modelo de envejecimiento).

SAMRI1 SAMPS

Figura 8: cultivo de microglia activada
marcado con lectina de tomate en
células de raton SAMRI (control) vy

SAMPS (modelo de envejecimiento).

4.2.2. Funciones

La primera evidencia de que la microglia puede tener un funcion
mmunologica (en lugar de fagocitica) fue la demostracion en 1989 por Griffin y sus
colegas que la microglia expresa una potente citoquina inmunomoduladora, la IL-1.
Este reporte, junto con el hallazgo de que la IL-1 regula la sintesis de la APP
(Goldgaber et al., 1989), inmediatamente sugirié que la microglia y sus citoquinas
podrian desempenar un papel en el impulso del desarrollo de la placa, en lugar de

relacionarlo directamente con la produccion del péptido.
En los siguientes aios, se anadieron citoquinas adicionales a la hista de las
proteinas que se elevan en el cerebro con Alzhemmer. Estos incluyen la 11-6 , la

TGF-B1), IFN-q, I1-2 e I1-33 (Ekdahl et al., 2009).

También es conocido que la microglia tiene un papel mmportante en la
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defensa del huésped y la reparacion de tejidos en el SNC. Finalmente, se ha
descrito la participacion de la microglia en la remodelacion de circuitos neuronales

mediante la eliminacion de siapsis dependiendo de la actividad (Fields et al., 2013)

4.2.3. Microglia y Enfermedad de Alzheimer

Las 1deas sobre el papel de la microglia en la EA han seguido
evolucionando. Investigaciones neuropatologicas han sugerido tanto el papel
potencial de los mecanismos inflamatorios en la formacion de placas de AR y la
progresion en la EA, como los roles potenciales de la activacion microglhal en dano

neuritico asociado como dano neuronal y muerte neuronal (Teismann & Schulz,

2004).

La microglia activada es componente casi universal de las placas de AR en el
cerebro de pacientes con EA. En la EA, la microglia se acumula junto con ADN
fragmentado, presumiblemente procedente de la fragmentacion de neuronas
danadas. Tal acumulaciéon, junto con la accién de citoquinas, es un potente

estimulo de activacion microghal.

La activacion microghal se ha demostrado que se correlaciona con la
progresion clinica a la etapa de demencia, estado neuropatoldgico, y con la etapa de

progresion de las placas de AR individuales (Hoozemans et al., 20006).

5.- Modelos de ratén de envejecimiento cerebral y Alzheimer

Diversas cepas de ratén se han desarrollado para su uso como modelos
experimentales en el estudio de la EA. Se trata principalmente de ratones
modificados que llevan genes de EA familiar. Destacamos ademds el raton
conocido como “senescence accelerated prone mouse, strain 8 (SAMPS), que
siendo un modelo sin mutaciones en genes de A y con fenotipo senescente se

acerca a la EA esporadica. A continuacion se describen brevemente los modelos
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transgénicos mas representativos y el modelo SAMPS el cual se ha usado en el

presente trabajo de tesis.

5.1.- Transgénicos con mutaciones de APP y Presenilinas

Games et al. reportaron al primer modelo transgénico de EA, denominados
ratones PDAPP, que sobreexpresan un gen de APP humana que contenia la
mutacion Indiana (V717F) bajo el control promotor del factor B de crecimiento
derivado de plaquetas. Los ratones desarrollaron placas seniles compuestas

principalmente de AR42 (Games et al., 1995).

Del mismo modo, Hsiao et al. sobreexpresaron en los ratones un transgén
de APP humana que contiene la mutacién sueca (K670N/M671L). Estos ratones,

llamados Tg2576, han sido el modelo transgénico de EA mas estudiado (Hsiao et

al., 1996).

Posteriormente, muchas otras lineas transgénicas fueron desarrolladas con
enfoques similares a los utilizados para desarrollar ratones PDAPP y Tg2576,
tipicamente para conducir la sobreexpresion de los transgenes de APP que
contienen mutaciones unicas o multiples de FAD. Por ejemplo, los ratones
TgCRNDS, que expresan multiples mutaciones humanas de APP (Dudal et al.,
2004).

También se han desarrollado modelos de ratones doblemente transgénicos
que expresan la APP humana con la mutacion sueca, bajo promotor factor B de
crecimiento derivado de plaquetas, combinado con una mutaciéon PS1 (M146L),

denominados ratones APP/PS1 (Gordon et al., 2002).

Otros modelos mcluyen ratones APP que expresan la APP humana bajo el
promotor especifico de neuronas Thyl. También los ratones transgénicos que

expresan la APP humana con la mutacion sueca, en combinacion con las conocidas
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como Holandesa (E22Q) y Iowa (D694N) bajo promotor Thyl.2, denominados
ratones Tg-SwDI. Los ratones APPDutch expresan la APP humana con soélo la
mutacion Dutch regulada por el promotor Thyl. Estos investigadores también
desarrollaron una linea transgénica que expresa la mutacion APP holandesa

humana cruzado con una mutacion en PS1 (G384A), denominados ratones

APPDutch/PS1 (Sturchler-Pierrat et al., 1997).

5.2.- Transgénicos con taupatias

Las tauopatias son un grupo de enfermedades degenerativas caracterizadas
histopatologicamente por la presencia de inclusiones filamentosas en neuronas
(patologia neurofibrilar) y ocasionalmente en la glia, compuestas por proteina tau
hiperfosforilada y NFT. El descubrimiento de la mutacion del gen tau en la
demencia frontotemporal con parkinsonismo unido al cromosoma 17 facilito el

desarrollo de las taupatias en ratones transgénicos (Lewis et al., 2000).

Ha habido un significativo progreso en el desarrollo de modelos de este
grupo de enfermedades. En particular los ratones que expresan tau con la mutaciéon
P301L han demostrado que es posible generar modelos animales robustos para

patologias neurofibrilares (Lewis et al., 2000).

Los ratones transgénicos que presentan lesiones con ovillos neurofibrilares y
placas de péptido amiloide se han producido mediante la combinacion de las
mutaciones de FAD con formas mutantes de Tau. Cruzando ratones Tg2576 con
una linea transgénica denominada JNPL3, que expresa la mutacion para Tau de

P301L, generaron un modelo transgénico bigénico que se conoce como ratones

TAPP (Oddo et al., 2003).

5.3.- Modelo triple transgénico 3xTg-AD

Oddo et al. generaron también un modelo de ratéon triple transgénico de la
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EA, denominado 3xTg-AD, estos ratones expresan la mutacion para Tau (P301L),
dos mutaciones de transgenes exogenos en APP (K670N/M6711) y una mutacion

PS1 (M146V) (Oddo et al., 2003).

5.4.- Modelo de cinco mutaciones 5xFAD

También se han generaron ratones H>xFAD que expresan la APP humana
con las mutaciones Sueca (K670N/M671L), Florida (I716V) y Londres (Val717lle),
junto con mutaciones en PS1 (M1461/1.286V) (Oakley et al., 2006).

5.5.- Modelos de senescencia acelerada SAMPS

Adicionalmente a los ya mencionados y con principal importancia para este
proyecto se explicara con mayor profundidad el modelo de senescencia acelerada

SAMPS.

El raton de senescencia acelerada (SAM) representa un grupo de cepas de
ratones, obtenidas por seleccion fenotipica por Toshio Takeda y sus colegas en la
Universidad de Kyoto, como un modelo para el estudio del envejecimiento y las

enfermedades relacionadas con la edad (Takeda et al., 1997).

Progenitores de cepas SAM fueron generados como resultado de un

cruzamiento accidental de ratones AKR/J y otra cepa de ratéon albino desconocido

(Sprott & Austad, 2006).

A partir de 1975, se seleccionaron cinco camadas de ratones que muestran
un fenotipo de senescencia acelerada y corta vida para convertirse en los
progenitores de las cepas propensas a senescencia (SAMP), mientras que tres
camadas de ratones resistentes al envejecimiento acelerado fueron seleccionadas
como progenitores de las cepas resistentes a la senescencia (SAMR). A partir de

entonces, el apareamiento selectivo de hermanos se ha continuado durante mas de
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20) generaciones.

Desde 2002, cuatro SAMP endogiamicos (SAMP1, SAMP6, SAMPS y
SAMP10) y un SAMR (SAMR1) han estado disponibles para los mvestigadores de
todo el mundo a través del Consejo Superior de Investigaciones SAM (http://samrc.

md.shinshu-u.ac.jp/firste.html).

Las cepas SAMP presumiblemente comparten una combinaciéon de
mutaciones de genes responsables del fenotipo propenso a la senescencia, ademas,
se cree que cada cepa puede llevar su propia mutacion o mutaciones en genes
causantes de fenotipos patologicos relacionados con la edad que son tnicos para
cada cepa. Por ejemplo, los SAMP10 se caracterizan por atrofia cerebral y
neurodegeneracion, los SAMPS8 por déficit de memoria y aprendizaje, y los
SAMP6 por osteoporosis, mientras que los ratones SAMRI representan un control

normal de envejecimiento (Takeda, 2009).

Aunque muchas han sido las investigaciones que estudian ratones SAM y
entienden la importancia de la colaboracion interdisciplinaria, ha sido muy dificil
mterrelacionar al envejecimiento como un proceso complejo que afecta
simultineamente a la mente y el cuerpo, y no ha sido facil evaluar las cuestiones
globales acerca de las relaciones entre la mente y el cuerpo en el envejecimiento y la
EA. Sin embargo, los datos recientes obtenidos de ratones SAMPS, incluyendo los
resultados que se explicaran mas adelante, estin dirigiendo los esfuerzos y las
mvestigaciones hacia una integracion de los problemas de fragilidad fisica y cerebral,
asi como del envejecimiento y el Alzheimer. En este sentido, se ha propuesto al
raton SAMP8 como un modelo de EA ligado al envejecimiento patoldgico, ya que

presenta diversos signos de patologia amiloide y tau (Pallas et al., 2008).

En la tabla 2 se presenta un resumen de los principales modelos

animales de FA, incluyendo al raton SAMPS de senescencia acelerada.
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Modelo de Ratén Mutacién genética Referencia primaria

APP (V717F) Games et al., 1995

APP (K670N/M671L) Hsiao et al., 1996

APP (K670N/M6711/ V717F) Dudal et al., 2004)

APPswe y PS1(M146L) Gordon et al., 2002

APP (K670N/M671L) Sturchler-Pierrat et al., 1997
APP (K670N/M671L) Tau (P301L)  Lewis et al., 2000

3xTg-AD APP (K670N/M671L) Tau (P301L)  Oddo et al., 2003
PS1(M146L)

5xFAD APP (K670N/M6711/1716V,V717])  Oakley et al., 2006
PS1(M1461/1.286V)

SAMPS AKR/] y ratén albino Takeda et al., 1997

Tabla 2: Resumen de los principales modelos animales de las EA.
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OBJETIVOS
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Muchos han sido los avances médicos y cientificos desde que Alois
Alzheimer 1dentifico la EA como una entidad nosolégica nueva y diferente; pero
siempre ha existido una constante, y es la asociacion de la patologia al proceso de
envejecimiento como la principal causa desencadenante; otras causas también
importantes asociadas a esta patologia son la produccion de radicales libres, la

disfuncion mitocondrial y la respuesta inflamatoria.

Por otro lado a medida que se han ido desarrollando las técnicas de biologia
molecular junto con mnumerables estudios exhaustivos de la enfermedad, se ha
determinado que existe un componente genético importante y que predispone
notablemente al paciente portador de cilertas mutaciones para desarrollar la

enfermedad.

La experimentacion in wvitro permite recoger ambos aspectos de la
enfermedad, ya sea utilizando células derivadas de modelos animales como el raton
SAMPS de senescencia acelerada y rasgos de EA, ya sea disefiando nuevas lineas

celulares que expresen mutaciones de EA familiar siendo las mas comunes las de

PSENI.

Alineados con estas 1deas, el OBJETIVO GENERAL de esta mvestigacion
es:

Establecer y caracterizar modelos celulares 1 vitro adecuados para el estudio

de mecanismos patologicos de la EA y para el ensayo de posibles agentes

terapéuticos.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS son los siguientes:

1.- Estudiar el estrés oxidativo, las alteraciones mitocondriales y el efecto del

tratamiento con suero de restriccion calérica en cultivos de astrocitos SAMPS.
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1.1.- Definir las alteraciones mitocondriales y el estrés oxidativo en
cultivos primarios de astrocitos SAMPS, en condiciones basales y en respuesta al

peroxido de hidrogeno.

1.2.- Estudiar los efectos del suero de restriccion caldrica a nivel

mitocondrial en cultivos de astrocitos SAMPS.

1.3.- Establecer los posibles efectos neuroprotectores del suero de
restriccion calorica ante estrés oxidativo, en condiciones basales y en respuesta al

peroxido de hidrogeno en astrocitos SAMPS.

2.- Estudiar el estado inflamatorio basal y la respuesta a estimulos
promflamatorios en cultivos de astrocitos y microglia SAMP8 y en el tejido cerebral
1 vivo de SAMPS.

2.1.- Evaluar el estado mflamatorio en cultivos de microglia y
astrocitos, en condiciones basales y en respuesta a TNFa y a LPS+IFNy en
SAMPSS.

2.2.- Determinar el estado inflamatorio in vivo a nivel del suero

sanguineo y corteza cerebral en ratones SAMPS de 6 meses y 12 meses de edad.

2.3.-Establecer la correlacion de los resultados de cultivos celulares

con el estado mflamatorio cerebral in vivo del modelo transgénico SAMPS.

3.- Desarrollar las bases de un modelo celular que exprese mutaciones en el

gen de la Presenilina 1 (PSENI) asociadas a la EA monogénica.

1.1.- Crear tres plismidos con mutaciones puntuales en el gen
PSENI: 1a K239N con penetrancia incompleta a los 65 anos y la L286P y E120G

asociadas a EA de aparicion temprana.
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1.2.- Expresar las mutaciones L286P y E120G y K239N en un
sistema celular “Knock out” para PSENI.

1.3.- Establecer las condiciones de infeccion con adenovirus que

expresen APPwt y APPswe para una vez el modelo sea estable se puedan evaluar

los efectos funcionales de las mutaciones.
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MATERIALES Y
METODOS
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1.- CULTIVOS CELUILARES.

1.1.- Cultivos primarios de astrocitos

Se realizaron cultivos primarios enriquecidos en astrocitos a partir de
cortezas cerebrales de ratones neonatos (1-3 dias de edad) de las cepas SAMRI y

SAMPS.

Materiales:
- Placas de Petr1 y material quirirgico para la diseccion
- Solucion salina tamponada con fosfato (phosphate buffered saline, PBS)
- Solucion de tripsina-EDTA 0,25%
- Solucion de DNAsa 10 mg/mL
- Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle
medium, DMEM) suplementado con 20% de suero fetal bovino (FBS) y 50 mg/mL
de gentamicina.
- Filtros de células de 70 pm

- Frascos de cultivo y/o placas de pozos para sembrar las células

Procedimiento:

I.- En una cabina de flyjo adecuada para la diseccion, se desinfectan las
tijeras y las pinzas en un vaso de precipitados con etanol. Se toma cada cria, se
sumerge hasta el cuello en otro vaso con etanol 70%, y se corta la cabeza con las
tijeras dejandola caer en una placa de Petr1. Se usa una camada de 6-8 crias para
cada cultivo. La placa de Petr1 se mantiene sobre hielo para preservar los cerebros

hasta el procesamiento del tejido.

2.- En una cabina de flujo horizontal se realiza la diseccion de las cortezas
cerebrales. Para ello se corta la piel dejando expuesto el crineo, se hacen unos

cortes laterales y centrales en el craneo, se levanta el hueso extrayendo con suavidad
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el cerebro, dejandolo caer dentro de una placa de Petr1 con PBS frio. Se repite el

procedimiento con todas las crias.

3.- A continuacion, debajo de la lupa binocular se descarta el cerebelo y los
bulbos olfatorios, se separan los dos hemisferios y se les da la vuelta para extraer el
cerebro medio, se limpian las cortezas cerebrales de meninges y se transfieren a una

nueva placa de Petri con PBS.

4.- Se realiza una breve trituracion mecanica de los tejidos con tijeras.

5.- En una cabina de fluyjo vertical se trasvasa el tedo desmenuzado a un

tubo de 50 mL y se centrifuga 3 min a 1000rpm.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en solucién de tripsina-
EDTA (1,2 mL+ 10,8 mL de PBS por camada). Se incuba 25 min a 37°C en un

bano con agitacion.

7.- La tripsinizacién se detiene anadiendo 12 ml de medio con FBS y
DNAsa (10,6 mL. DMEM + 1,2 mL FBS + 0,2 mL DNAsa 10 mg/mL). Se finaliza

la disgregacion con pipeta Pasteur o Eppendorf combitips (3-10 pipeteos).

8.- Centrifugar 7 min a 1000 rpm, descartar el sobrenadante y agregar 20 mL
de DMEM con 20% de FBS al pellet. Se homogeniza con pipeta y se transfiere la

solucion a un hiltro Falcon para descartar posibles grumos.

9.- Se cuenta la densidad de células de una alicuota en una cimara de

Neubauer y se agrega el volumen de medio correspondiente para una densidad de

3.10°cel/mL..

10.- Se siembran las células en frascos T de 25 cc o en placas multipozo de

96, 48 o 24 pozos, segun los experimentos a realizar. En dichas placas se coloca
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agua destilada (H:O) con fungisona en los pozos de las hileras exteriores para

preservar los cultivos de evaporaciones y contaminaciones.

11.- Los cultivos se mantienen durante 21 dias in vitro (DIV) antes de usarlos
en los experimentos. Durante este periodo se cambia el medio cada 3-4 dias
disminuyendo progresivamente la concentracion de FBS de 209% a 15% y 10%.

Estos cultivos contienen aproximadamente un 90% de astrocitos.

1.2.- Cultivos primarios de microglia

Se obtuvieron cultivos de microglia a partir de los cultivos de astrocitos.

Procedimiento:
.- Se recolecta el medio de cultivo de astrocitos maduros (21 DIV) y se

mantiene a 37°C como medio condicionado.

2.- Se hace un lavado de las células con medio libre de suero y se incuban
con solucion de tripsina-EDTA (1:4 con medio libre de suero) durante 40 min
hasta ver que la capa superior del cultivo, constituida principalmente por astrocitos,
se desprenda suavemente y la capa inferior, mayoritariamente por microglia

permanezca firmemente unida al soporte.

3.- Para detener el proceso de tripsinizacion se agrega un volumen igual de
medio completo (con FBS al 109%) y se descarta el medio con las células

desprendidas.

4.- Se restituye el medio condicionado recolectado nicialmente.

b5.- Las células se wusan un dia después para los experimentos

correspondientes. Estos cultivos contienen un 98% de células microghales.
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1.3.- Cultivos de lineas celulares

1.3.1.- Fibroblastos embrionarios de ratén

Los Fibroblastos embrionarios de raton (MEF), provenientes de ratones
knock-out para el gen de la PSEN1 y PSEN2 (MEF KO) y sus respectivas células
control, de tipo salvaje (MEF W'I). Lineas cedidas por Bart De Strooper,

Universidad de Leuven, Bélgica.

Estas lineas celulares se mantienen almacenadas en nitroégeno liquido, por
ende para ser utillizadas deben ser descongeladas siguiendo el siguiente

procedimiento:

1.- Después de sacar el vial del tanque de nitrogeno liquido se deja 1 min a

temperatura ambiente.

2.- Se sumerge parcialmente (sin llegar a la rosca) en un bano a 37°C durante
un par de minutos hasta que esté descongelado y se seca y desinfecta el criotubo

con papel absorbente mojado con alcohol al 70%.

3.- En la cabina de fluyjo se transfiere el contemido del criotubo a un tubo
Falcon con 20 ml. de medio de cultivo calentado a 37°C. Con una pipeta de 10 mL
se homogeniza suavemente y se distribuye en 2 placas de cultivo de 10 cm. Dejar

crecer hasta llegar a una confluencia del 70% para subcultivar.
Luego de la descongelacion y una vez alcanzada la confluencia éptima las

células deben ser subcultivadas para posteriormente realizar los experimentos. El

procedimiento de subcultivacion es el siguiente:
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Materiales:
- Medio DMEM suplementado con 10% FBS, 2 mM glutamia y 50 mg/mL
gentamicina.
- PBS con 0,02% de EDTA.
- Solucion de Tripsina 0,25% (2,5 mg/mL).
- FBS al 109 (nhibidor de la tripsina).

Procedimiento:
1.- Se observan las placas al microscopio para comprobar que las células

estén a la confluencia deseada (709 aproximadamente) y que estén bien adheridas.

2.- Retirar el medio de cultivo con la bomba extractora, hacer 1 o 2 lavados
con PBS a 37°C y agregar 5 mL de solucion de tripsinizacion: 100 pl. de EDTA y

30 uL de tripsina en PBS. Se deja unos minutos a 37°C para que se desprendan de

la placa.

3.- Con una pipeta Pasteur se recogen y trasvasan a un tubo Falcon

agregando FBS al 109 final para inactivar la tripsina.

4.- Centrifugar 5 min a 800 rpm. Se descarta el sobrenadante y se agregan 1-
2 mL de medio de cultivo para disgregar el pellet celular con una pipeta Pasteur. Se

agrega mas medio hasta llegar a 10 mL.

5.- Se cuentan las células y se calcula la concentracion de una pequena

alicuota, y se ajusta el volumen segun la concentracion de siembra deseada.

6.- Se siembran las células en las placas correspondientes segun el

experimento que se desee ejecutar.

Una vez se han realizado las experimentaciones necesarias las células deben

ser congeladas nuevamente para mantener su viabilidad y poder ser empleadas en
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experimentos posteriores, para ello se procede de la siguiente manera:

1.- Proceder 1gual que en el procedimiento de subcultivo anterior hasta el

final de la tripsinizacion con FBS.

2.- Centrifugar y resuspender las células en FBS.

3.- Se anaden 0,9 mL de la suspension de células en un criotubo de 1 ml..

Agregar 0,1 mL de DMSO gota a gota. Tapar bien e mvertir suavemente
para mezclar. Almacenar en porexpan a -80°C durante 1 o 2 dias para luego colocar

los criotubos en el deposito de nitrogeno liquido.

1.3.2.- Células embrionarias de rinén humano

Las células embrionarias de rinén humano (HEK 293), fueron generadas
mediante transformacion de cultivos de células normales embrionarias de rion
humano con un inserto de 4,5 kilobases del brazo 1zquierdo del genoma del
adenovirus 5, incorporado en el cromosoma 19 humano. Las células embrionarias
de rmnon fueron obtenidas en el laboratorio de Alex Van der Eb en Leiden,
Holanda, mientras que la transformacion por adenovirus fue ejecutada por Frank
Graham. El namero 293 se refiere al nimero de experimento. Linea cedida por

Bryce Sopher, Universidad de Washington

Para el cultivo de las HEK 293 se utilizaron el mismo medio vy

procedimientos descritos en el apartado anterior para las células MEF.

2.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL

2.1.- Ensayo de MTT
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El método del MTT para medir la citotoxicidad y el crecimiento celular
desarrollado por Mosmann (1983), se realiza siguiendo las modificaciones de
Hansen et al. (1989). Las células viables y metabolicamente activas reducen la sal de
tetrazolio (M'T'T), que es incolora, formando entonces cristales de formazan, de
color azul oscuro e insolubles en agua. La formaciéon de formazin ocurre
basicamente en mitocondrias Intactas, aunque también hay cierta actividad

reductora en el citoplasma. La absorbancia se mide en un espectrofotometro.

Soluciones:
Solucion de MTT: 3(4,5-dimetiltiazol-2-11) 2,5-difenil-tetrazolio bromidio) se
disuelve a una concentracion de 5 mg/mlL en PBS, se esteriliza por filtracion y se

guarda (un mes como maximo) a 4°C, protegido de la luz.

Solucion de lisis: Se prepara una solucion de extraccion para lisar las células
y disolver los cristales de formazan. Se disuelve un 20% de sodio docecilo sulfato
(SDS) en una solucion de N,N dimetil formamida/agua (1:1), se ajusta el pH hasta
4,7.

Procedimiento:

1.- El ensayo del MT'T se llevo a cabo en cultivos sembrados en placas de 96
pozos. Se sacan las placas del incubador y se aftaden 10 uL. de solucion de MTT a

cada pozo a una concentracion final de 500 pg/mlL.

2.- Se ponen las placas en el incubador y se dejan 2 h. Durante este tiempo
las células viables con mitocondrias activas reduciran la sal de MTT dando lugar a
la formacion de cristales. Para hacer el blanco se dejan algunos pozos sin anadir la

solucion de M'TT.

3.- Posteriormente, para disolver los cristales, se anade 100 pl de solucion de
lisis a cada pozo preferiblemente con pipeta multicanal y puntas recortadas,

también los pozos del blanco.
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4.- Se mcuban en la estufa a 37°C durante la noche, o a temperatura
ambiente 1-2 dias. Las placas se mantienen envueltas envuelven en Parafilm para

evitar la evaporacion.

5.- Se mide la densidad optica a 560 y 620 nm en el espectrofotometro. Se
utilizan los valores de la absorbancia a 620 nm como referencia y se obtiene la

diferencia respecto a la absorbancia a 560 nm.

6.- Los resultados de calculan segun:

Porcentaje de reduccion de MTT= [(DO/DO0)/(DOc-DO0)] *100

Donde DO es la absorbancia de cada pozo, DOc es la medida de
absorbancia de los pozos control y DOO es la medida de absorbancia de los pozos

usados como blanco.

3.- MEDIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

3.1.- Ensayo de TMRM/NAO

Este ensayo mide el potencial de membrana mitocondrial en los cultivos
celulares mediante la tincion fluorescente con TMRM que se acumula en las
mitocondrias en funcién del potencial de membrana y la de NAO que es

mdependiente de potencial y por tanto indica la masa mitocondrial.

Soluciones:

Medio de incubaciéon (Solucion salina tamponada con HEPES (SSTH)).

-Na(Cl 135 mM, KCL 5 mM, CaCl..2H.O 1,8 mM, MgSO..7H:O 0,62 mM,
HEPLES (dcido libre) 10 mM, glucosa 6 mM.
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- Se ajusta a pH 7,4 con NaOH. La solucion preparada sin glucosa puede
mantenerse en nevera durante varios dias. Antes de su uso se anade la glucosa y se

calienta a 37°C.

Tetrametil rodamina metil éster (TMRM, Molecular Probes T-668) 10 mM

- Disolver 2,6 mg de TMRM en 500 ul de DMSO. Agitar en vortex.
Guardar a -20°C.

Nonil-naranja de acridina (NAO, Molecular Probes A-1372) 10 mM

- Disolver 2,5 mg de NAO en 529 uL. de H:O. Agitar en vortex. Guardar a
-20°C.

Procedimiento:
1.- Extraer el medio de cultivo por mversion de la placa sobre papel
absorbente y realizar dos lavados agregando SSTH a 37°C con pipeta multicanal y

puntas recortadas para no desprender las células.

2.- Se vuelve a colocar 80 ul. de la solucion de SSTH en los pozos, a

excepcion de los pozos seleccionados como blanco donde se colocan 100 pl.

3.- Incubar 30 min a 37°C.

4.- Agregar 10 ul/pozo de NAO (1 uM final) excepto en la columna de

pozos que se usara como blanco.

S.- Incubar 5 min a 37°C.

6.- Agregar 10 pl/pozo de TMRM (10 pM final) excepto en la columna que

se usara como blanco.
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7.- Incubar 20 min a 37°C.

8.- Lavar 2 veces con solucion SSTH a 37°C y llenar los pozos con 100 pL
SSTH.

9.- Medir en el fluorimetro TMRM: A excitacion = 535 nm / A emision = 590
nm.

10.- Medir en el fluorimetro NAO: A excitacion = 490nm / A emision = 535

nm.

3.2.- Ensayo de Rodamina 123

La rodamimna 123 (Molecular Probes R-302) es un colorante fluorescente
permeable a las células, cationico y relativamente no toxico. Una vez en el citoplasma
se acumula en las mitocondrias activas en funciéon de la diferencia de potencial de su

membrana. Tiene una respuesta similar al TMRM.

Soluciones:

Medio de mcubacion (SSTH) (ver apartado anterior).

Rodamina 123 (solucion madre)

- Se prepara una solucién concentrada que contiene 1 mg de rodamina 123 por
mL de etanol absoluto (2,56 mM). Esta solucion se divide en alicuotas de 70 uL. que
se conservan en tubos eppendorf a -80°C aisladas de la luz.

Solucion de rodamina 123 (solucion de trabajo).

- Para cada ensayo, la solucion madre se diluye 200 veces en solucion SSTH

para obtener la concentracion final de 5 pg/ml (12.8 uM). La concentraciéon final de

etanol es del 0,5% (V/V).
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Procedimiento:
1.- Se saca el medio de cultivo de la placa por vertido sobre un papel absorbente
y se hacen dos lavados anadiendo medio de mcubacion a 37°C con pipeta multicanal

con puntas cortadas y sacindolo con papel absorbente.

2.- Se anaden 100 pl. por pocillo de la solucion de rodamina, excepto la
primera columna de células que se anade 100 pl. de SSTH solo (se usa como

blanco).

3.- La placa se coloca inmediatamente en una estufa de incubacion a 37°C

protegida de la luz con papel de aluminio durante 60 min.

4.- Falizada la mcubacion se saca el contenido de la placa, se hacen dos

lavados vy se llenan los pocillos con 100 pl. de SSTH.

5.- Se realiza la lectura a las longitudes de onda de excitacion/emision 507/529

en el fluorimetro.

6.- Los resultados se calculan segun:

Porcentaje relativo de acumulacion de rodamima 123: [(R-Ro)/Ro] *100
Donde R es la fluorescencia del pocillo y Ro es el valor promedio de los

pocillos control.

3.3.- Uso de desacopladores e inhibidores selectivos de los complejos

mitocondriales

Para estudiar la respuesta funcional de los diferentes complejos
mitocondriales se usaron compuestos que mhiben selectivamente cada uno de los
diversos complejos. Como referencia se us6é también un desacoplador de la cadena

de transporte electrénico.
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Sustancias quimicas:

- Carbonil cianido de p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), 10 uM,

desacoblador mitocondrial.

Rotenona, 40 uM, inhibidor del complejo 1.

Acido trifluoroacético (TFA) 20 uM, inhibidor del complejo I1.

Antimicina A, 8 uM, inhibidor del complejo II1.

Azida sédica, 10 mM, inhibidor del complejo IV.

Oligomicina, 20 uM, mhibidor del complejo V.

Procedimiento:

Los diversos compuestos se anadieron a los pocillos de las placas de cultivo
durante 1 h después de la carga de rodamina 123 (punto 4 del procedimiento). El
aumento de fluorescencia en comparacion con el control sin desacoplador ni
mhibidores mide la respuesta de reduccion del potencial de membrana

mitocondrial inducida por cada toxina mitocondrial.

4.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD OXIDATIVA INTRACELULAR

4.1.- Ensayo de Diacetato 2°,7’-Diclorofluorescina.

Kl diacetato de 2°,7’-diclorofluorescina (DCFH-DA, Molecular Probes D-399)
es una molécula no fluorescente y permeable a las células. Dentro de las células los
acetatos son hidrolizados por esterasas endogenas. la presencia de perdxidos
principalmente y otros radicales oxidantes, oxidan la DCFH, que es poco

fluorescente, a 2,7 -diclorofluoresceina (DCF) que es altamente fluorescente.

Soluciones:
Medio de mcubacién (SSTH)
DCFH-DA (solucion madre)
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- Se prepara una solucion concentrada 2 mM de DCFH-DA que contiene 1,95
mg en 2 mL de metanol. Esta solucion se divide en alicuotas de 50 ul que se

conservan en tubos eppendorf a -80°C aisladas de la luz.

Solucion DCFH-DA (solucion de trabajo)

- La solucion madre se diluye 200 veces en medio de incubacién justo antes de su

uso para obtener una concentracion final de 10 uM.

Procedimiento:
1.- Se saca el medio de cultvo de la placa por vertido sobre un papel
absorbente y se hacen dos lavados anadiendo 200 pl de SSTH a 37°C con pipeta

multicanal con puntas cortadas y sacindolo con papel absorbente.

2.- Se anaden 100 ul/pocillo de la solucion de DCFH-DA.

3.-La placa se coloca inmediatamente en una estufa de incubacion a 37°C

protegida de la luz con papel de aluminio.

4.- A los 20 min se finaliza la carga intracelular de DCFH-DA vy se sustituye la
solucion de por SSTH (se procede como en el punto 1).
5.- Se realiza una lectura basal a las longitudes de onda de excitacion/emision

485/530 en el fluorimetro.

6.-I'n el caso de valorar el efecto de agentes: se anaden 10 pl. de cada
solucion/pocillo. Alternativamente se saca el contemdo de los pozos y se llenan con
100 pL de los agentes diluidos en SSTH.

7.- Se deja la placa incubando durante 1 h a 37°C.

8.- Se realiza una nueva lectura.
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5-MEDIDA DE I.A RESPUESTA INFILAMATORIA CELUILAR

5.1.- Ensayo de produccién de 6xido nitrico
Soluciones madre:

- Reactivo de Griess A: 1g sulfanilamida (196), 5 mL de 4cido orto-fosforico
(H96) v 100 mL de agua doble destilada (dH:O).

- Reactivo de Griess B: 100 mg N-(1-naftil) de dihidrocloruro de etilendiamina
(0,19%) y 100 mL
- Nitnto sédico (NaNOy) 1 mM (6.9 mg en 10 mL dH:O) para la curva patron.

Estos reactivos se almacenan a 4°C y son estables durante 2 meses y mientras se

mantiecnen completamente transparentes.

Soluciones de trabajo:

Solucion de Griess A+B (1:1) que se prepara en el momento del ensayo.

Curva patron de nitrito sédico que se prepara a partir de una primera
dilucion de la solucion madre de nitrito sodico 1:10 para obtener: NaNO. 100 uM,
y diluciones seriadas 1:1 para obtener: 50 pM, 25 uM, 12,5 uM, 6 uM, 3,125 uM,
1,662 uM y 0,781 uM. Siempre en tubos de plastico.

Recoleccion de las muestras:

1.- Se recoge el medio de cultivo en tubos eppendort.

2.- Se centrifuga a 1200 rpm durante 5 min a 4°C para descartar la presencia

de restos celulares.

N
.

3.- S1 no se procesan las muestras enseguida, se pueden congelar a -20°C

Procedimiento:
1.- En placa de 96 pozos, se colocan 50-100 pl/pozo de las soluciones patron
y de las muestras y un blanco (medio de cultivo sin células), por duplicado o

triplicado.
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2.- Se agregan 50-100 pl. del reactivo de Griess A+B/pozo con pipeta

multicanal.

3.- Se mezcla bien con la pipeta multicanal.

4.- Se deja incubar 10 min a temperatura ambiente.

5.- Se lee en el espectrofotometro a 540 nm.

5.2.- Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) de citoquinas

Tres fueron las sustancias proinflamatorias que se detectaron mediante
ELISA: interleucina 1B (IL-1B), mterleucina 6 (IL-6) y tumor necrosis factor o
(INF-a). El principio de detecciéon fue el mismo ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzima cuantitativo tipo “sandwich”. Para ello se emplearon anticuerpos

monoclonales especificos.

Cada uno de los anticuerpos estd adherido a las placas de 96 pozos que
luego entran en contacto con los estindares y muestras de sobrenadantes
provenientes de cultivos de astrocitos y de microglia. Las citocinas se uniran al
anticuerpo monoclonal especifico respectivo, luego de lavar cualquier sustancia que
no esté adherida se procede a colocar el anticuerpo policlonal especifico a la
citocina unido a un enzima, que para TNF-a e I1-6 es biotinilado. Luego de lavar
nuevamente retirar cualquier sustancia en exceso se procede a colocar el substrato
del enzima para lo que se agrega una proteina conjugada con peroxidasa de rabano
(HRP) (estreptavidina-HRP para I1-6 y avidina-HRP para TNF-o). Para IL-1p el
anticuerpo policlonal ya estd directamente conjugado con HRP asi que no requiere

substrato conjugado. Se cuantificara leyendo absorbancia a 450 nm.

Procedimiento general:
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- Pipetear por placa 20 pl del anticuerpo de captura en 10 mL de tampén de

revestimiento.
-Distribuir 100 pl. de la dilucién en cada pozo de las placas de poliestileno.
- Cubrir la placa e incubar durante la noche a 4°C.

-Lavar 2 veces con 400 pl. aproximadamente con el tampén de lavado y
bloquear los pocillos con 250 pl. del tampoéon de saturacion durante 2 h a
temperatura ambiente.

- Vaciar la placa y dejar escurrir sobre papel absorbente durante 24 h. La

placa esta ya lista para ser usada y puede ser almacenada a 4°C por 2 semanas.

- Diluir los estandares y las muestras en el tampon diluyente del estandar o en

medio de cultivo o suero segin corresponda.

- Dispensar 100 pl. de la dilucion en cada pozo mcluyendo blancos

preferiblemente por duplicado.

- Reconstituir el vial del anticuerpo de deteccion en agua destilada. Por placa

diluir 100 pl del vial reconstituido en tampon diluyente y distribuir 50 pl por pozo.

- Incubar el antigeno y el anticuerpo de detecciéon durante 3 h a temperatura

ambiente.
- Lavar 3 veces con 400 pl. de tampon de lavado y continuar inmediatamente.

- Por placa pipetear 5 pl. del anticuerpo policlonal en 500 ul de su tampon
correspondiente. Tomar 150 pl. de la dilucion en 10 mL del mismo tampon y
dispensar 100 pl. por pozo. Incubar 20 min a temperatura ambiente y lavar 3 veces

con el tampon de lavado.

- Distribuir 100 pl. del sustrato correspondiente y esperar 10-15 min en la
oscuridad (cubrir placa con papel de aluminio).

- Detener la reaccion agregando 100 pl. del acido sulfirico 1 M.

- Leer absorbancia a 450 nm.

5.3.- Estimulacion mediante el uso de sustancias proinflamatorias
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Para medir la respuesta inflamatoria de los astrocitos y de la microglia, se
sometieron los cultivos celulares de SAMPS8 a distintas dosis de sustancias pro-

mflamatorias: lipopolisacarido (LPS), mterferéon y (IFN-y) y TNF-a.

Para la solucion de LPS se partié de solucién a 1 mg/mL para dosis de 100
ng/mL y 2000 ng/mL. Para el IFN-y se partio de una solucion de 100 g /mL para
dosis de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 3 ng/mL y para el TNF-o se partié6 de una solucién

0,1mg/ml para dosis de 0,1, 1, 10, 30 y 100 ng/mL.

Después de que cada cultivo llegara a término durante aproximadamente 3

semanas se procede a estimularlos con las dosis arritba mencionadas en una
combinacién de LPS/IFN-y de 100/0,01, 100/0,05, 100/0,1, 100/0,5 y 2000/3 y por

otra parte estimulacion solo con TNF-a en las dosis arriba mencionadas.

Esta estimulacion se mantuvo durante 48 h a 37°C, posteriormente se

procedié a recoger los sobrenadantes para hacer determinaciones de 6xido nitrico y

los ELISA.

6.- TINCION ESPECIFICA DE ASTROCITOS Y MICROGLIA

Para 1dentificar las células astroghales y comprobar su morfologia se ha
empleado la técnica de tincion iInmunocitoquimica con un anticuerpo anti-proteina
acida fibrilar ghal (GFAP). Para la microglia se ha empleado la lectina del tomate
(Lycopersicon esculentum) que se une a carbohidratos especificos de la membrana

celular de las células microghales.

Soluciones y reactivos:
- Paraformaldehido al 4% en tampoén fostato 0,1 M, pH 7,4.
- Solucién salina tamponada con Tris (TBS).
- Suero normal de cabra para cubrir las uniones no especificas.

- Anticuerpo primario GFAP, anti-vaca hecho en conejo (DAKO, Z 0334).
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- Lectina de Licopersicon esculentum, biotinilada (Sigma, 1.0651).

- Anticuerpo secundario Alexa Fluor 546, anti-conejo hecho en cabra (Molecular
Probes, A11081).

- Fluoresceina estreptavidina, para marcar los compuestos biotinilados (Vector,

SA-5001).

Procedimiento en cultivos celulares:

-Después de fiyar las células cultivadas con paraformaldehido durante 1 h a
temperatura ambiente, se realizan 2 lavados con TBS y se permeabiliza la
membrana con tritéon a 0,2% en TBS durante 8 min antes de bloquear las uniones

mespecificas con suero normal de cabra al 3% durante 1 h a temperatura ambiente.

-Para los cultivos astrogliales se realiza una doble tincion con anti-GFAP
1:500 y con lectina 1:400 con 1% de suero de cabra en TBS. Para los cultivos de
microglia se empleara solo la lectina. La incubacion se realizard durante la noche a
4°C en caja humeda.

-Al dia siguiente se realizan 2 lavados durante 5 min con TBS para posterior
mcubacion, durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad, con los anticuerpos
secundarios. Para GFAP se utihiza Alexa Fluor 546 que tiene fluorescencia roja y
para la lectina se utiliza fluoresceina estreptavidina de fluorescencia verde, con 1%

de suero de cabra, en TBS.

Tincion con ant-GFAP Tincion con lectina

-Posteriormente se realizan 2 lavados con TBS durante 5 min y se tinen los
nucleos con fluorescencia azul con bisbezimida 5 uM durante 30 min, se hacen 2

lavados nuevamente y se montan con Mowiol poder observar al microscopio.
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Tincion con bisbenzimida

7.- ESTUDIO DE ILA RESPUESTA INFILAMATORIA IN VIVO

7.1.- Tratamiento de ratones SAMR1 y SAMPS8 con LPS

Se trataron ratones SAMRI y SAMPS de 6 meses vy 12 meses de edad,
machos, con LPS de Escherichia coli 026:B6, por myeccion intraperitoneal (1.p). Se

administraron 100 pg/ratén 1.p. Los ratones se devolvieron a su jaula durante 3 h.

7.2.- Evaluacién comportamiento animal de “sickness behavior”

Se realizo un estudio de interacciéon social para determinar el efecto del LPS
sobre la motivacion de explorar individuos juveniles que se presentan en la jaula.
Citoquinas y diversos agentes mflamatorios disminuyen esta interacciéon e inducen
el comportamiento llamado “sickness behavior” (Konsman, et al 2002). Se analizo

la cantidad de tiempo que el ratéon residente dedico al contacto social con el juvenil.

Procedimiento:

-En una prueba basal, se introdujo un individuo juvenil de la misma cepa y
sexo en la jaula del raton en estudio para determinar la actividad de interaccion
social basal.

-Se contabilizo el ttempo de exploracion en la zona ano-genital y anterior, y
el oler del raton en estudio sobre el raton juvenil, en segundos acumulados durante
2 min y 5 min. Se descartaron tiempos mas largos para evitar episodios de

agresividad.
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-Se myectaron los ratones con salino fisiologico o con LPS 1.p.

-A las 3 h de la myeccion se mtrodujo un nuevo individuo juvenil de la
misma cepa y sexo en la jaula del raton tratado con salino o con LPS.

-Se contabilizaron nuevamente los segundos de interaccion social del raton

en estudio.

7.3.-Determinacién de citoquinas en sangre y tejido cerebral

Después de la evaluacion de la iteraccion social los ratones se mataron por
decapitacion y se recogio sangre del tronco que se recogld en tubos para su
coagulacion y posterior obtencion de suero. Inmediatamente se procedié a la
diseccion en hielo de la corteza cerebral e hipocampo. Ll suero y los tejdos se

congelaron a -80°C para analisis posteriores.

Se determinaron las citoquinas IL-1B, IL-6 y TNF-a en suero y tejdo
cerebral, con el mismo procedimiento descrito para los medios de cultivos celulares
(ver apartado 5.2). Previamente los tejidos fueron homogenizados en un tampon
RIPA con mhibidores de proteasas igual al utiizado en las técnicas de Western Blot

(Ver apartado 14).

7.4.- Estudio histolégico cerebral

Ratones seleccionados de los diversos grupos experimentales se mantuvieron
en jaulas hasta las 24 h del tratamiento con salino o LPS, para un posterior estudio
histologico. Los animales se perfundieron con 4% paraformaldehido y se
procesaron para cortes con criotomo. Los cortes se tiieron con anti-GFAP y lectina
del tomate por un procedimiento similar al descrito para los cultivos celulares (ver

apartado 6).

Soluciones y reactivos:

- Paraformaldehido al 49 en tampoén fostato 0,1 M, pH 7,4.
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- Solucion salina tamponada con Tris (TBS).

- Suero normal de cabra para cubrir las uniones no especificas.

- Anticuerpo primario GFAP, anti-vaca hecho en conejo (DAKO, Z 0334).

- Lectina de Licopersicon esculentum, biotinilada (Sigma, 1.0651).

- Anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, anti-conejo hecho en cabra
(Molecular Probes, A11034).

- Fluoresceina estreptavidina, para marcar los compuestos biotinilados

(Vector, SA-5001).

Procedimiento en tejido cerebral:

-Los ratones anestesiados con 10 mg/mL xilacina 1.p. y 80 mg/ml ketamina
L.p., se perfundieron con 15 mL de solucion salina y a continuacion con 90 mL de
49 paraformaldehido en tampon fosfato. Se extrajeron los cerebros, se postijaron
24 h en 49 paraformaldehido, se crioprotegieron en soluciones sucesivas de 10, 20
y 309 sacarosa y se congelaron sobre hielo seco.

-Los cerebros congelados se conservaron a -80°C en recipientes herméticos
para evitar su desecacion hasta que se cortaron en un micrétomo de congelacion.
Se realizaron cortes seriados de 20 um de grosor que se recogieron en medio de
congelacion para mantenerlos hasta el momento de realizar las tinciones.

-Fl procesado de los cortes de tejido se realizé6 por el método de libre
flotacion  (“free-floating”) en un sistema de pozos con rejillas. Lavados,
permeabilizacién, bloqueo de uniones inespecificas, y tincion con GFAP o con
lectina se realizo de manera similar al procedimiento descrito en cultivos. Para
revelar las uniones con lectina se uso fluoresceina estreptavidina. Para revelar la
revelar las uniones del anticuerpo contra GFAP se utilizo el anticuerpo secundario
Alexafluor 488 con fluorescencia verde. Los nicleos se tineron con bisbenzimida.
Tras los ultimos lavados, los cortes se montaron en portaobjetos con Mowiol y se

observaron al microscopio de fluorescencia.
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8.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Técnica amphamente empleada y difundida que consiste en amplificar el

numero de copias de un fragmento de ADN de mnterés.

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN
polimerasas para replicar hebras de ADN, motivo por el cual se emplean ciclos de
altas y bajas temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN, replicarlas, y
a continuacion, dejar que las hebras de ADN vuelvan a unirse para poder

duplicarlas nuevamente.

Segun la aplicacion pueden modificarse el nimero de ciclos de replicacion y
las condiciones, como veran, en esta mvestigacion tuvo muchas aplicaciones, entre
las formas que se emple6 la PCR, encontrarin PCR screening, mutagénesis dirigida
y la PCR convencional que se explica en este apartado y tuvo como principal
aplicacion amplificar los fragmentos de ADN finales seleccionados isertados en los

vectores (MSVC2.2 y pcDNAS.1) que contenian las mutaciones de interés.

Materiales:

- Tampon de PCR (10X) (Ref. 112713318001; Roche Diagnostics)

- Taq DNA polimerasa (5 U/uL) (Ref. 11435094001; Roche Diagnostics)

- Dinucleosides trifostato (ANTPs) de timina (T), adenina (A), citosina (C) y
guanina (G) (dTTTP, dATP, dCTP,dGTP) a 2 mM.

- Oligonucleotidos cebadores a 10 uM (ver Tabla 3)

- MgCla 25 mL

- DNA molde a 50 ng/ul.

Procedimiento:
1.- Preparar el volumen necesario de mezcla de todos los componentes de la
reaccion, excepto el DNA molde de cada muestra, para todas las muestras a

amplificar.
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a.- Tampoén de PCR 10X a concentracion final 1X

b.- ANTPs a concentracion 0,2 mM.

c.- MgCl, en los casos que sea necesario anadir este reactivo en mayor
cantidad del que ya lleva el tampén de PCR, hasta que la concentracion final entre
los dos alcance de 1,5-4 mM.

d.- Oligonucleétidos cebadores a concentracion final de 0,25 uM. (Tabla 3)

f.- Tag DNA polimerasa 0,5 unidades por reaccion.

g.- dH:O hasta alcanzar un volumen de 24 pl. para cada muestra a
amplificar.

2.- Agitar suavemente y hacer un pulso de centrifuga.

3.- Repartir la mezcla en tubos estériles de 0,2 mL, 24 pL /tubo.

4.- Anadir a cada tubo 50 ng de DNA molde (1 puL).

5.- Colocar los tubos en el termociclador programado para que se produzca
la reaccion especifica de amphacion. Las condiciones especificas de reaccion se

indican en la Tabla 4.

Nombre Secuencia Tm

Secuencia Forward-MSVC 5 CTCCTTCTCTAGGCGCCGG 3 59,9°C
2.2

Secuencia Reverse-MSVC 5 GGCTTCGGCCAGTAACGTTAG 3 58,1°C
2.2

Secuencia Forward-pcDNA | 5" CTCGAGATGACAGAGTTACCTGCAC 61,9°C
3.1 CG’3

Secuencia Reverse-pcDNA 5 GAATTCCTAGATATAAAATTGATGG 47,8°C
3.1 3

Tabla 3: Secuencias y Tm de oligonucledtidos cebadores para MSVC2.2 y pcDNA 3.1.

Proceso Temperatura Tiempo # de repeticiones
1.-Desnaturalizacion Inicial 94°C Smin 1
2.-Desnaturalizacion (amplif) 94°C 30 seg 35
3.-Hibridacion 58,5°C para MSVC(C2.2 Imin 35
52,5°C para pcDNAS3.1
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4.-Extension 72°C 1 min 35 volver al paso 2

5.-Extension Final 72°C 3 min 1

6.-Pausa 2C | - 1

Tabla 4: Condiciones basales PCR convencional.

9,- CLONAJE DE DNA DENTRO DE UN PLASMIDO

El objetivo de esta técnica es introducir dentro de un vector de expresion
eucariota (el plasmido) un fragmento de cDNA para poder estudiar posteriormente
su expresion, regulacion o las distintas funciones que pueda ejercer en el organismo
del que procede. Para ello el cDNA a insertar puede originarse de una digestion
con una enzima de restriccion, tanto del fragmento plasmidico donde se encuentra
el cDNA de mterés a imtroducir como del plasmido receptor, para que tengan asi

los mismos extremos y puedan unirse posteriormente.

Con la finalidad de que el plaismido no se recirculice en presencia de ligasa

se debe tratar con fosfatasa alcalina, que defosforila los extremos del mismo.

Después se une el vector con el fragmento a clonar gracias a una ligasa, que

unira los extremos y de esta forma obtendremos la construccion.

Materiales:
- Eppendorfs estériles de 0,5 mL y 1,5 mL.
- Enzima de restriccién con su tampén de reaccion.
- Tampon TBE 5X: Tris 450 mM, dcido bérico 360 mM, EDTA 12 mM.
Ajustar el pH a 8,3 con dcado acético glacial. Conservar a temperatura

ambiente.

- Agarosa 1% en TBE 0,5X.
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- Tampon de carga para electroforesis en agarosa (6X): glicerol al 30 % y azul de

bromofenol al 0,1% en TBE 1X.
- Bromuro de etidio o SYBR Safe (0,5 pg/mL).
- Fosfatasa alcalina con su tampén de reaccion (Roche).
- EDTA 5 mM.
- QIAquick® Gel Extraction kit.
- Acetato sodico 3 M.
- Isopropanol.
- T4 DNA Ligasa® con su tampon de reaccion (Roche)
- Bactenias £. coli DH) o supercompetentes.
- Bacternias E. coli STBL2 supercompetentes.
- Medio de cultivo LB con y sin antibi6tico.
- Medio de cultivo TB.
- Placas selectivas LB-Agar-Antibiotico.
- Deoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 2 mM.

- Taq DNA polimerasa con su tampén de reaccion 10X (50 mM KCl; 10 mM
Tris-HCl1 pH 8,3; 1,5 mM MgCl.).

Procedimiento:

Digestion del plasmido y del DNA a clonar

1.- Anadir en cada eppendortf:
- 2uL del tampon de incubacion (10X) que corresponda a cada enzima.
- 4 pL de la construccion (vector / ADN) a digerir.
- 0,4 puL. de la enzima de restriccion a 10 U/ul que vayamos a usar el volumen de

dH.O necesario hasta completar 20 uL.

2.- Incubar el ttiempo indicado para cada enzima y a la temperatura

correspondiente a la de actuaciéon de ésta.
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3.- Visualizar la digestiéon cargando en un gel de agarosa al 19%, 0,5 ul. de la

digestion junto con 0,5 ul. de tampén de carga (1X). Correr la electroforesis a 90V.

4.- Calcular la cantidad de fragmento que queremos subclonar que se tiene
después de la digestion. Aproximadamente se conoce por el limite de resolucion de
la agarosa que cuando se mtuye la existencia de una banda, la concentracion de

DNA es de unos 8-10 ng/ul. y cuando la banda es visible, 10 ng/ul..

5.- Congelar a -20°C las digestiones hasta que se usen o continuar con el

procedimiento.

Defosforilacién del vector receptor

1.- Dispensar en un eppendorf:

- 4 ul del tampon de reaccion (10X) de la fosfatasa alcalina proveido por el
kit.

- 19,5 uL del producto de la digestion del vector recipiente.

- 1 ul de fosfatasa alcalina 10 U/uL.

- El volumen de dH:O necesario hasta completar 40 pL.

2.- Incubar 30 min a 37°¢C.

3.- Anadir 1 pl de fosfatasa alcalina y dejar a 37°C 1 h 30 min mas.

4.- Parar la reaccion anadiendo 0,4 ul. de EDTA 5 mM o colocandola en

hielo durante 15 min.

5.- Almacenar a -20°C hasta su utilizacion o continuar con el procedimiento.

Aislamiento o extraccién del vector receptor y del fragmento a introducir
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Se realiza por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, cortando del mismo
los fragmentos correspondientes y purificindolos con un kit comercial (QIAquiCk®

Gel Extraction kit, Qragen Inc, Valencia, CA, EUA).

1.- Cargar en un gel de agarosa al 19, en pocillos no correlativos:
- 19,5 ul del producto de la digestion del fragmento a introducir junto con
tampon de carga (6X) a una relacion 5:1.
- 40 ul de la reaccion de defosforilacion del vector receptor junto con tampon de
carga (6X) a una relaciéon 5:1.

- marcador de peso molecular de 1 Kb.

2.- Correrlo a 60 V hasta que el tampon de carga llegue al final del gel.

3.- Exponer el gel al transiluminador de luz UV y cortar con un bisturi estéril

las bandas deseadas.

4.- Pesarlas y depositarlas dentro de un eppendorf estéril.

Purificacion de bandas (QIAquick® Gel Extraction kit, Qragen Inc, Valencia, CA,
FEUA)

1.- Anadir 3 volimenes de tampon QC, que es un tampon de solubilizacion

y union de DNA (con indicador de pH), por cada volumen de banda de gel,

sabiendo que en éstas 100 mg ~ 100 pL.

2.- Incubar a 50°C 10 min o hasta que el gel esté totalmente disuelto.
Mezclar con vortex cada 2-3 min para agilizar este proceso.
3.- Comprobar que el color de la mezcla es el mismo que el del tampén

QG. S1 no fuese asi, annadir 10 uLL de acetato sodico 3 M.
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4.- Anadir el mismo volumen de 1sopropanol que de banda de gel que habia

al principio del proceso y mezclarlo por inversion.

5.- Colocar la columna QIAquick spin dentro de un eppendorf estéril y
poner en ella la mezcla anterior. Centrifugar a 13200 rpm durante 1 min. Si la
mezcla no cupiese en la columna, repetir este paso con el volumen de mezcla que

hubiera quedado en exceso.

6.- Eliminar el filtrado.

7.- Anadir a la columna 0,5 ml de tampon QG vy centrifugar a 16100xg 1
min.
8.- Para lavar la columna, dispensar 0,75 ml de tampén PL, que es un

tampon de lavado para ADN, y dejarlos 2-5 min. Centrifugar 1 min a 16100xg.

9.- Elimmar el filtrado y volver a centrifugar 1 min a 16100xg.

10.- Colocar la columna en otro eppendorf estéril para la recogida de la

muestra.

11.- Anadir, por el centro de la columna, 30 uL de dH:O y dejarla 1 min.
Centrifugar 1 min a 16100xg.

12.- Calcular la concentracion de DNA que hemos recuperado, tanto de
vector receptor como de la banda donde estaba el fragmento a subclonar, sabiendo
que en el proceso se recupera el 75% de la cantidad nicial de DNA que teniamos.

Ligaci6n del vector receptor y del fragmento a subclonar.

Calcular los ng de fragmento a subclonar que hay que anadir en la reaccion

de ligacion por los 50 ng de vector receptor que pondremos, segun la fomula:
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ng fragmento = [(50 ng vector receptor x Kb fragmento /Kb vector reciprente] x
/1)
1.- Anadir en un eppendort:
- 1,5 uLL de tampén de reaccion de la ligasa (10X).
- El volumen necesario de vector receptor para adicionar 50 ng del mismo.
- El volumen necesario de fragmento a subclonar para tener los ng que hemos
calculado con la férmula anterior.
- 1yl de Ligasa (10 U/uL).

- El volumen de dH.O necesario para completar 15 ulL.

2.- Realizar tres reacciones control en las que faltard alguno de los
componentes anteriores: en una no anadir fragmento, en otra no anadir vector y en

la otra, no anadir ligasa.

3.- Incubar a 16°C durante la noche.

4.- Transformar con £. colf DHb5o supercompetentes o STBL2 seguin sea el

producto (ver apartado 10). Hacerlo también con las tres reacciones control.

5.- Incubar a 37°C durante la noche. Sélo debe haber colonias en la placa
que proviene de la reaccion de ligacion que contenia todos los elementos referidos

en el punto 1.

PCR screening

Con esta técnica se puede conocer si el fragmento de DNA que se ha
mtroducido dentro del vector se ha colocado en la direccion que interesa tras la
ligacion. Se basa en realizar una reaccion de PCR en la que se emplea una pareja de
cebadores en la que uno de ellos corresponda al vector y el otro, al fragmento que
se ha clonado. Solo se amplificarin aquellas colonias en las que el mserto esté

colocado en el sentido adecuado.
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1.- Se hacen crecer las colonias del producto de la ligaciéon en 150 ul. LB
selectivo (con el correspondiente antibiotico al que el plasmido tenga resistencia) a

37°C 1 h.

2.- Se dispensa en un tubo de PCR:
- 2,5 uLl. de tampdn de reaccion de la polimerasa (10X).
- 1 uL de dNTPs 2 mM.
- 2uLl de cada primer a 5 uM.
- 0,5 ulL de Tag DNA polimerasa 10 U/ul..
- 2 uL del cultivo anterior.

- el volumen de dH.O hasta completar 25 uL.

3.- Se mtroduce en el aparato de PCR con el programa siguiente:
- Denaturalizacion: 95°C, 4 min.
- 30 aclos: Denaturalizacion: 95°C, 30s.
Hibrnidacion :*Ta, 30-60 s.
Extension: 72°C, 30 s.

Extension final: 72°C, 4 min.
“Ta es la temperatura teorica de hibridacion de los oligonucledtidos. Se
calcula la temperatura para cada oligonucleotido segiin el nimero de cada tipo de

bases con la siguiente formula: 4(G+C) + 2(A+T), y se resta 4 para obtener °C.

4.- Se visualizan las colonias positivas cargando 10 ul de la reaccion de PCR

Junto con tampon de carga (6X) a una relacion 5:1 en un gel de agarosa al 19%.

5.- De las colonias positivas realizar minipreps de DNA y secuenciarlas para

comprobar que la secuencia de la construccion que se ha obtenido es la deseada.

Todos los productos obtenidos en esta investigacion fueron analizados en el

servicio de secuenciacion del CRAG en la Universidad Auténoma de Barcelona.
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10.- MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida introduce mutaciones puntuales que pueden

producir cambios de aminoacidos o pequenas inserciones o deleciones.

Se realizé6 mediante el kit: QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, La Jolla CA).

Se usa un DNA superenrollado de doble cadena que lleva el inserto de
DNA de mterés y dos oligonucledtidos smtéticos que contienen la mutacion
deseada. Para la amplificacién se usa una polimerasa especial, la PluTurbo DNA
polimerasa, caracterizada por la alta fidelidad en la replicacion del DNA lo que,
Junto con el bajo namero de ciclos de replicacion, favorecen una elevada ehiciencia
de mutacion especifica con una baja tasa de mutaciones al azar. Ademas los
cebadores no se desplazan de las cadenas de DNA hyas, quedando incluidos en las
mismas, y esta incorporacion genera copias del plasmido que contienen la mutacion
deseada. Para elimmar los plismidos parentales que queden (los cuales tienen
genotipo no mutado) y seleccionar solo los mutados, se trata el producto de la
reaccion con la enzima Dpnl, que es una endonucleasa especifica que reconoce el
DNA metilado y hemumetilado y lo digiere. Como los plasmidos no mutados han

sido clonados en E. coll, que metila el DNA que posee, este enzima los elimina.

Una vez seleccionados, los plasmidos con el mserto mutado se usan para
transformar F. coli supercompetentes DHoo,, mediante la técnica del Heat-shock.
No se puede transformar por electroporacion debido a la alta cantidad de sales que

contiene el tampon de amplificacion usado para la PCR.

Para confirmar la eficiencia de la generacion de plismidos mutados se usa
un plasmido de control p Whitescript™ (4,5 Kb). Este plasmido se caracteriza por
tener una mutacién en el gen de la B-galactosidasa que produce un enzima truncado

y no funcional, ya que tiene un cambio de base que provoca un codén de parada.

78



Las bacterias con el plasmido no metabolizan la galactosa. En placas de medio LB
con ampicilina (Amp), suplementado con 1sopropil-1-thio--D- galactopiranosido
(IPTG) y con el andlogo cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indoll-B-D-
galactopiranosido (X-gal), al no metabolizar X-gal las colonias bacterianas crecen de

color blanco.

En la mutagénesis se realiza una reaccion con este plasmido y unos
cebadores que restauran el fenotipo normal, lo que permite la sintesis de B-
galactosidasa funcional. Asi las colonias donde la mutagénesis se haya producido,

metabolizaran la X-gal y creceran de color azul en una placa LB-Amp-IPTG-X-gal.

Materiales adicionales
- Tubos Falcon de 15 ml de polipropileno.
- Tubos Eppendort de propietileno de 2 mL.
- Tubos de PCR.
- X-gal (5-bromo-4-cloro-2-indoil-B-D-galactopiranosido) al 2% en
dimetilformamida
- IPTG 10 mM (sopropil-1-tio--D- galactopiranosido) en dH-O.
- Ampicilina 1000x (100 mM).

- MgCL IM 6 MgSO4 1M.

- Glucosa 209% (p/v) esterilizada por filtracion (con filtros de 0,22 pum de
didametro).

- LB liquido: 10 g NaCl, 10 g Triptona, 5 g extracto de Levadura, 800 mL de
dH.O, ajustar pH a 7,0, enrasar hasta 1 L, autoclavar y poner 25 mL en cada
placa.

- LB agar 11.:10 g NaCl, 10 g Triptona, 5 g extracto de Levadura, 20 g Agar, 800
mL de dH.O, ajustar pH a 7,0, enrasar hasta 1 L, autoclavar y poner 25 ml en

cada placa.
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- LB agar-Ampicilina: 1 L de LB agar Autoclavado, dejar que se enfrie hasta
55°C (mas o menos), poner 1 ml de Ampicilina 100 mM (1000x) y poner 25
mL en cada placa.

- Medio TB Bacto-triptona 12 g, extracto de levadura 24 g, glicerol 4 mL, agua
destilada 900 mL. Después de esterilizar anadir 100 mL de una soluciéon de

KH:PO. 170 mM esterilizado en autoclave.
- TBLE 5X.
- Agarosa 1 9% en TBE 0,5X.
- Tampon de carga para electroforesis en agarosa (6X).
- Bromuro de etidio (0,5 pg/mL) o colorante SYBR Safe.
- Tampon KCM 5X (KC1 0,5 M, CaCl. 0,15 M, MgCl. 0,25 M).
- dH:O.

Procedimiento:

Disenio de cebadores

1.- Cada uno de los cebadores (tanto directo como reverso) debe contener la
mutacion deseada e hibridar en la misma secuencia del plaismido, tanto en la

cadena + (sentido 5-3’), como en la cadena - (sentido reverso 3’-5°).

2.- Deben tener un tamano entre 25-45 pares de bases (pb) y la temperatura
de fusiéon (Tw) debe ser mayor o igual que 78°C. Para calcularla debemos aplicar la
siguiente formula:

- En cambio de nucleotidos: Tyv= 81,5+0,41(96GC)-675/N-(% muismatch).
- N: nimero de nucleétidos del primer.

- En deleciones o mserciones: Tyw= 81,5+0,41(9%6GC)-675/N.

3.- La mutaciéon deseada debe estar en el centro de cada primer, con 10—15
p 5

bases flanqueantes a cada lado.
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4.- Los cebadores deberian tener un minimo del 409 GC y deberian poseer

una o mas C’s o G’s en su extremo 3’.

5.- Los cebadores no deben estar fosforilados en su extremo 5’y deben

haber sido purificados por FPLC o PAGC.

6.- Debe mantenerse los cebadores en una concentracion en exceso.

Preparacion de las placas de LB-Amp-IPTG-X-gal

Hay dos formas de prepararlas

1.- Mezclarlo todo y plaquear:
- LB agar-Amp (atin liquido; las concentraciones estan indicadas en el apartado de

materiales).
- X-gal (a una concentracion final de 80 pg/mlL).

- IPTG (a una concentracion final de 20 mM).

2.- Anadir, 30 min antes de su uso, a las placas de LB agar-Amp (25 ml mas
O Menos):

- 100 uL IPTG 10 mM.
- 100 pL X-gal 2% (p/v) en dimetilformamida.

No se deben mezclar nunca el IPTG y la X-gal antes de anadirlos a las placas

ya que estos productos pueden precipitar.

Reaccion de amplificacion
1.- Sintetizar los cebadores tal y como se indica en el apartado de diseiio de
los cebadores. Se resuspenden a una concentracion final de 200 uM vy se realiza

una alicuota de trabajo a 125 uM.
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2.- Se preparan las reacciones de amplificacion, tanto para las muestras

como para el control de mutagénesis.

En la amplificacion de cada mutante se recomienda realizar una serie de
reacciones en paralelo donde, manteniendo constantes las concentraciones de los

reactivos, varie unicamente la concentracion de DNA desde 5 a 50 ng en 50 pl.

Muestra Problema Cantidades Concentracion final
dH:O c.p.u.
Tampon (10X) 5ul 1X
dNTPs 1 uL
Oligo 1 (125 uM) 1 uL 2,5 uM
Oligo 2 (125 uM) 1 pL. 2,5 uM
ADN((pPpCADNS3.1-HPS) X uL 0,1-1 uM
Ptu Turbo (2,5 U/ul) 1 pL 0,05 U/ul
Volumen final 50 pLL
Control Cantidades Concentracién Final
dH.O 38,5 uL
Tampoén (10X) 5 uL 1X
dNTPs 1 uL
Oligo 1 (34-mer) (100uM) 1,25 L. 2,5 uM
Oligo 2 (34-mer) (100puM) 1,25 pL 2,5 uM
ADN (p WhiteScripts) (5 ng/ul) 2 uL (0.2 ng/IL)
Plu Turbo (2,5 U/ul) 1 uL 0,05 U/uL
Volumen final 50 uL

Las condiciones de amplificacion son las siguientes:
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Segmento Ciclos T Tiempo
1 1 95°C 30s
2 12-18 95°C 30 s
556°C 1 min
68°C 2 min/Kb pliasmido

El tempo de extension se ajusta dependiendo del tamario del plasmido.

El namero de ciclos se ajusta segun el tipo de mutacion:

- Mutaciones puntuales:

- Cambio simple de aminoacido:

- Inserciones/deleciones multiples de aminoacidos

Las condiciones de la reaccion control son las siguientes:

12 ciclos
16 ciclos

18 ciclos

Segmento Ciclos T Tiempo
1 1 95°C 30 s
2 12 95°C 30 s
56°C 1 min
68°C 12 min

3.- Una vez que acabe la reaccion, colocar los tubos en hielo 2 min para

enfriar la reaccion a menos de 37°C.

4.- Analizar 10 pl de cada reaccion por electroforesis en un gel de agarosa al

19%. Normalmente se visualizard un solo fragmento, pero aunque no sea asi, seguir

con el protocolo.
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Electroforesis en agarosa

1.- Preparar un gel de agarosa al 1% en TBE (0.5X): Tris 45 mM, acido
borico 36 mM, EDTA 1,2 mM, ajustar el pH a 8,3 con acido acético glacial.

Conservar a temperatura ambiente.

2.- Dejar solidificar con el peine para que éste forme los pocillos.

3.- Introducirlo en una cubeta de electroforesis horizontal con TBE (0.5X)

4.- Cargar las muestras, mezclandolas previamente con tampon de carga para
electroforesis en agarosa (6X): glicerol al 30% y azul de bromofenol al 0,1% en

TBE. (1X) con una relacion 5:1.

5.- Conectar la fuente de electroforesis a 60-120V.

6.- Cuando creamos oportuno segun el tamano del ADN, parar la fuente e
mtroducir el gel en una solucion de bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Visualizar el

DNA con un trans-luminador de luz UV.

Digestion del plasmido no mutado

Anadir 1 pl. del enzima Dpn I (10 U/ul.) a cada tubo usando puntas de
filtro. Mezclar bien por pipeteo suave. Dar un pulso en la microcentrifuga e incubar

37°C 1 h en agitacion.

Transformacién Bacteriana
Transformacion por electroporacion
- Bacterias £. coli competentes

- LB liquido

- Placas selectivas de LB-Agar-Antibiético
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- Eppendorf estéril 1,5 mL

Procedimiento:
1.- Programar el aparato de electroporacion (BIO-RAD GENE PULSER® 1) a
2.5 kV, 25 pF, 200 Q para cubetas de electroporacion de 0,2 cm.

2.- Colocar las cubetas en hielo al menos 5 min antes de utilizarlas.

3.- Descongelar 50 pl de bacterias competentes (L. col) y colocarlas

mmediatamente en hielo.

4.- Preparar 1 pL de plasmido con concentracion 5 -0,5 pg/ull en un eppendorf

(se mezcla un maximo de 1/10 partes de DNA en el volumen final de bacterias).

5.- Depositar los 50 pLL de bacterias en el eppendorf donde esta el plasmido.

Mezclar con la pipeta.

6.- Pasar con cuidado los 51 pL a la cubeta de electroporacion previamente

enfriadas. Eliminar las burbujas que hayan podido formarse.

7.- Colocar la cubeta en el electroporador y proceder a electroporar.

8.-Recuperar las bacterias de las cubetas anadiendo 1 mL LB-liquido

previamente atemperado a 37°C y pasarlo todo a un eppendorf estéril.

9.- Incubar 1 h a 37°C a 225-250 rpm.

10.- Sembrar 10 uLL de este cultivo liquido en placas de LLB-agar-antibiético.
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Transformacién mediante choque térmico en células supercompetentes DHS o

Las células supercompetentes son muy sensibles a los cambios de
temperatura. Deben estar a -80°C y cuando se descongelan para alicuotarlas, este
proceso se debe realizar gradualmente (en hielo) y con tubos eppendorf de

propietileno preenfriados. Pueden entonces alicuotarse y volverse a congelar.

La duracion del pulso de calor en el Heat-Shock es muy importante para
estas bacterias: el 6ptimo es 45 s, disminuyendo la eficiencia por debajo de los 30 s

y por encima de los 45 s.

Procedimiento:

1.- Sacar un tubo de células competentes (DHHa) y dejar que se descongele

en hielo.

2.- Dependiendo de s1 se procede de miniprep, maxiprep o ligacion se

utilizaran las siguientes cantidades:

Ligacién Maxi Minm

20 uL ligacion 0,5 u. ADN 2 ul. ADN

60 uL. dHO 8 uL. dH.O 40 uLH20 MiliQ
20 uL. KCM (10% VT) 2 u. KCM 10 uL. KCM

100 uL. Bacterias. 10 pL. Bacterias 50 uLL Bacterias.

3.- Mezclar con golpecitos y dejar 20 min en hielo.

4.- Dejar a temperatura ambiente 10 min.

5.- Anadir 300 ul de LB sin antibi6tico.

6.- Incubar durante 1h a 37°C con agitacion.

7.- Centrifugar 15 s a 14000 rpm.

8.- Aspirar el sobrenadante y anadir 200 ul. de LB fresco, resuspender y

sembrar en placas de agar con LB y antibiético.
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9.- Dejar crecer durante la noche a 37°C.

Transformacién mediante choque térmico en células supercompetentes STBL2

Un stock de solucion pUC19 (0,01 ug/mL) es suministrada con el kit como
control para determinar la eficiencia de transformacion. Es importante que el DNA
experimental esté libre de fenoles, alcoholes, detergentes o proteinas para obtener
el maximo de eficiencia en la transformaciéon. Es necesario para esta transformacion
emplear tubos Falcon de 17 x 100 mm de polipropileno (Falcon®2059) y todo el

procedimiento debe hacerse siempre en hielo.

1.- Suavemente mezclar y alicuotar 100 uL. de las células competentes en los

tubos de polipropileno.
2.- Recongelar cualquier cantidad no usada de las células manteniendolas

primero en un bano de etanol en hielo seco durante 5 min y luego retornarlas al

congelador de -80°C. No es necesario el uso de nitrogeno liquido.

3.-Para determinar la eficiencia de la transformacion, agregar 5 ul. (50 pg)
del DNA control a uno de los tubos que contiene 100 ul de células competentes,
mezclar con la pipeta mientras se dispensa, tapar el tubo y mezclar suavemente.

4.- Para DNA proveniente de reacciones de ligacion diluir 5 veces en 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5) y 1 mM EDTA. Agregarl ul de la diluciéon a las células, mezclar
con la pipeta mientras se dispensa, tapar el tubo y mezclar suavemente.

5.- Incubar en hielo durante 30 min.

6.- Aplicar choque térmico durante 25 s, en bano a 42°C, sin agitacion.

7.- Colocar nuevamente en hielo durante 2 min.
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8.- Anadir 0.9 ml de medio S.O.C. (sumiistrado con el kit) a temperatura

ambiente.

9.- Para tubos que contengan reacciones de ligacion agitar a 30°C durante 90
min a 225 rpm. Para tubos control o con DNA no proveniente de ligacion agitar a

225 rpm a 37°C for 60 min.

10.- Diluir Ia reaccion que contenga el control 1:100 con medio S.O.C.
(Super Optimal broth with Catabolic repressor). Sembrar100 ul de esta dilucion en

placas de LB con ampicilina 100 pug/ml. Incubar durante la noche en estufa a 37°C.

11.- Esparcir 100-200 uL. del DNA experimental de igual forma que como se

describe en el paso 10.

12.- Las células competentes StbI2™ que hayas sido transformadas con

plasmidos deben crecer a 30°C durante la noche en medio TB.

Comprobacién de las mutantes

Posterior a transformacién, comprobar cudles de las colonias han
mcorporado la mutacion y cuiles no, picamos 10 colonias de cada placa las
hacemos crecer en un cultivo liquido con 5 ml de LB-antibiético a 37°C durante la

noche, a 225-250 rpm.

A la manana siguiente se realiza:
- Preservacion de muestras en glicerol de cada cultivo: 400 pL de cultivo en 800
ul de glicerol estéril al 609 y congelar a -80°C.
- Minipreps con QIAGEN MINIPREP KIT (procedimiento en el apartado 11)
- Una vez las minipreps estén realizadas, comprobar cuiles de ellas tiene la

mutacion deseada mediante:
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- Enzimas de restriccion, en los casos que la mutacién cree o destruya alguna
diana para estas enzimas

- Secuenciacion directa del fragmento que contenga la mutacion.

Una vez identificadas las mmipreps que han incluido el cambio, se secuencia
el nserto completo con el fin de comprobar que no se ha introducido otra

mutacion no deseada por error de la polimerasa.

Una vez secuenciadas realizar maxipreps (apartado 11.2).

11.- EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

11.1.- Miniprep

Una miniprep permite la extraccion de DNA plasmidico de un cultivo
bacteriano. Para ello las células se rompen con un choque alcalino. Es una técnica
micial de purificacion y concentracion para analizar clones bacterianos durante el
proceso de clonaje molecular. Se obtienen de 50 a 100 g de DNA. Se realiza

mediante el kit QIAprep™ Spin Miniprep Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, EUA).

Materiales adicionales:
LB con Antbiotico
Tubos de cultivo liquido de bacterias
Eppendorfs
TBE (bX)
Agarosa 1 % en TBE (0.5X)
Tampoén de carga para electroforesis en agarosa (6X)
Bromuro de etidio (0,5 pg/mlL)
Procedimiento:
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1.- Picar una colonia e mocularla en 5 ml de LB liquido-Antibiotico (el que

corresponda). Incubar durante la noche a 37°C y 225-250 rpm.

2.- De cada cultivo, repartir 3 mL en dos eppendorfs (1,5 mL en cada uno) y

centrifugar 13200 rpm durante 1 min.

3.- Eliminar el sobrenadante con cuidado.

4.- Resuspender el pellet de bacterias de uno de los tubos en 125 pl de
tampon Pl o(al que se la ha anadido previamente RNasa). Pasarlo al otro tubo que
contiene el mismo tipo de pellet y anadir otros 125 pl. de tampén Pl.

Resuspenderlo todo de nuevo.

5.- Anadir 250 pl de tampon P2 y mezclarlo cuidadosamente 4-5 veces por

mversion.

6.- Agregar 350 pl. de tampon N3 y mezclar rapida pero cuidadosamente el

tubo 4-5 veces por mversion.

7.- Centrifugar 10 minutos a velocidad maxima.

8.- Traspasar el sobrenadante a una columna QIAprep por decantacion o
pipeteo.

9.- Centrifugar 60 s a velocidad maxima. Descartar el filtrado.

10.- Lavar la columna anadiéndole 0,5 ml de tampén PB y centrifugarla

mmediatamente 60 s a maxima velocidad. Descartar el filtrado.

11.- Anadir a la columna 0,75 mL de tampén PE y centrifugar a velocidad

maxima 60 s. Descartar el filtrado y centrifugar de nuevo otros 60 s.
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12.- Colocar la columna QIAprep en un eppendor estéril de 1,5 mL.

13.- Eluir el DNA de dos formas alternativas:
- Anadir en el centro de la columna, apoyando la punta de la pipeta pero sin
hacer presion sobre la membrana, 50 pl. de tampon EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5)

- Anadir, de la forma descrita anteriormente, 50 ul. de dH.O.

14.- Mantener la columna asi 1 min. Centrifugar a maxima velocidad 1 min.

15.- Poner 10 min a 65°C para que el plasmido se resuspenda en dH:O.

16.- Cuantificar una dilucion 1:20 de la miniprep y para calcular su
concentraciéon medir su densidad 6ptica a 260 nm en un espectrofotometro. Para
ver el estado de la miniprep, someter 1 pl. de las misma a electroforesis a 60-110 V
en agarosa al 196, por 30 mun. Al finalizar la electroforesis, tenimos el gel en

bromuro de etidio para visualizar el ADN.

11.2.- Maxiprep

Una maxiprep permite la extraccion de DNA plasmidico de un cultivo
bacteriano partiendo de un volumen mayor que en la miniprep, de 100 a 200 ml.
Se obtienen de 500 a 850 ug de DNA. Se realiza mediante el kit QIAGEN Plasmid
Maxi Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, EUA).

Materiales adicionales:
- Placas selectivas LB-Agar-Antibiotico.
- LB-Antibiotico.
- Tubos corex de vidrio de 30 mL.
- Ultracentrifuga Sorvall o equivalente.
- Repel-silane ES® (Plus-one).

- Lana de vidrio
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- Jermnguilla de 20 ml

- Isopropanol

- Ftanol 70 %

- Eppendorf estéril 1,5 mL

- TBE (bX)

- Agarosa 1 9% en TBE (0,5X)

- Tampon de carga para electroforesis en agarosa (6X)

- Bromuro de etidio (0,5 pg/mL) o colorante SYBR Safe

Procedimiento:

1.-Transtformar £. coli competentes con el plasmido y hacerlas crecer en
césped en una placa de LB agar-selectivo (con el antibiético especifico del

plasmido) a 37°C durante la noche.

2.- Preparar 100ml de LB-selectivo liquido y autoclavar (se usara al dia

siguiente).

3.- Picar una colonia y empezar un cultivo liquiddo con 5 mL de LB-
selectivo. Dejar a 37 ¢ C alrededor de 8 h y en agitacion de intensidad media (=

300 rpm).

4.- Autoclavar tubos de centrifuga centrifuga de vidrio, tipo corex, de 30 mL

y 250 mL.

5.- Anadir de 100-200 pL del cultivo liquido anterior a 100 mL de LB-
selectivo liquido (para plasmidos de “Aigh copy”) o a 500 mL (para plasmidos de

“low copy”). Incubar 37°C durante la noche en agitacioén (= 300 rpm).

6.- Al dia siguiente, poner el tampon P3 a 4°C.
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7.- Centrifugar el cultivo a 6000xg (0 en Multifuge 3 L-B Haeraeus a 4300
rpm), 15 min a 4°C en 2 tubos Falcon de 50 mL (para cada plismido) o en 1 tubo

de centrifuga de vidrio de 250 mlL.

8.- Eliminar el sobrenadante con mucho cuidado por mversion. Fl pellet se

puede mantener 24 h a -20°C.

9.- Resuspender el pellet con 10 mL de tampoén P1. Mezclar por vorteo o
pipetear “up/down” para resuspender. Debe resuspenderse muy bien y que no

queden grumos.

10.- Anadir 10 mL de tampon P2. Mezclarlo por mversion 4-5 veces.

Incubar a temperatura ambiente 5 min.

11.- Pasarlo a tubos de centrifuga corex de 30 mL..

12.- Anadir 10 ml de tampén P3. Rapidamente mezclarlo por mversion 4-5

veces. Incubar en hielo 20 min.

13.- Centrifugar a > 20.000xg 30 min a 4°C, mezclando por mversion justo

antes de centrifugar.

14.- Equilibrar la columna QIAGEN-tip-500 llenandola con 10 mL de
tampon QBT y dejaindolo que se filtre por gravedad. Una vez equilibrado, descartar

el QBT.

15.- Recuperar el sobrenadante, que es donde se encuentra el DNA

plasmidico. Se limpiaran, habiendo dos formas para ello:
- Por filtraciéon en lana de vidrio: mojamos un poco de lana de vidrio en Repel-

silane ES® (Plus-one) y se introduce en una jeringuilla de 20ml. Se lava 2 veces

93



con dH.O (para eliminar el exceso de silane). Se filtra el sobrenadante,

recogiendo el filtrado en un tubo Falcon.
- Por centrifugacion: se recoge el sobrenadante en un nuevo tubo corex y se
centrifuga a > 20.000xg 30 min a 4°C, mezclando por mversion justo antes de

centrifugar.

16.- Llenar la columna pre-equilibrada con el filtrado o el sobrenadante del

paso anterior y dejar que se filtre por gravedad. Descartar el filtrado

17.- Lavar 2 veces el QIAGEN-tup-500 con 30 mL de tampon QC.

Descartar el filtrado.
18.- Eluir el DNA plasmidico con 15 mlL de tampon QF y recoger el filtrado
en un tubo corex de 30 ml. Se puede parar el proceso si mantenemos el eluido a

42C aunque no se recomienda exceder las 16 h.

19.- Precipitar el DNA plasmidico con 10,5 ml de isopropanol a temperatura

ambiente (0,7 volimenes), mezclando cuidadosamente por inversion.

20.- Centrifugar a 15000xg 30 min 4°C, marcando previamente en el corex a

qué lado se depositara el pellet.

21.- Eliminar cuidadosamente el sobrenadante por inversion por el lado
opuesto a donde se encuentre el pellet. Las dltimas gotas elimiarlas con una
micropipeta.

22.- Lavar con 5 mL de etanol 709 a temperatura ambiente.

23.- Centrifugar a 15000xg 30 min 4°C, marcando previamente en el corex a

qué lado se depositara el pellet.
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24.- Eliminar cuidadosamente el sobrenadante por mversion por el lado
opuesto a donde se encuentre el pellet. Las dltimas gotas eliminarlas con una

micropipeta con mucho cuidado de no llevarse el pellet.

25.- Secar el pellet de 5-10 min a temperatura ambiente y/o bajo un foco de

luz.

26.- Resuspender el DNA en 500 pl. de dH-O 6 de TE (1X). Para hacer
transformaciones o para congelar a -20°C es mejor resuspender en dH.O pero

para almacenarlo largos periodos de tiempo a -80°C es mejor en TL.

27.- Poner 10 min a 65 °C. Hacer una alicuota a dilucion 1:200 y medir la
densidad 6ptica. Calcular asi la concentracion del plasmido recuperado. Someterlo

a electroforesis en un gel de agarosa al 1% para ver en qué estado se encuentra.

12-EMPAQUETAMIENTO RETROVIRAL EN HEK 293

Se usan vectores retrovirales ectopicos deficientes en la replicacion para

transferencia de genes en células hematopoyéticas progenitoras.

Fl virus es producido por una co-transfeccion transitoria de células 293T con
un vector retroviral que expresa el gen de interés y un plismido gag-pol-env con
funciones de empaquetamiento que expresa estas tres proteinas principales del
genoma retroviral. Gag es una poliproteina, acronimo de Antigenos de Grupo, y se
refiere a las proteinas del ndcleo estructural del retrovirus. Pol se refiere a la
transcriptasa reversa, la cual transforma el ARN a ADN, que tiene también
actividades de integrasa y RNasaH, Env se refiere a las glicoproteinas de la cubierta,

que determinan el tropismo viral.

El vector retroviral varia dependiendo de la aplicacion y diseno de
construccion. En este estudio hemos usado MSCV 2.2 (Clontech). El plasmido de

envoltura usado es el estandar EcoPack (Clontech).
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Transfeccién y recuperacion del sobrenadante viral

Materiales:
- Linea celular HEK 293
- DMEM 1X
- Soluciéon penicilina/estreptomicina 10X
- FBS 10%
- Reactivo de transteccion 7TransI'T-1T'1
- Placas de cultivo de 6 cm

- Jeringas y filtro 0,22 Im

Procedimiento:

1.- La tarde anterior a la transformacion, sembrar células HEK 293 a 3-5.10°

por placa.

2.-La siguiente tarde revisar la confluencia ya que deberian estar entre 70-
90%.
- Preparar mezcla de transfeccion: 90 pL. reactivo 7ransIT-L'T1 y 3,0 ml medio
libre de suero.
- Esperar 5 - 15 min.
- Agregar: 10 pg plasmido Ecopack y 20 pg vector retroviral MSCV 2.2.
- Incubar durante 30 min.
- Agregar 31 ml de medio completo.

- Aspirar completamente el medio de cada placa y anadir 4 ml por placa de 6 cm.

3.- La siguiente manana remplazar el medio con 1,15 ml de medio de cultivo
completo.

4.- Al cabo de 24 - 26 h recuperar el virus contenido en el sobrenadante

aspirando con una jeringa de 10 mL y filtrar a través de un filtro 0,22 pum. Congelar
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en alicuotas de 200 pl. en nitrégeno liquido. Fl sobrenadante puede guardarse a -
80°.

NOTA: La viabilidad celular y la titulacion viral decrecen después de 26 h.
Es posible realizar una segunda recoleccion 24 h mas tarde, aunque se obtiene

menor rendimiento.

13- TRANSFECCION CON VECTORES ADENOVIRALES

Para estudiar el efecto de las mutaciones que alteren el procesamiento de
APP, como es el caso de las mutaciones de PSEN1 en modelos celulares, se
coexpresa APPswe. Lsto facilita la deteccion de cambios en los niveles de
generacion de AP42/AB40 inducidos por las mutaciones problema. Se usaron
vectores adenovirales para expresar la proteina APPswe y la proteina no mutada
APPwt. Un vector control B-gal expresaba la proteina B-galactosidasa como control
de transduccion. Los plasmidos correspondientes se obtuvieron de lisados de
células HEK 293 infectadas con adenovirus de Bgal, APPwt, y APPswe que se
habian mantenido congelados a -80°C (lisados cedidos por Bryce Sopher,
Universidad de Kentucky, Lexington USA). El adenovirus de Pgal permite

comprobar la eficiencia de transfeccion por la actividad Pgalatosidasa.

13.1.- Titulacién de particulas adenovirales en HEK 293

Los lisados se sometieron a dos ciclos de descongelacion/congelacion para
completar la lisis de todas las células. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min y
se alicuotaron los sobrenadantes a -80°C (descongelaciones repetidas causan

pérdida de actividad).

Para la titulacion se ifectaron HEK 293 en placas de 96 pozos con
diferentes diluciones de los lisados, desde 10" a 10™". Durante 10 dias se controlo la
aparicion de calvas, indicadoras de lisis celular, para asi calcular las unidades

formadoras de placa (PFU). En todas las placas de titulacién se destinaron pozos
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control sin virus para evaluar el crecimiento y muerte celular.

Todas las titulaciones se hicieron por duplicado y se empleé como valor de

PFU el promedio de ambas placas:

13.2.- Transfeccién con vectores adenovirales en MEF

Procedimiento:

1.- Sembrar los pozos a infectar para que estén aproximadamente al 70% de

confluencia al dia siguiente, en que se realizara la infeccion.

2.- Colocar las alicuotas de lisados adenovirales en hielo.

3.- Calcular el valor de multipliciddad de infeccion (MOI) en cada pozo de

acuerdo a la titulaci6n previa del lisado y a las células sembradas.

Para deducir la cantidad de virus que se necesita para determinado MOI se
usa la siguiente formula: Volumen de lisado viral/MOI= ntimero de células x MOI/
PFU.

4.- Ijecutar las diluciones respectivas en tubos pequenos empleando el

mismo medio.

5.- Aspirar el medio de cultivo de las placas y agregar las diluciones segan el

MO respectivo disueltas en el medio respectivo.

6.- Colocar las placas ya infectadas a incubar entre 2 a 6 h.

7.- Aspirar el medio y anadir medio de cultivo nuevo.

8.- Colocar las placas nuevamente a incubar durante 24 h.
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13.3.- Cuantificacion de la transfecciéon en MEF por deteccién de R galactosidasa

Para evaluar la eficacia de la transfeccion con los vectores adenovirales en
células MEF, se realizaron pruebas control en MEFwt. Se midi6 la actividad
enzimatica de R galactosidasa mediante el uso del sustrato 5-bromo-4-chloro-3-
mdolyl-R-D-galactoside (X-gal):

Materiales y procedimiento:
- Preparacion del sustrato

Solucién madre de X-gal (40X)

40 mg/ml en dimetilformamida

Se conserva protegido de la luz en contenedor de vidrio a -20°C.

Tampodn de reaccion X-gal

35 mM ferrocianido de potasio
35 mM ferriciamido de potasio
2 mM MgCl
0.029% Nonidet P-40 (NP-40) (diluido desde una solucion al 109)
0.019% deoxicolato sodico (diluido desde una solucion al 10%) en PBS
Se conserva a temperatura ambiente protegido de la luz.
- Sembrar las células MEFwt a 1x10".
- Al dia siguiente retirar el medio, y fijar con gluteraldehido al 0,50% en PBS e
mcubar 10 min a temperatura ambiente.
- Realizar 3 lavados suaves con PBS 1X los 2 primeros rapidamente y el altimo
con incubacion durante 5 min.
- Anadir el sustrato X-gal 1X, diluido en tampén de reaccion:
- Incubar durante la noche a 37°C.

- Visualizar al microscopio la reacciéon en color azul y guardar a 4°C.
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14.- INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

La técnica de Western blot permite la deteccion de proteinas especificas de
lisados biologicos o soluciones proteicas, mediante la separacion por electroforesis
Junto a un estandar de pesos moleculares, su transferencia a membranas (“blotting”)
y su posterior deteccion tras la unmion a los anticuerpos correspondientes. Se

obtienen resultados semicuantitativos (referidos a una proteina control).

Soluciones:
Tampoén Electrolito: Tris base 0.025M + glicina 0.192 M+SDS 0.1% (R'T):
Stock = 10X = pasar a 1x para utilizar en western (900 mL. H20 + 100 mL
tampon 10x)
60,6 g Tris base
288,2 ¢ Glicina (mw=75.07) (SIGMA G-4392, 500g)
20 g SDS (o bien 100 mL solucion al 209 SDS)
2 LH.O
Tampoén de Transferencia: Tris base 0.025M + glicina 0.192 M + metanol 20%
(conservar a 4°C):
Stock = 5X = poner 3 L. dH.O + 1 L metanol + 1 L transfer 5x
15,14 g Trnis base
72 g ghcina
4 L. dH.O
1 L. metanol
Tampoén T-TBS
1 L tampon TBS 1X: diluir 10 veces el TBS 10X
I mL Tween 20 con punta cortada
Solucion 1: Tris base 0.75M + SDS 0.2% (R'T)
45,4 g Tris base (mw 121,14) (BIO-RAD 161-0719, 1Kg)
500 mL H.O. Ajustar el pH a 8,8 con HCI fumante
1 g SDS (FLUKA 71729, 500g)
Solucion 3: Tris base 0.25M + SDS 0.2% (R'T)
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15.14g Tris base
500 mL H.O. Ajustar pH 6,8 con HCI 37%
1 g SDS
Persulfato amonico 13% (PSA) (a 4°C)
6,5 g persulfato aménico (BIO-RAD 161-700, 10 g)
50 mL H.O
TEMED (RT)
Se utiliza directamente (BIO-RAD 161-0800, 5 mL)
Tampon de carga 3X: (se guarda en alicuotas de 0,5 mL a -20°C)
1,5 g SDS
30 mg DTT (SIGMA D-9779, 1g)
10 mg BPB
12,8 mL H.O.
Una vez disueltos los productos, anadir:
1,2 mL NaP1 0.5 M, pH 7 (0,0 M Na.HPO. + 0,5 M NaH.PO.) + 6 mL
glicerol (MERCK 1.04094.1000)
Tampon TBS: Tris 0,02 M + NaCl 0,150 M (a 4°C)
Se prepara 10X
24,2 g Tris base
Ajustar el pH a 7,5
87,6 g NaCl
1 L HO
Tampon de stripping : Tris-HCL 62,5 mM + SDS 2% + B-mercaptoetanol 100 mM

Procedimiento:

Preparacion de las muestras

Homogenizar los tejidos o cultivos celulares con tampén de lisis RIPA (10
mM PBS, 19% IGEPAL, 0,5% deoxicolato sédico, 0,1% dodecil sulfato sodico)
suplementado en el momento de uso con un coctel de mhibidores de proteasas

(Complete, Roche), e inhibidores de fosfatasas (5 mM ortovanadato sodico y 5 mM
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fluoruro sédico). Se anade 150 ul de la solucion de hisis por cada 10 mg de tejido o

por cada frasco de cultivo T75.

- Descongelar las muestras y sonicar en 4 rondas de

~

5 s para romper los

nucleos (ciclo 1, amplitud 80). Los tubos con las muestras deben estar siempre

sumergidos en hielo. Centrifugar a 12000 xg, 20 mun, a 4°C. Recoger el

sobrenadante y conservarlo alicuotado a -20°C.

Determinacién del contenido total de proteinas

- Cuantficar la proteina total de las muestras homogenizadas por el método de

Bradford. Preparar eppendorf para cada muestra y anadir 795 ul de agua y 5 pl

de muestra (volumen final de 800 pl).

- Preparar la recta patron con albimina de suero bovino (BSA) (solucién stock

BSA de 0,2 mg/mL, conservada a -20°C).

Recta patrén BSA Bradford
ug BSA | uL BSA pl. agua
stock

0 0 800
1 5 795
2 10 790
4 20 780
8 40 760
16 80 720
20 100 700
30 150 650

- Anadir 200 pL del reactivo Bradford a todos los eppendorfs preparados (muestra

y patrén), se homogenizan con vortex y en placa de 96 pocillos se anaden 200

ul/pocillo por triplicado.

- Se determinan las absorbancias y se calculan las concentraciones de proteina de

cada muestra (ug/ull) a partir de la recta patron en cada placa.
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Preparacion de las muestras a cargar

- Calcular el volumen de muestra correspondiente a la cantidad que queremos
cargar de proteina, usualmente entre 20-60 ug segin sea la proteina, en funciéon
de la concentraciéon obtenida en el lisado micial. El tampén de carga se anade
preparado a una concentracion 3X, y se igualan todos los volamenes con dH.O
para dar la solucion final de tampoén fostato 0,6 M, 20% glicerina, 49% dodecil
fostato sodico (SDS), 10% ditiotreitol (DTT) y 0,05% azul de bromofenol. Se
mantendra la misma cantidad de proteina total y el mismo volumen final para

todas las muestras de cada ensayo.

- Se descongelan en hielo las muestras a analizar y se preparan para el western con

los volimenes ya calculados de muestra, tampon de carga y dH-O.

- Hervir las muestras preparadas durante 5 min en el termoblock a 100°C
para desnaturalizar las proteinas. Durante este tiempo se prepara el tampon
electrolito a partir de una solucion 10X (0,25 mM Tris-base, 1,92 mM glicina,

196 SDS), diluyendo con dH:O.
Electroforesis en gel

Preparacion de los soportes

- En primer lugar se lavan los cristales con etanol y después con dH:O.

- Colocar el cristal mas pequeno sobre el grande que contiene los espaciadores
(sindwich de placas de vidrio). Se monta en el armazén correspondiente. Se han
utilizado geles de 1,5 mm de espesor y 15 pocillos o de Imm de espesor y 10

pocillos.

Preparacion del gel separador

- EKl gel se prepara con acrilamida en porcentajes adecuado al peso molecular

de las proteinas a separar (ver tabla), en un tubo Falcon de 50 mL.
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Percent acrylamide Size range transferred

(resolving gel) (~100% efficiency)
5-7 29-150 kD
8-10 14-66 kD
13-15 <36 kD
18-20 <20 kD

- Se vortea y se anade TEMED y PSA en el ultmo momento antes de se anaden

justo antes de anadir la solucién entre los cristales porque polimerizan rapido.

Gel separador (acrilamida)

x1 gel 6 % 7% 8% 10 % 12 % 15 %
Solucién 1 (RT) | 5 mL 5> mL 5> mL 5> mL 5> mL 5> mL
Acrilamida 30% | 2 mL 24mL | 2,8mL |3,4mL |4 mL 5 mL
4°C)
dH:O (RT) 3 mL 2,6 mL | 2,2mL | 1,6 mLL | 1 mL 0 mL
TEMED (4°C) | 14 L. [4ul | 14ul | 14pl | 14pL | 14pL
PSA 3% (4°C) | 50 uL. S50ul. [ 50ul. | 50pul |50 ul. | 50 ul

Nota: RT= temperatura ambiente

- Tirar la solucion de acrilamida preparada entre los dos cristales hasta la marca
(donde lo verde). Un residuo de la solucion en el tubo permite visualizar la
polimeracion, para anadir posteriorment el gel concentrador (stacking).

- Una vez se ha anadido el gel separador, se anade por encima isopropanol,
aproximadamente 200 ul,, para evitar la tension superficial, las burbujas y también

conseguir que el gel quede recto.
Preparacion del gel concentrador
- Se prepara el gel stacking en un Falcon de 15 mL vy se vortea. De nuevo, TEMED

y el PSA se anaden justo antes de anadir el gel a los cristales porque polimerizan

rapido.
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Stacking gel (concentrador)
Acrilamida(42C) 0,55 mL

Solucién 3 2 mL
dH:O (RT) 1,5 mL
TEMED (4°C) 10 uL
PSA 3% (4°C) 20 uL

- Cuando el gel separador ya ha polimerizado se saca por decantacion el
1sopropanol (restos eliminar con papel filtro). Se anaden el TEMED vy el PSA al

stacking y se tira sobre el primer gel.

- Poner el peine inmediatamente y dejar polimerizar (2 min).

Preparacion del soporte de electroforesis

- Sacar el sindwich de placas del armazon verde, y Colocar el sandwich con el gel
en el armazon de electrodos (verde y blanco) con el cristal mas pequeno de cara al
mterior y el mas grande hacia a fuera.

- Deslizar el armazon de electrodos cargado con el sandwich de placas en el marco
de sujecion y empujar bien hacia abajo el armazon de electrodos mientras se
bloquean las dos palancas del marco de sujecion.

- Introducir el marco de sujecion en la cubeta de electroforesis (rojo con rojo y
negro con negro).

- Llenar la cubeta, comenzando por el centro con tampon electrolito 1x y

finalmente quitar el peine.

Carga de las muestras

- Comprobar que no ha quedado acrilamida dentro de los pocillos del saindwich
porque si no se podria perder muestra al cargarla (para sacarla se usa la pipeta de
carga y se anade buffer de electroforesis a los pocillos).

- Para cargar usar la jeringa Hamilton o puntas MultiFlex Roud Tips.
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- En primer lugar se cargan 8 ul. del marcador de pesos moleculares y después el
volumen previamente calculado para cada una de las muestras, en los pocillos

correspondientes.

Electroforesis

- Se coloca la tapa a la cubeta de electroforesis asegurando las conexiones: rojo
CON rojo y Negro con negro.

- Conectar la fuente.

- Correr el gel a X Voltios durante X tiempo (depende del anticuerpo) hasta que
el BPB llegue al final pero sin que se salga del gel. El paso de corriente se

comprueba por las burbujas que se generan.

Transferencia

Preparacion de la membrana

- Cortar la membrana de poliviniidene difluoride (PVDF) (Imobilon TM-P,
Millipore Corp.) a la medida del gel, y hacer un corte en esquina arriba-derecha
para identificar posicion de las muestras.

- Preparar dos bandejas pequenas.

- Humedecer la membrana PVDF en metanol, para activarla, durante 30 s en
agitacion.

- Equilibrar membrana con buffer transferencia durante 2 min para hidratarla

(después del metanol).

Preparacion de la transferencia

- Preparar dos bandejas grandes para preparar el casete de trasferencia.

- Anadir tampén de transferencia (ya preparado, en frio) y poner los cristales con
el gel. Se desenganchan los cristales del gel con la cuna y se desecha la parte del
gel con los pocillos y el frente. Con el tampon de transferencia se equilibra el

gel.
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- Llenarla con tampon de transferencia y poner 4 papeles Whatman y 2 esponjas
por cada gel.
- Se monta el casete de transferencia sobre la parte negra en la bandeja donde se
ha estado humedeciendo:

e Negro

e Ksponja

e Papel Whatman

e Gel (como se ha cargado - con el loader a la 1zquierda)

e Membrana de PVDF 0,45 m (girada - corte a la izquierda)

e Papel Whatman

e Lsponja

e Blanco
- Se cierra el casete de transferencia y se mete en la cubeta de transferencia segin
los electrodos (pestania blanca hacia arriba), ya que las proteinas estin cargadas
negativamente y migraran hacia el polo positivo (rojo) de la unidad de transferencia
(negro con negro y rojo con rojo). Asegurarse de que el casete se ha insertado con
la membrana situada hacia el polo positivo (rojo) vy los geles hacia el negativo
(negro).
- Anadir tampon de transferencia hasta marca blotting, poner en el fondo de la
cubeta una pastilla de agitacion y en el otro lado un bloque de hielo. Hacer
transferencia en frio y con agitacion durante 1 h a 100 V. Se puede hacer por

amperaje 1:30 h a 400 mA (0’4 A), ya que de este modo es constante.

Tinci6n con Ponceau

La tincién de la membrana con rojo Ponceau es opcional, pero permite
visualizar la transferencia de proteinas totales. Se activa la membrana en metanol
durante 3 min. Lavar en PBS 2x10 min. Incubar 4 min en rojo Ponceau hasta que
la membrana esté completamente tenida. Lavar en agua hasta que se puedan ver las

bandas. Lavar en PBS 2x10 min. Lavar en T-TBS.
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Deteccién mmunoléogica

Bloqueo

- Al finalizar la transferencia se desmonta el casete y se activa la membrana
con metanol durante 3 min en una cubeta y en agitacion.

- Realizar 3 lavados de 5 min con T-TBS en agitacion (para equilibrar), y
preparar solucion de bloqueo (preparar solucion fresca cada vez).

- Solucion de bloqueo segun la proteina a detectar T-TBS con 5% de leche
en polvo en proteinas no fosforiladas, y T-TBS con 5% BSA en proteinas
fosforiladas.

- Incubar membrana durante 1 h con la solucion de bloqueo y en agitacion.

- Realizar 3 lavados de 5 min con T-TBS para eliminar restos de leche.

Anticuerpo primario

- Preparar la solucion de anticuerpo primario a la concentracion adecuada
en la solucion de bloqueo que se ha utilizado.

- Introducir la membrana en el tubo Falcon mediante pinzas, colocando la
cara que estuvo en contacto con el gel (donde se transfirieron las proteinas) hacia el
mterior del tubo, para estar en contacto con el anticuerpo. Mirar que no queden
burbujas.

- Incubar la membrana a 4°C durante la noche, en agitador de tipo roller.

- Al dia siguiente sacar la membrana del Falcon y realizar 3 lavados con T-
TBS durante 10 min en agitacion para eliminar el exceso de anticuerpo.

- Anadir 5 pl. (1:1000) de azida sodica 169 al Falcon que contiene el
anticuerpo primario para poder conservar en nevera. Se prepara concentrada (16 g

/100 mL dH.O).

Anticuerpo Secundario
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- Durante los lavados se prepara la solucion de mcubacion del anticuerpo
secundario (ver tabla) en un tubo Falcon de 50 mL al que anadimos 5 mL de la
solucion de bloqueo (T-TBS + 5% leche/BSA) que se preparé el dia anterior

(dura dos dias en la nevera).

Anticuerpo secundario Dilucion de Casa comercial
trabajo
Anti- Mouse Ig Peroxidase 1:2000 Sigma Chemical

Linked antibody

Anti- rabbit IgG, 1:2000 (2,5 ul. | Sigma Chemical
Horseradish Peroxidase en b ml)

Linked whol antibody

Anti-rabbit IgG Peroxidase- 1:5000 (1 uL Amersham, GE
Linked antibody en b ml) Healthcare,
NA934V

- Incubar la membrana durante 1 h a temperatura ambiente en el agitador roller.

- Realizar 3 lavados de 5 min en T-TBS a temperatura ambiente en agitacion para

eliminar el exceso de anticuerpo.

Revelado

El proceso de revelado se realiza por deteccion quimioluminiscente la cual
requiere la incubacion de la membrana con un sustrato, que emitira luminiscencia

al ser expuesto al reportador que trae unido el anticuerpo secundario.

La luz emitida es captada por una pelicula fotografica o, mas recientemente,

por camaras CCD, que toman una imagen digital del Western blot. Para ello se

utilizo el equipo Versadoc.
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Se analiza la 1magen por densitometria para evaluar la cantidad relativa de
mancha y cuantifica el resultado en términos de densidad optica. Esta cuantificacion
se realizé con el programa Quantity One permite realizar andlisis mas profundos si

se aplican ciertos estandares, como la obtencion del peso molecular.

Conservacion de la membrana

Guardar o incubar de nuevo

- Al finalizar la deteccién se lava la membrana con T-TBS (3 lavados de 5 min).

- La membrana posteriormente se puede incubar con otro anticuerpo primario o
bien mactivarla con metanol durante 1 min en agitacion y dejarla secar sobre
papel de filtro para guardarla a 4°C hasta que vuelva a usarse, entre dos papeles

Whatman y envuelta en papel de aluminio hasta su proximo uso.

Stripping de la membrana

- Si la membrana estaba seca, primero hay que activarla 1 min en metanol y lavar
con T-TBS durante 10 min.

- Incubar la membrana con el tampon de stripping dentro de un recipiente
hermético en un bano a 50°C durante 30 min.

- Lavar con T-TBS 3x 10 min o 2x 15 min a RT con agitacion.

- Bloqueo e incubacion con el correspondiente anticuerpo primario.

15.- DETECCION DE PROTEINAS OXIDADAS POR OXYBLOT

El estrés oxidativo modifica la actividad de las proteinas y las hace mas
susceptibles a la degradacion. Los radicales hibres derivados del O. afectan a las
proteinas modificando algunos aminoacidos, mediante la formacién de puentes
disulfuro en cisteina, o introduciendo grupos carbonilo (aldehidos y cetonas).

Estos grupos carbonilo se pueden detectar por Western blotting. Al derivatizar las

muestras con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), los grupos carbonilos quedan
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marcados con 24-dmitrofenilhidrazone (DNP). Después de la electroforesis y
transferencia, las proteinas carboniladas se detectaran con anticuerpos especificos
contra DNP. Se ha usado el kit de deteccion de oxidacion proteica: OxyBlot™
Protein Oxidation Detection Kit (Millipore).
Procedimiento

Excepto por la derivatizacion de las muestras, se procede de la misma
manera que en el apartado anterior en donde se explica el proceso general del
Western Blot.

Proceso de derivatizacién

Para la derivatizacion de las muestras se utilizan los reactivos presentes en el

kit OxyBlot, asi como el protocolo aconsejado por el fabricante.

l.- En tubos eppendorfs de 0,75 uli: 5 pl total de solucion (20 pg de
proteinas + dH.O). Alguna muestra se prepara por duplicado para tener control
negativo.

2.- Denaturalizar todas las muestras anadiendo 5 pl. de SDS 12%.

3.- Dertvatizar las muestras con: 10 ul. de DNPH a cada muestra, y 10 uL. de

solucion de derivatizacion control a los controles negativos.

4.- Incubar a temperatura ambiente durante 15 min (no pasar de 30 min).

5.- Anadir 7,5 pl. de la solucién de neutralizacion.

6.- Anadir 1-1,5 pl. de 2-mercaptoetanol.
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Una vez derivatizadas las muestras se carga el gel de polhiacrilamida y se sigue
con el procedimiento de un Western blotting normal, como se indica en el punto

anterior.
Marcaje y revelado

.- Tras la transferencia las membranas se mcuban 60 min a temperatura
ambiente en tampoén de bloqueo: 196 BSA en PBS con Tween-20 (PBS-T, 0,1%
Tween-20 (v/v) en PBS).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 min con 10 mL de PBS-T

3.- Incubacién con anticuerpo primario (1:150 diluido en 1% BSA/PBS-T)
- Opcion 1: durante 1 h a temperatura ambiente.

- Opci6n 2: durante la noche a 4°C. (Ambos casos en agitacion).

4.- Lavados con PBS-T (a temperatura ambiente)
- Enjuagar dos veces.
- Lavar durante 15 min.

- Lavar dos veces durante 5 min.

5.- Incubar las membranas durante 60 min con el anticuerpo secundario en

una solucion de 19 BSA/PBS-T con una dilucion del secundario de 1:300.

6.- Lavados con PBS-T.
- Enjuagar dos veces.

- Lavar durante 15 min, (a temperatura ambiente).

7.- Revelado como se explica en el apartado anterior.
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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CAPITULO 1:

ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO Y LAS ALTERACIONES
MITOCONDRIALES EN CULTIVOS DE ASTROCITOS SENESCENTES
SAMPS. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON SUERO DE RESTRICCION
CALORICA.
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Como primer objetivo se estudié el modelo celular de astrocitos senescentes
de ratones SAMPS8. Se caracterizé el estado de estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial de cultivos primarios de astrocitos, con el objeto de comprobar su
validez e interés como modelo n vitro de senescencia y envejecimiento cerebral
patologico. Como astrocitos control se utilizaron cultivos de astrocitos de ratones

SAMRI.

Para completar la caracterizacion se analizo la capacidad de respuesta a un
tratamiento de la restriccion calérica (CR), con conocidos efectos protectores contra
patologias asociadas al envejecimiento cerebral y sistémico. Para realizar el
tratamiento in vitro se utilizé suero de ratas sometidas a restriccion calérica durante
6 meses, con una disminucion del 309% de su dieta diaria y una pérdida del 20% de
peso corporal. El suero para el tratamiento control se obtuvo paralelamente de ratas

alimentadas ad libitum (AL).

Se realizaron ensayos funcionales y también anilisis de los extractos
celulares. In todos los casos, los experimentos se realizaron en 4-6 cultivos
mdependientes. Se muestran los resultados como media £ ESM. Los andlisis
estadisticos se realizaron con ANOVA seguida del test de Bonferroni. Entre las

1magenes microscopicas obtenidas se seleccionaron las mas representativas.

1. RESULTADOS

1.1.- La restricciéon calérica disminuy6 la generaciéon de radicales libres de

oxigeno

El estrés oxidativo en los cultivos primarios de astrocitos SAMP8 ha sido
cuantificado mediante evaluacion de la actividad oxidativa intracelular empleando
diacetato de 27,7 -Diclorofluorescina (DCFH-DA) que mide la generacion de
ROS.
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En primer lugar se analizaron los niveles basales de ROS en cultivos SAMRI1
y SAMPS8 en condiciones basales y después de una lesion con peroxido de
hidrogeno 500 uM, durante 24 h. El mismo experimento se repitid con un

tratamiento previo de suero de restriccion calérica al 109% durante 48 h.

Se ha encontrado que los SAMPS8 son mas sensibles a la formacion de
radicales peroxidos y por lo tanto tienen un mayor grado de estrés oxidativo. los
astrocitos SAMPS8 mostraron mayores niveles de ROS que las SAMRI1 (Fig. 9). Las
diferencias entre los dos cultivos fueron mas bajas después de la lesion oxidativa
causada por peroxido de hidrogeno, que aumento en gran medida la generacion de
ROS como fue probado por la fluorescencia de las moléculas de DCF generadas
(ANOVA indic6 un efecto de la cepa F(1,63) = 6,412, p = 0,0138; F(1,63) y
peroxido de hidrogeno = 98,87, p <0,0001).
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Figura 9. Estrés oxidativo en astrocitos SAMP8. Los astrocitos SAMPS resultaron mas
sensibles que los SAMRI a la formacion de radicales peroxidos y por lo tanto tienen un mayor
grado de estrés oxidativo, indicado por la técnica de DCFH-DA. El tratamiento de peréxido de
hidrégeno 24 h, mcrementé la generacion de DCF en ambos cultivos. FU, unidades de
fluorescencia. FEstadistica: *p<0.05 comparado con SAMRI, ###p<0.001 comparado con el

tratamiento control.

CR redujo la generacion de ROS en los astrocitos SAMRI1 tratados con
peroxido de hidrogeno (Fig. 10), mientras que los efectos protectores de CR en
SAMPS fueron mayores en condiciones basales (ANOVA indicé la importancia de

la cepa en las condiciones de control y de peréxido de hidrégeno, F(1,42) = 11,24,

116



p = 0,0017 y F(1,51) = 6,269, p = 0,0155, respectivamente, y un efecto de

tratamiento CR contra peroxido de hidrogeno, F(1,51) = 6,072, p = 0,0171).
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Figura 10. Efecto del tratamiento de restricciéon calérica sobre el estrés oxidativo en astrocitos
SAMPS. Los astrocitos SAMP8 presentaron una tendencia a la reduccion de generacion de ROS.
Los astrocitos SAMRI1 sometidos a lesion con peroxido de hidrogeno redujeron significativamente
la produccién de ROS ante el tratamiento con CR. Estadistica: *p<0.05 comparado con SAMRI,

#p<0.01 comparado con el tratamiento control.
1.2.- La restriccién calérica disminuy6 la carbonilacién de proteinas

La presencia de proteinas oxidadas fue significaivamente mayor en los
astrocitos SAMPS, como se muestra por el andlisis de grupos carbonilo (Fig. 11).
Los niveles de proteinas oxidadas en SAMPS8 estaban cerca de los valores de
SAMRI después del tratamiento con CR (ANOVA indico significacion de cepa,
F(1,32) = 6,729, p = 0,0142).

1.3.- La restriccion calérica aumento la defensa antioxidante

Los niveles del enzima antioxidante mitocondrial aconitasa 2 mostraron una
tendencia a disminuir en los astrocitos SAMPS y un aumento significativo después
del tratamiento con CR (Fig. 12). El aumento de niveles enzimaticos inducido por

CR no se observo en los astrocitos de la cepa control SAMRT(ANOVA indic6 una

mteraccioén de cepa por tratamiento, F(1,22) = 5,975, p = 0,230).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 11. Presencia de proteina carboniladas posterior al tratamiento con suero de

restriccion caldrica: SAMPS8 presenté una oxidacion proteica significativamente mayor que

SAMRI1 con una tendencia a la disminucién de dicha oxidacion posterior al tratamiento con suero

de restriccion calérica. Se muestra una membrana de Oxyblot representativa y la correspondiente

tincion de proteinas totales con Coomassie blue, que se usé para normalizar los resultados en

unidades arbitrarias (AU). Estadistica: *p<0.05 comparado con SAMRI.
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Figura 12. Niveles del enzima antioxidante mitocondrial aconitasa 2. SAMPS8 mostré una

tendencia a niveles disminuidos de aconitasa 2 y un aumento significativo después del tratamiento

con CR Estadistica: ##p<0.005 comparado con el tratamiento control.
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1.4.- La restriccién calérica no protegié de la disminuciéon de potencial de

membrana mitocondrial

Para el estudio de la funcién mitocondrial se han evaluado los cambios
basales del potencial de membrana mitocondrial (PMM) mediante la utilizacion de

rodamina 123 y también de TMRM/NAO.

Ha resultado que la captacion de rodamina se encuentra disminuida
significativamente en los SAMPS8 en comparacion con el control SAMRI, lo que

mdica una disminucion del PMM (Fig. 13).
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Figura 13. Disminucion del potencial de membrana mitocondrial en SAMPS. La captacion
de rodamina 123 resulté significativamente disminuida en los astrocitos SAMPS8 en comparacion

con los SAMRI. Estadistica: *p<0.05 comparado con SAMRI.

SAMPS también mostré6 una disminucion de PMM en comparacién con
SAMRI1, empleando la técnica de TMRM / NAO (Fig. 14). Esta diferencia no se
ha mejorado por CR (ANOVA indic6 un efecto de la cepa F(1,18) = 15,20, p =

0,0011, y ningtn efecto significativo del tratamiento CR).
Ademas, los astrocitos SAMPS8 tienen severas deficiencias del complejo

respiratorio III como se proboé mediante el uso del mhibidor selectivo de este

complejo, la antimicina A (Fig. 15).
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Figura 14. La disminucién del potencial de membrana mitocondrial en SAMP8 no se
protegié con restriccién caldrica. La captacion de TMRM/NAO resultd significativamente
disminuida en los astrocitos SAMPS8 en comparacion con los SAMRI sin mejora después del

tratamiento con CR. Estadistica: *p<0.05 comparado con SAMRI.

En efecto, la aplicacion de los inhibidores selectivos de los complejos
mitocondriales I (rotenona), II (TFA), IV (azida sédica), V (oligomicina), y el
desacoplador FCCP indujeron una liberacion de la rodamina 123 retemida, tras
incubacion previa, similar en astrocitos SAMRI1 y SAMPS. No fue asi con el uso de
antimicina A, que mduo una pérdida de potencial significativamente mayor en
SAMPS. Esto demuestra que los astrocitos SAMPS8 son mds sensibles a antimicina

Ay a la disfuncion del complejo I11.

CR no protegio SAMPS de la sensibilidad a antimicina A (resultados no

mostrados).

1.5.- La restriccién calérica no modificéd la masa mitocondrial

Il NAO como indicativo de la masa mitocondrial no mostré cambios

significativos entre SAMRI y SAMPS8, ni con el tratamiento con CR (Fig. 16).
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Figura 15. Efecto de mhibidores selectivos de los complejos mitocondriales. Los astrocitos
SAMPS8 demostraron ser mas sensibles a la Antimicina A y a la disfuncién del complejo 111, La
sensibilidad a los diversos inhibidores se comprob6 en astrocitos previamente incubados con
rodamina 123. El desacoplador mitocondrial FCCP se us6 como referencia. Estadistica: *p<0.05

comparado con SAMRI.
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Figura 16. Efecto del NAO como indicativo de la masa mitocondrial. No se observaron

cambios significativos relativos a  la masa celular en ninguno de los dos tipos celulares ni con el

tratamiento con CR.
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La tincién de las mitocondrias con el marcador selectivo MitoTracker Green
tampoco demostré cambios significativos de masa mitocondrial de los astrocitos

SAMPS (Fig. 17). CR no indujo modificaciones a nivel microscopico.

SAMR1-AL SAMR1-CR SAMPS8-AL SAMP8-CR

—

Figura 17. Cultivos de astrocitos tefildos con MitoTracker Green. Se muestran imagenes

representativas de cultivos SAMRI1 y SAMPS tratados con suero control (AL) y con suero de
restriccion calorica (CR). No se observan diferencias microscopicas de la masa mitocondrial teriida

con el marcador especifico MitoTracker Green.

1.6.- La restricciéon calérica protegié de la disminuciéon de proteinas de

complejos mitocondriales

SAMPS8 mostré niveles de marcadores de complejos mitocondriales
disminuido en comparacion con SAMRI, que fueron significativos para los
complejos III, IV vy V (ANOVA, factor de cepa, F(1,28) = 7,295, p = 0,0120,
F(1,28) = 5,317, p =0,0290 y F1,28 = 7,301, p = 0,0116, respectivamente).

CR mdujo una tendencia a recuperar los niveles de proteinas de los
complejos mitocondriales, principalmente del complejo mas afectado que como

bien se menciono fue el IIT (Fig. 18).

1.7.- La restriccién calérica indujo un rejuvenecimiento de los astrocitos

senescentes.

Finalmente, buscando una prueba funcional en la proteccion del tratamiento
de CR en los astrocitos SAMP8 se analizo la senescencia celular. La tincion de B-

galactosidasa, demostré un incremento de astrocitos en fase de senescencia
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RESULTADOS Y DISCUSION

replicativa en los cultivos de SAMPS tratados con suero control (Fig. 19). CR caus6
una disminucion del marcaje hasta niveles cercanos a los astrocitos SAMRI. Por
tanto el suero de CR redujo la senescencia replicativa e indujo un rejuvenecimiento

celular.
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Figura 18. Proteccién de la restriccion calérica sobre la disminucién del complejo
mitocondrial IIT en SAMP8. SAMPS8 mostré niveles disminuidos significativamente de proteinas
marcadores de los complejos mitocondriales 111, IV, y V. CR indujo una recuperacion significativa
del complejo III. Se muestra una membrana representativa de Western blot en la que se indican
las proteinas analizadas para cada complejo mitocondrial. La proteina del complejo 11 se utilizé

para normalizar los valores en unidades arbitrarias (AU). Estadistica: *p<0.05 comparado con

SAMPS AL.
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Figura 19. Efectos del tratamiento de restriccién calérica sobre la senescencia celular en astrocitos
SAMPS. Se muestran imdgenes representativas de contraste de fase (hilera superior) de los
diversos cultivos en estudio y la tincion con B-galactosidasa del mismo campo microscopico (hilera
mferior). La tincion indica senescencia replicativa en los astrocitos SAMPS. El tratamiento con CR

mdujo un rejuvenecimiento de los astrocitos SAMPS.
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92.- DISCUSION

Se han obtenido cultivos primarios de astrocitos de raton SAMR1 y SAMPS.
Previamente se demostré que estos cultivos estaban altamente enriquecidos en
astrocitos, conteniendo un 80-95% de este tipo celular (Garcia-Matas et al., 2008).
Los cultivos primarios de astrocitos mantienen en gran medida las caracteristicas de
los modelos anmimales de los cuales se obtuvieron. Asi, hemos demostrado las

caracteristicas de estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y senescencia.

A modo de discusion se remarca que los astrocitos SAMPS8 mostraron un
aumento de la generacion de ROS y la oxidacion de proteinas, los cuales son signos
de envejecimiento acelerado. La acumulacion de dano oxidativo con la edad podria
derivar en el aumento de la produccion de ROS mitocondrial desequilibrado como

respuesta celular al estrés oxidativo (Balaban, et al 2005)

Sorprendentemente, el tratamiento con CR disminuy6 la carbonilacion de
proteinas astrocitos SAMP8 aunque su generacion de ROS no se redujo
significativamente.  Curiosamente, los mniveles de la enzima antioxidante
mitocondrial aconistasa 2 fueron mayores en los astrocitos SAMPS8 después del
tratamiento con CR, pero no en los SAMRI. Esto indicaria un incremento de la
defensa antioxidante mitocondrial solo en los astrocitos con un nivel de estrés

oxidativo que compromete la funcionalidad mitocondrial.

Los tratamientos con CR vy otros agentes antioxidantes contribuyen a
mejorar el estado redox y disminuir los marcadores de dano oxidativo. Una
mvestigacion previa ha mostrado una reduccion de los niveles de carbonilo,
nitrotirosina de proteinas y de 8-1soprostano, como marcador de peroxidacion
lipidica, en un modelo in vitro similar con neuroblastoma humano SH-SYJ5Y luego

del tratamiento con CR (Hyun et al, 2006).
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Este estudio también ha demostrado un aumento de las defensas
antioxidantes y una disminucion del dano oxidativo en la membrana plasmatica de
cerebro de rata sometido a CR. Otros autores han mformado que el tratamiento

con CR 1 vivo aumenta la actividad del sistema de glutatiéon y reduce la generacion

de ROS en cerebro de rata (Ribeiro et al., 2012).

Disfunciones mitocondriales pueden ser un principal contribuyente al estrés
oxidativo relacionado con la edad vy la fragihdad de la célula. En este sentido, las
deficiencias generales que se encuentran en los complejos mitocondriales, mas

notable en el complejo 111, pueden ser la base del fenotipo senescente de SAMPS.

Una disminucion en la actividad del complejo IIT también se ha informado
en las mitocondrias a partir de homogeneizados de cerebro enteros de SAMPS8 en
comparaciéon con SAMRI a las 4 semanas de edad (Fupibayashi et al., 1998). Un
contenido reducido de ATP en el tejido del hipocampo de SAMPS edad (Xu et al.,
2007) confirma el fallo progresivo de la funciéon mitocondrial in vivo, aunque no se
encontré6 una disminuciéon del consumo de oxigeno in vitro. La eficiencia
bioenergética aumenta en las mitocondrias tratadas con CR, lo que conduce a la

generacion de menos ROS para la produccion de ATP (Lopez-Lluch et al., 2006).

Fl tratamiento CR in vitro mejor6 la maquinaria mitocondrial de SAMPS,
pero esto no fue suficiente para normalizar las alteraciones mitocondriales, como la
reduccion de PMM. De hecho, se ha informado que CR disminuye el PMM como
parte del cambio adaptativo en el metabolismo energético mitocondrial y la
resistencia al estrés oxidativo (Lopez-Lluch et al.,, 2006). En linea con mayor
eficiencia mitocondrial, una disminuciéon en el consumo de oxigeno después del
tratamiento con CR se ha demostrado en hepatocitos de rata y células Hel.a
humanas (Lopez-Lluch et al., 2006) todo el cuerpo sano (Civitarese et al., 2007) y

seres humanos obesos (Redman y Ravussin, 2011).
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La adaptacion metabolica en los seres humanos representa una reduccion
del 6% en el gasto de energia sedentaria (Redman y Ravussin, 2011). El analisis de
estos mismos cultivos de astrocitos SAMR1 y SAMPS8 demostré una disminucion
del consumo de oxigeno inducida por RC (Garcia-Matas et al., 2014). Esta
disminucién fue de un 30% en el consumo de oxigeno de los astrocitos SAMRI
similares a la disminucion del 40% encontrada previamente en rata y cultivos de
células humanas (Lopez-Lluch et al., 2006). Una disminucién también se muestra
por SAMPS, aunque no estadisticamente significativa, que fue consistente con una

respuesta de adaptacion a los cambios inducidos por CR.

Ademas CR mduce efectos rejuvenecedores en las mitocondrias SAMPS, a
saber, la restauracion parcial de organulos danados a través de la regulacion positiva
de genes para los componentes mitocondriales, mejora de vias funcionales y
proteccion contra danos adicionales a través de la regulacion positiva de las vias
antioxidantes. El ajuste del gasto energético y la mejora general de las respuestas al
estrés celular inducidas por CR parece ser la base de la mejora cognitiva reportada

en varios modelos de raton de envejecimiento y EA.

Los astrocitos estan profundamente involucrados con el funcionamiento del
cerebro, ya sea mediante el apoyo a la supervivencia neuronal y plasticidad, o
participando directamente en las vias de neurotransmision. Por lo tanto la mejora
de los astrocitos SAMPS por el tratamiento con CR sugiere la mejora cognitiva en
SAMPS después de las intervenciones 1 vivo. De hecho, la mejora en el resultado
de la prueba de evitacion pasiva por SAMPS8 se ha descrito después de un

tratamiento CR (Komatsu et al., 2008).

Se ha planteado la hipotesis de que CR retrasa la activacion de las
enfermedades relacionadas con la edad incluyendo FA. Los ratones SAMPS
muestran rasgos cerebrales de degeneracion de EA (Pallas et al, 2008). También se
presentan en los cultivos de astrocitos SAMPS (Garcia-Matas et al, 2008; Diez-Vives
et al, 2009).
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En general, el suero CR ayudo a los astrocitos SAMPS senescentes a hacer

frente a las condiciones adversas y teniendo sobre ellos un efecto rejuvenecedor.

En conclusion, los cultivos primarios de astrocitos SAMPS8 reproducen las
caracteristicas de envejecimiento cerebral patologico de los ratones SAMPS8 y son

sensibles a tratamientos protectores como el suero CR.
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CAPITULO 2:

ESTUDIO DEL ESTADO INFLAMATORIO Y LA RESPUESTA A
LIPOPOLISACARIDO DE LOS CULTIVOS DE ASTROCITOS Y DE
MICROGLIA SENESCENTES SAMPS. COMPARACION CON LA
RESPUESTA INFLAMATORIA IN VIVO.
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En el segundo objetivo se caracterizaron los cultivos primarios de astrocitos y
de microglia de raton SAMPS, como modelos para el estudio de la inflamacion
cerebral patologica en envejecimiento y Alzheimer. La microglia desempena un
papel crucial en los mecanismos de desencadenamiento de la inflamacion, con lo
cual se analizaron los cultivos de astrocitos, que siendo enriquecidos contienen un
10-159% de microglia, y los cultivos puros de microglia. Como referencia se

utilizaron cultivos de ratones SAMRI.

Ademas del estado mflamatorio basal se caracterizé la respuesta inflamatoria
al LPS, potenciada por INFy, en ambos tipos celulares. En experimentos
seleccionados se caracterizd la respuesta a TNFa. Se realizaron ensayos de
liberacion de NO y de citoquinas y se observaron los cambios morfoldgicos a nivel

microscopico.

Se completd este apartado con el estudio de la respuesta inflamatoria

cerebral in vivo al LPS, y de marcadores de inflamacion en suero de ratones

SAMPS8 y controles no senescentes SAMRI.

Los experimentos in vitro se realizaron en 4-6 cultivos independientes. Los
experimentos in vivo se realizaron en ratones de 6 meses de edad (n=5-10) y de 12
meses de edad (n=3-7). Se muestran los resultados como media = ESM. Los analisis

estadisticos se realizaron con ANOVA seguida del test de Bonferroni.

1.-RESULTADOS

1.1.- La produccién de 6xido nitrico fue potenciada por lipopolisacarido e

interferén y en astrocitos

Para evaluar la respuesta mflamatoria de los cultivos de astrocitos
SAMPS y SAMRI1 se determiné la produccion de o6xido nitrico (NO) por

determmacion de los nitritos acumulados en el medio de cultivo tras 24 h, al ser
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estimulados con distintas dosis de 3 sustancias proinflamatorias. Por una parte se uso
la combinacién de LPS a 100 ng/mL con concentraciones crecientes de IFNy (0,01,
0,05, 0,1, y 0,5 ng/mL) y LPS 2000 ng/mL + IFNy 3 ng/mL,, y por otra TNFa (0,1, 1,
10, 30, y 100 ng/mL). Los cultivos de ambas cepas de raton demostraron una
liberacion de NO similar en condiciones basales. El tratamiento de LLPS mas INFy
induyjo una marcada potenciacion de la generacion de NO, obteniendo que la
respuesta de los SAMPS8 fue sigmficaivamente mas elevada que los SAMRI,
especialmente al ser estimulados con 100 ng/mL de LPS y 0,01 ng/mL de IFNy (Fig.
20) (ANOVA indic6 un efecto de la cepa F(1,234) = 8,592, p = 0,0037 y del
tratamiento F(5,234) = 21,36, p < 0,0001, aunque sin diferencias especificas entre las

concentraciones usadas).
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Figura 20. Produccién de 6xido nitrico en astrocitos tratados con lipopolisacirido e interferén y. Se
observan valores similares de nitritos acumulados en el medio de cultivo en condiciones basales en
cultivos SAMP8 y SAMRI, durante 24 h. La respuesta a la lesion proinflamatoria de LPS e INFy
resulté mayor en cultivos SAMPS que en SAMRI. Las concentraciones se indican en ng/mL de
medio de cultivo. Estadistica: **p < 0,01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 comparado con el valor

control de la cepa correspondiente.
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1.2.- La produccion de 6xido nitrico fue potenciada por el factor de necrosis
tumoral o en astrocitos

Los cultivos de astrocitos mostraron un leve aumento de generacion de NO
por tratamiento con TNFa a concentraciones elevadas. Sin embargo no se observo
ninguna respuesta significativamente mayor en cultivos SAMP8 respecto a SAMRI
(Fig. 21) (ANOVA mdic6 un efecto del tratamiento F(5,233) = 2,793, p = 0.0180, pero

no de la cepa).
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Figura 21. Produccién de o6xido nitrico en astrocitos tratados con factor de necrosis
tumoral a. Se observan valores similares de nitritos acumulados en el medio de cultivo en
condiciones basales en cultivos SAMPS y SAMRI, durante 24 h. La respuesta a la lesién
proinflamatoria de TNFa resultdé pricticamente inexistente en ambos tipos de cultivos. Las

concentraciones se indican en ng/ml. de medio de cultivo.

1.8.- La produccién de 6xido nitrico fue potenciada por lipopolisacarido e

interferén y en microglia SAMPS8

En los cultivos de microglia se evidenciaron diferencias significativas de
generacion de NO, observando una respuesta significativamente mayor en los SAMP8
a los agentes proinflamatorios LPS e interferén y, aunque las diferencias respecto al
control SAMPS8 no alcanzaron significacion estadistica (Fig. 22) (ANOVA mdic6 un
efecto de la cepa, F(1,242) = 42.68, p < 0,0001).
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Figura 22. Produccién de 6xido nitrico en microglia tratada con lipopolisacirido e
interferén y. Se observa un incremento de nitritos acumulados en el medio de cultivo durante 24 h,
tras la lesion proinflamatoria de LPS e INFy en cultivos SAMPS respecto a SAMRI. Las
concentraciones se indican en ng/mL de medio de cultivo. Estadistica: #p < 0,05, ##p < 0,01,

comparado con el valor de los culivos SAMRI1 con el mismo tratamiento.

1.4.- La produccién de 6xido nitrico fue potenciada por el factor de necrosis

tumoral o en microglia SAMPS.

El tratamiento de la microglia con TNFo indujo también un efecto mayor en
SAMPS que en SAMRI, sin que el mncremento de generacion de NO alcanzara
valores significativos respecto al tratamiento control con el vehiculo (Fig. 23) (ANOVA

indico un efecto de la cepa F(1,267) = 37,65, p <0,0001).
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1.5.- La produccién de citoquinas proinflamatorias fue potenciada por

lipopolisacarido e interferén y en astrocitos

Por otro lado se hicieron determinaciones por ELISA de la produccion de
IL-1B, IL-6 y TNFa, por los cultivos de astrocitos esimulados con los tratamientos
proinflamatorios descritos para el andlisis de NO. Aunque no se observaron
variaciones significativas entre SAMP8 y SAMRI, los SAMP8 mostraron una
tendencia general a mayor generacion de citoquinas mflamatorias. Los efectos mas
marcados se observaron a las concentraciones de LLPS 100 ng/mL + IFNy 0,1 ng/mL
(Fig. 24) (ANOVA indicé un efecto del tratamiento para IL-1B, F(1,13) = 8,967, p =
0.0103; IL-6, F(1,14) = 36,09, p < 0.0001; y TNFa, F(1,19) = 17,46, p = 0.0005).
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Figura 23. Produccién de 6xido nitrico en cultivos de microglia tratados con factor de necrosis
tamoral a. Los cultivos SAMP8 presentaron una tendencia a mayor generacion de NO durante 24
h que los SAMRI, que resulté significativa por el tratamiento con TNFa. Estadistica: #p < 0,05,

##p < 0,01, comparado con el valor de los cultivos SAMR1 con el mismo tratamiento.
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1.6.- La producciéon de citoquinas proinflamatorias fue potenciada por

lipopolisacarido e interfer6n y en microglia

Se analizé la produccion de IL-1B, IL-6 y TNFa, por los cultvos de
microglia en las mismas condiciones descritas para los cultivos de astrocitos. La
liberacion de citoquinas tras estimulacion con LPS 100 ng/mL + IFNy 0,1 ng/mL,
fue de un orden aproximado de 5-10 veces mayor que en astrocitos. Se observd una
mayor liberacion de IL-6 y una disminucion de TNFa en microglia SAMPS, aunque
la variabilidad existente no permiti6 obtener diferencias significativas. (Fig. 25)
(ANOVA mdicé un efecto del tratamiento para IL-18, F(1,11) = 4,604, p = 0.0551;
IL-6, F(1,8) = 13,71, p = 0.0060; y TNFa, F(1,11) = 10,68, p = 0.0075).
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Figura 24. Produccién de citoquinas inflamatorias por astrocitos SAMR1 y SAMP8
tratados con lipopolisacirido e interferén y. Los niveles de IL-1B, I1-6 y TNFa se determinaron en
medio de cultivo tras 24 h de tratamiento con LPS 100 ng/mL + IFNa 0,1 ng/mL. Estadistica: *p <

0,05, **p < 0,01, ***p <0.001 comparado con el grupo control respectivo.
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Figura 25. Produccién de citoquinas inflamatorias por microglia SAMR1 y SAMPS tratada
con lipopolisacarido e interferén y. Los niveles de IL-1B, IL-6 y TNFa se determinaron en medio
de cultivo tras 24 h de tratamiento con LPS 100 ng/mL + IFNa 0,1 ng/mL. Estadistica: *p < 0,05,

**p <0,01 comparado con el grupo control respectivo.

1.7.- Lipopohsacarido e imnterferén yindujeron cambios morfologicos en
astrocitos y microglia en cultivo

Los astrocitos SAMR1 y SAMPS8 mostraron una morfologia similar en
condiciones basales y adquirteron el esperado aspecto filiforme de sus

prolongaciones tras incubacion con LPS 100 ng/mL + IFNa 0,1 ng/mL (Fig. 26).

SAMR1 Control SAMP8 Control

SAMR1 LPS 100 + IFN 0.1 SAMP8 LPS 100 + IFN 0.1

Figura 26. Morfologia de astrocitos SAMR1 y SAMPS8 tratados con lipopolisacirido e
interferén y. Se presentan imagenes representativas obtenidas con tincién de GFAP de cultivos de
astrocitos en condiciones control y tras una lesion proinflamatoria con LPS 100 ng/mL + IFNa

0,1 ng/mL durante 24 h.
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Los cultivos de astrocitos SAMP8 presentaban un numero similar de
microglia que los SAMRI, 12+ 2,6 %y 9 + 2,1 % respectivamente. Sin embargo, la
microglia SAMPS presentaba una morfologia mas cercana a las formas esféricas de
la microglia activada en cultivo que la microglia presente en cultivos SAMRI1 (Fig.
27). La respuesta de activacion por LPS 100 ng/mL + IFNa 0,1 ng/mL durante 24
h, también fue mas acusada en SAMPS8, apreciindose mayor cambio morfolégico y

proliferacion.

SAMR1 Control SAMPS Control

o

SAMR1 LPS 100 +1FN 0.1 SAMPS LPS 100 + IFN 0.1

Figura 27. Morfologia de microglia presente en cultivos de astrocitos SAMR1 y SAMPS8
tratados con lipopolisacirido e interferon y. Se presentan imigenes representativas obtenidas con
tincién de lectina de cultivos de astrocitos en condiciones control y tras una lesion proinflamatoria

con LPS 100 ng/mL + IFNa 0,1 ng/mL durante 24 h.

1.8. El tratamiento con lipopolisacirido in vivo aumenté la respuesta

inflamatoria cerebral en ratones SAMPS a los 6 meses y no a los 12 meses de edad

Para evaluar las diferencias en el efecto in vivo de una lesion proinflamatoria,
se someti6 a ratones macho SAMPS de 6 y 12 meses de edad y a ratones de la cepa
control SAMRI a una dosis de 100 ug de LLPS mtraperitoneal o de PBS como

vehiculo.
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1.8.1. Efecto de Lipopolisacirido sobre el comportamiento de interaccién
social

En primer lugar se evalu6 la capacidad de mteraccion social de los ratones
SAMPS8 y SAMRI a las 3 h del tratamiento, para detectar el comportamiento de
“sickness behavior” caracteristico del LPS (Konsman, Parnet, & Dantzer, 2002). Se
evidenci6 una disminucion de la capacidad de interaccion social de ambas cepas
tras el tratamiento con LPS pero sin diferencias significativas entre ellas (Fig. 28)

(ANOVA mostré un efecto del tratamiento F(1,44) = 53,18, p < 0.0001).
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Figura 28. Efecto del tratamiento con lipopolisacirido sobre la respuesta de interaccion

social “sickness behavior”. Se muestra el ratio de tiempo de interacciéon social 3 h/basal. A las 3 h
del tratamiento con 100 ug de LLPS o vehiculo 1p, se observa disminucion de la capacidad de
mteracciéon social de ambas cepas SAMRI y SAMPS. Estadistica: ***p < 0.001 comparado con la

respuesta al tratamiento control con el vehiculo en animales de la misma cepa y edad.

1.8.2. Efecto de lipopolisacarido sobre los mniveles de citoquinas

proinflamatorias en suero sanguineo

A continuacion del test de comportamiento final, a las 3 h del tratamiento,
todos los ratones se sacrificaron inmediatamente y se procedié a la obtencion de
sangre del tronco y a la diseccion del tejido cerebral para determinar mediante
ELISA las diferencias de IL-1B, IL-6 y TNFa, a nivel del suero sanguineo y de la

corteza cerebral.
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A los 6 meses de edad, los niveles basales de las citoquinas IL-1p y IL-6
detectados en suero fueron similares entre SAMP8 y SAMRI. Se detecté un
aumento significativo de IL-1p y IL-6 en ambas cepas de ratones a las 3 h del
tratamiento con LPS (Fig. 29) (F(1,11) = 11,54, p = 0,0060; F(1,8) = 76,58, p <
0,001, respectivamente para IL-1p y I1-6). Los niveles basales de TNFa en SAMPS
fueron mas elevados que en SAMRI, pero no se modificaron con LPS. Los ratones
SAMRI, en cambio, mostraron un incremento de esta citoquina en suero tras el
tratamiento con LPS (Fig. 29) (interaccion cepa x tratamiento, F(1,13) = 6,398, p =
0,0252).
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Figura 29. Niveles de citoquinas inflamatorias en suero sanguineo de ratones SAMRI y

SAMPS de 6 meses de edad, tras tratamiento con lipopolisacirido. Los ratones se inyectaron con
100 pg de LLPS o vehiculo 1p. Los niveles de 1L-1, IL-6 y TNFa se determinaron a las 3 h.
Se observaron mayores niveles basales de TNFa en SAMPS. Estadistica: *p < 0,05 comparado con

el grupo control respectivo sin LPS; ##p < 0,01 comparado con SAMR1.

A los 12 meses de edad no se detectaron diferencias significativas entre los
valores basales de citoquinas en suero sanguineo de SAMRI y SAMPS. Un
aumento pronunciado se encontré en los niveles séricos de IL-1B, I1-6 y TNFa en
ambas cepas de ratones en respuesta a LPS a los 12 meses de edad (Fig. 29) (F
(1,7) = 0,962, p <0,06F (1,7) = 67,362, p <0,001; H (3) = 8,389, p <0,05,

respectivamente).
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A pesar de que no se observé ningin efecto de interaccion cepa por
tratamiento, el efecto de la cepa se detecté para I1L-6 (F (1,7) = 12,706, p < 0,01).
Ademas, el grupo de SAMPS tratado con LLPS mostré una respuesta exacerbada a

esta citoquina (F (1,7) = 67,362, p <0,001) (Fig. 30).
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Figura 30. Niveles de citoquinas inflamatorias en suero sanguineo de ratones SAMRI1 y
SAMPS de 12 meses de edad, tras tratamiento con lipopolisacarido. Los ratones se inyectaron con
100 pg de LLPS o vehiculo 1p. Los niveles de IL-1B, IL-6 y TNFa se determinaron a las 3 h.
Se observo una respuesta exacerbada al LPS en los niveles de I1-6 en SAMPS. Estadistica: *p <
0,05, ***p < 0,001 comparado con el grupo control respectivo sin LPS; para I1-6 se indica un

efecto de la cepa ™ *p <0,01.

1.8.3. Efecto de lipopolisacirido sobre los mniveles de citoquinas

proinflamatorias en tejido de corteza cerebral

En cuanto a los resultados en tejido de corteza cerebral, no se detectaron
diferencias en los niveles IL-1B, IL-6 y TNFa en condiciones basales entre SAMRI
y SAMPS, mientras que ambas cepas de ratones mostraron un incremento de

niveles de citoquinas tras el tratamiento con LPS (Figs. 31 y 32).

En los ratones SAMPS8 de 6 meses de edad se observé una mayor respuesta
inflamatoria al LPS que resultdé mds alta que en los SAMRI1 para IL-1 y TNFa

(Fig. 31). Asi, se detectd un efecto del tratamiento sobre los niveles de IL-1B, IL-6 y
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TNFo (F(1,34) = 12,85, p = 0,0020; F(1,27) = 11,75, p = 0,0020; y F(1,28) = 8,306,
p = 0,0075, respectivamente), un efecto de la cepa para IL-1p (F(1,34) = 6,477, p =
0,0156) e interaccion entre ambos factores para TNFa (F(1,28) = 7,099, p =

0,0126).
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Figura 31. Determinaciones de IL-18, I1-6 y TNFa en la corteza cerebral de ratones
SAMRI1 y SAMPS de 6 meses de edad tratados con LPS. Los ratones se inyectaron con 100 ug
de LLPS o vehiculo ip. Los niveles de 1L-1B, IL-6 y TNFa se determinaron a las 3 h. Los

ratones SAMP8 mostraron una mayor respuesta al LPS. Estadistica: *p < 0,05, **p < 0,01,
comparado con el grupo control respectivo; #p < 0,05 comparado con el nivel de los ratones

SAMRI con el mismo tratamiento.

A los 12 meses de edad, los ratones SAMRI1 presentaron niveles de
citoquinas en corteza cerebral similares a los niveles de 6 meses de edad tras el
tratamiento con LPS. Sin embargo, en SAMPS de 12 meses no se mantuvieron los
niveles exacerbados de citoquinas observados a los 6 meses. A esta edad avanzada,
los niveles cerebrales de IL-1B, IL-6 y TNFa basales y de respuesta al estimulo
inflamatorio de LPS fueron similares en ambas cepas de ratones (Fig. 32) (ANOVA
indicé un efecto del tratamiento en todas la citoquinas: F(1,17) = 8,122, p = 0,0111;
F(1,16) = 4,949, p = 0,0409; F(1,17) = 7,258, p = 0,0154, para IL-1p3, IL-6 y TNFa

respectivamente).
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1.8.4. Efecto de hpopolisacirido sobre la morfologia de astrocitos y

microglia in vivo

El estudio histologico del hipocampo de los ratones SAMR1 y SAMPS8
control y tratados con LLPS demostré un cambio de morfologia en astrocitos a un
fenotipo con mayor cuerpo celular y ramificaciones en SAMPS. Estos cambios se
evidenciaron con la tinciéon mmunohistoquimica con GFAP que mostr6 mayor

tincion en SAMPS, sin un efecto destacado del tratamiento con LPS (Fig. 33A).

La tincion con lectina evidencid un aumento de ramificaciones en la
microglia de SAMPS8 control y de SAMRI tratados con LPS respecto a SAMRI

control, indicando un estado inflamatorio (Fig. 33B).
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Figura 32. Determinaciones de IL-1B, IL-6 y TNFa en la corteza cerebral de ratones SAMR1
y SAMPS8 de 12 meses de edad tratados con LPS. Los ratones se inyectaron con 100 ug de LPS
o vehiculo 1p. Los niveles de I1-1B, IL-6 y TNFa se determinaron a las 3 h. Estadistica: *p <

0,05 comparado con el grupo control respectivo.

1.8.5. Efecto de lipopolisaciarido sobre la morfologia de astrocitos y
microglia in vivo

El estudio histologico del hipocampo de los ratones SAMRI y SAMPS
control y tratados con LLPS demostréo un cambio de morfologia en astrocitos a un

fenotipo con mayor cuerpo celular y ramificaciones en SAMPS. Estos cambios se
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evidenciaron con la tincién mmunohistoquimica con GFAP que mostr6 mayor

tincion en SAMPS, sin un efecto destacado del tratamiento con LLPS (Fig. 33A).

La tncién con lectina evidencid un aumento de ramificaciones en la
microglia de SAMPS8 control y de SAMRI tratados con LPS respecto a SAMRI

control, indicando un estado inflamatorio (Fig. 33B).
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Figura 33. Morfologia de astrocitos y microglia en el hipocampo de ratones SAMRI y
SAMPS tratados con lipopolisacarido. Se presentan imagenes representativas de tejido teriido con
GFAP para visualizar astrocitos (A) y tenido con lectina para visualizar microglia (B) de ratones de
6 meses de edad. Los micleos estian contrateriidos con bisbenzimida. Los ratones se imnyectaron con

100 pg de LPS o vehiculo 1p y se sacrificaron a las 4 h del tratamiento.

9.- DISCUSION

Se han utilizado cultivos primarios glales del raton SAMPS para el estudio
de procesos mflamatorios, en comparacion con los cultivos de la cepa control
SAMRI. Entre los rasgos de envejecimiento patologico de SAMPS8 destaca un
aumento de los procesos iflamatorios (Tha et al., 2000; Wang et al., 2014) que en
concierto con el aumento de los niveles de B amiloide y tau hiperfosforilada, y

estrés oxidativo mduce la neurodegeneracion y pérdida cognitiva en este raton.
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Astrocitos 'y microglia en cultivo presentaron marcadores de glia activada,

demostrando el mantenimiento de las caracteristicas inflamatorias in vitro.

In vivo, se ha analizado el estado mflamatorio de los tejidos de la corteza
cerebral de ratones SAMPS y SAMRI a dos edades distintas, 6 y 12 meses, que
corresponden a dos estadios distintos de senescencia y neurodegeneracion en
SAMPS. Estos ratones han mostrado una duracion maxima de vida de 18 meses. A
los 6 meses ya presentan patologia cerebral con pérdida cognitiva (Lopez-Ramos et
an., 2012) Los 12 meses de edad corresponden aproximadamente a su periodo de
vida media y estin en avanzado estado de senescencia y neurodegeneracion. A
ambas edades los niveles de las citoquinas proinflamatorias examinadas
demostraron pocos cambios en condiciones basales. Sin embargo la morfologia de
glia activada en el estudio histologico de SAMP8 demostro la presencia de un
componente inflamatorio cerebral en estos ratones de acuerdo con los resultados
de otros autores que describen un aumento de citoquinas proinflamatorias a la edad

mtermedia de 10 meses (Tha et al., 2000).

Ademas del estado mflamatorio basal se ha analizado la respuesta aguda a un
estimulo. La inflamacién es una respuesta natural del organismo a danos o
mfecciones, que estd mediada generalmente por citoquinas promflamatorias como
las que determinamos en el presente estudio: I1L-1B, IL-6, y TNFa. La funcién de
la respuesta inflamatoria aguda es eliminar tanto la causa de la lesion como las
células que se vean afectadas. Si no se restaura la salud de los tejidos afectados se
desencadena una afeccion crénica que erosiona continuamente los tejpdos
circundantes. Como agente desencadenante de la respuesta inflamatoria aguda se
ha utiizado LPS. El LPS, tratindose de un componente mayoritario de la
membrana exterior de numerosas bacterias actia como una endotoxina y provoca
una respuesta inmunitaria con fuerte componente inflamatorio. La respuesta
mflamatoria cerebral inducida por myeccion mtracerebral de LPS en rata induce

neuroinflamacion asociada con neuropatologia de tipo EA (Deng et al., 2014).
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In vitro, el LPS se ha administrado con IFNy para aumentar sus efectos. La
concentracion mas baja ensayada de LPS 100 uM + IFNy 0,01 puM demostro6 la
maxima efectividad en el desencadenamiento de la reaccion inflamatoria en cultivos
ghales enriquecidos en astrocitos de ambas cepas y en microglia pura de SAMPS.
Un estimulo proinflamatorio de TNFa no resulto efectivo en cultivos de astrocitos
y solo indujo respuesta de NO en microglia. Esta citoquina actia también como
senalizador en funciones simdpticas y de plasticidad a través del control de la
liberaciéon de glutamato por astrocitos (Rossi & Volterra, 2009). Aunque no indujo
una cascada de efectos mflamatorios no podemos descartar que el TNFa esté

desregulado en astrocitos SAMPS.

En el estudio in vitro se ha demostrado que los cultivos de SAMPS
responden de forma exacerbada a un estimulo inflamatorio agudo de LPS +
IFNYy en cuanto a la generacion de NO, en comparacion a SAMRI. Se ha descrito
una mayor actividad de 6xido nitrico sintasa en SAMPS (Al et al., 2009) que puede
contribuir a esta respuesta. Ademads, una mayor generacion de citoquinas en
SAMPS8 que en SAMRI fue una constante para las tres citoquinas analizadas

aunque no se alcanzaron diferencias significativas entra ambas cepas.

In vivo se administré LPS 1p. LExisten dudas acerca del grado de
penetrabiidad de LPS a través de la barrera hematoencefilica tras su
administracion periférica, sea oral o intraperitoneal, aunque se ha demostrado su
presencia en cerebro de ratén (Banks & Robinson, 2010). En todo caso, la minima
penetracion de LPS es suficiente para provocar la reaccion inflamatoria cerebral.
Alternativamente, la respuesta inflamatoria periférica micial induciria una

disrupcion de la barrera que aumentaria su permeabilidad al paso de LPS.

A los 6 meses de edad, LLPS indujo una respuesta inflamatoria cerebral en
ambas cepas, aunque SAMP8 mostré una potenciaciéon importante de la respuesta
en comparacion con SAMRI1. Sorprendentemente, los SAMP8 de 12 meses de
edad mostraron una disminucion de la activacion por LPS respecto a la edad de 6

meses, mientras que el nivel de la respuesta fue preservado en ratones SAMRI1. Asi,
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los mecanismos inflamatorios cerebrales de SAMP8 fueron exacerbados

unicamente a los 6 meses de edad.

Por lo tanto, la imnflamacion crénica en el cerebro de ratones SAMPS
conlleva una hiperactivaciéon de la glia. La mnflamaciéon créonica podria generar una

respuesta alterada a estimulos proinflamatorios externos en el cerebro envejecido

SAMPS.

A nivel perniférico, las concentraciones de citoquinas detectadas en suero
sanguineo tras la myeccion de LPS fueron mucho mayores que en cerebro, en
consonancia con posiblemente unos niveles mucho mayores de LPS en los 6rganos
mmunologicos sistémicos que en cerebro. Cabe destacar también que la respuesta
mflamatoria exacerbada de SAMPS8 se detecté inicamente en la generacion de 116

a los 12 meses de edad.

Estos datos también indican que los niveles séricos de IL6 pueden ser un
biomarcador inflamatorio del fenotipo P8 y que también distinguen la respuesta

inflamatoria sistémica de los ratones SAMPS a la observada en los SAMRI.

La inflamacién cronica es un factor de riesgo para diversas enfermedades
relacionadas con la edad, icluidas las enfermedades neurodegenerativas. La
generacion y la secrecion de mediadores proinflamatorios pueden interactuar en
multiples niveles con la neurodegeneracion. En la EA se piensa que la naturaleza
mtratable de las placas de AR y los ovillos neurofibrilares estimulan una reaccion
mflamatoria cronica para hmpiar estos desechos y que la glia cronicamente activada
puede, ademas, matar neuronas adyacentes por la liberacion de productos
altamente toxicos tales como ROS y NO; y adicionalmente AR induce la expresion
de citoquinas proinflamatorias en las células ghales generando un circulo vicioso.
Varias lineas de evidencia sugieren que todos estos factores pueden contribuir a la

disfunciéon neuronal y muerte celular, ya sea solo o en conunto. La
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neuroinflamacion se produce claramente en regiones patoloégicamente vulnerables
del cerebro con EA, con una mayor expresion de proteinas de fase aguda vy

citoquinas proinflamatorias que son apenas evidentes en el cerebro normal.

La neuroinflamacién crénica se considera cada vez mas un actor importante
en el desencadenamiento y la progresion de la (EA). (Heneka et al., 2015) El papel
de astrocitos y microgha en este contexto no esta todavia bien definido (Frank-
Cannon et al., 2009; Mosher & Wyss-Coray, 2014). Asi bien, la neuroinflamacion
contribuye en gran medida a una disfuncion de los mecanismos de defensa
neuronal contra alteraciones homeostiaticas. LFsta pérdida de la conservacion

fisiologica del cerebro allanara el camino a la fragihidad y a la EA.
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CAPITULO 8:

DESARROLLO DE UN MODELO CELULAR QUE EXPRESE
MUTACIONES EN LA PRESENILINA 1 (PSEN1) ASOCIADAS A LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DE ORIGEN FAMILIAR.
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En el tercer estudio se desarroll6 un sistema experimental celular que
expresara mutaciones de PSEN1 descritas en clinica, para el anilisis de los

mecanismos celulares que puedan inducir sus efectos patologicos en la EA.

En este objetivo se sentaron las bases para el estudio futuro de las tres
mutaciones descritas en la Introduccion, K239N, E220G y L286P. Se trata de un
apartado eminentemente metodologico que representé el abordaje de diversas

técnicas de biologia molecular, algunas de las cuales no fueron efectivas.

A continuacion se describen cronologicamente los ensayos realizados y los
problemas acaecidos y como se afrontaron para avanzar en el desarrollo del

modelo celular.

1.- RESULTADOS

1.1.- Linea celular de fibroblastos embrionarios deficiente en presenilina

Las lineas MEF control y MEF KO para ambos genes de presenilina (PS-/-)
fueron provistas por el grupo que las establecié y describi6 previamente (De
Strooper et al., 1999). Por métodos de Western blot se comprobé la expresion de
presenilina 1 y presenilina 2 en la linea control y la ausencia de niveles significativos

de ambas proteinas en la linea PS-/-.

1.2.- Generacion de mutaciones puntuales en el gen de PSEN1
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Se partié del gen PSENI humano insertado en el plasmido pcDNA3.1(+/-)
(Figura 34) entre Kpnl y BamHI (cedido por el Dr. Carlos Saura, UAB) y se

procedio a realizar el procedimiento de mutagénesis dirigida.

Se disenaron las secuencias de los cebadores especificos para cada mutacion

que cumplieran los requisitos indicados en la seccion de métodos de tener un

tamano entre 25-45 bases, con la mutacién deseada en el centro de la secuencia, el

porcentaje de GC superior a 40%, y la Tm > 60°C (Tabla 5).

Mutacion Cebadores Cambio de | Aminoacido
Secuencias Forward y Reverse triplete cambiado
K239N Fwd 5" GTTTATCAACTACCTCCCTGAATGG 3° | AAG-AAC | Lisinaa
Rev 5" CCATTCAGGGAGGTAGTTGATAAAC 3° Asparagina
L.286P Fwd 5> GCTTTTTCCAGCTCCCATTTACTCCS® TTC-CTC | Leucina a
Rev 5° GGAGTAAATGGGAGCTGGAAAAAGCS Prolina
E120G Fwd 5° CCATTCACAGGAGATACCGAGACTG 3 | GAA-GGA | Glutamato a

Rev 5" CAGTCTCGGTATCTCCTGTGAATGG 3°

Glicina

Tabla 5: Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida. Se indica la base nitrogenada

cambiada con subrayado y el triplete alectado en negrita.

Se realizaron los PCR con los cebadores disenados, la Pfu polimerasa y el

constructo de pCDNAS.1 como molde de DNA. Las nuevas cadenas debian tener

las mutaciones ya que los cebadores quedan incorporados en la reaccion de

amplificacion
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A continuacién, se eliminé el DNA molde por digestion con Dpnl y el
producto resultante se transformé mediante choque térmico en £.Coli DHS50.1a
mtroduccion de las mutaciones puntuales que causan la sustitucion de los
aminoacidos correspondientes se verifico por el método de secuenciacion de DNA

conocido como-método de Sanger (Sanger et al., 1977).

Este andlisis se llevo a cabo con un secuenciador automatico en los Servicios

Cientifico Técnicos de la UAB (Centre de Recerca en Agrigenéomica CRAG).

1.3.- Generacién de lineas celulares expresando las mutaciones de PSEN1

Dos fueron los procedimientos que se utilizaron para generar el modelo

celular que expresara mutaciones asociadas a la EA de origen familiar.

La primera aproximaciéon consistié en la generacion de los plaismidos que
expresaban el gen humano de PSEN1 (p. PSENI) W'T y las mutaciones de estudio
mediante técnicas de clonacion, seguido de transfeccion de los distintos plasmidos a

células MEF PS-/- con el método de lipofeccion.

La segunda aproximacion consistio en la clonacion de PSEN1 W'T y de
estas mutaciones (p.1.286P, p.K239N y p.E120G) en un plismido retroviral MSVC
2.2-IRES-GFP (Figura 34) para luego transfectar en las células MEF PS-/-.

1.8.1.- Generaciéon de lineas celulares mediante clonacién y posterior

transfeccion por lipofeccion

1.3.1.1.- Obtencién de los plasmidos de p.PSEN1 mutada
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Se parti6 de p.PSENI W' insertada en el vector plasmidico pag3ZEO
(Figura 35), y de la p.PSENI con las mutaciones (p.L.286P, p.K239N y p.E120G)
en el pc.DNA 3.1 el primero con resistencia a Zeomicina y como promotor de
expresion beta actina que es mucho mas potente, el segundo a Neomicina y
promotor de expresion de Citomegalovirus (CMV). Para ambos casos el gen de

p-PSEN1 W'T y mutado se encuentra insertado entre Kpn Iy BamH 1.

Todo plasmido contiene un drea denominado “Multicloning site” el cual
contiene la codificacion para diferentes enzimas de restriccion lo que permite
linealizar el plasmido y unir el fragmento de iterés al momento de emplear dichas
enzimas. Para mayor practicidad se trabaj6 con un solo vector, por lo que todos los
genes (p.PSEN1 WT y p.L286P, p.K239N y p.E120G) fueron insertados en
pag3ZEO.
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Figura 34: Mapa del vector pcDNA 3.1(+/-), vector plasmidico con resistencia a Neomicina

y promotor de Expresion Citomegalovirus (CMV) (Invitrogen)

No sé6lo se trabajo con las mutaciones previamente mencionadas, también se
realizé el procedimiento con otras mutaciones para PSEN1 conocidas que diferian
entre si en la via de activacion proteolitica de B-neurexin-1 (M 1461, C410Y, H163R

y AE9) (Saura et al., 2011) lo cual permitiria relacionar las mutaciones en estudio
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con una actividad especifica. Los plasmidos p.M146L, p.C410Y, p.HI163R, y p.AE9

fueron cedidos por el Dr. Carlos Saura.

Posterior a los procedimientos de digestion y ligacion y tener a todas las
mutaciones y a la forma W en el vector pAg3ZEQO se procedié a realizar la
extraccion y purificacion de ADN mediante las técnicas de minipreps y maxipreps
los cuales ofrecen un método simple para la extraccion de ADN plasmidico a partir

de cultivos de E.coli DHo..

1.3.1.2.- Transfecci6n de los plasmidos por lipofeccién

Una vez extraido y purificado el ADN, para generar un pool estable de
células a partir de la linea celular MEF KO se procedi6 a transfectar el plasmido
pAG3Zeo con PSEN1I WT y con las varlantes génicas (p.M146L,
p.C410Y,p.H163R, y p.AE9, p.L.286P, p.K239N y p.E120G) por lipofeccion,
utihizando un lipido cationico que se acoplara con el DNA plasmidico y facilitara su
entrada a través de la membrana a la célula. Se usé Lipofectamina (LF2000
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en medio OptMEM enriquecido con glutamina.
La seleccion de las células transfectadas se realizo en presencia de los antibioticos

zeocina y geneticina (0.4 mg/ml) (Saura et al., 2004).

1.3.1.3.- Analisis de las lineas celulares obtenidas

Las células resistentes a los antibidticos de seleccion se analizaron para
determinar el nivel de expresion de los plismidos correspondientes. Para su
proliferacion se empleé medio DMEM suplementado con 0.1-10% de suero fetal
bovino. Los experimentos fueron realizados por triplicados y fueron monitoreados
durante 3 semanas, periodo en el que el proceso de seleccion estaria finalizado de

manera adecuada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para asegurar que los procedimientos se estaban realizando de la manera
correcta se procedi6 a realizar un Western Blot control para evaluar la transfeccion
transitoria a las 48 h. Se emple6 en este caso inicamente anticuerpo anti-presenilin
1, bucle (clon PS1 domain, Millipore) para controlar la expresion de presenilina 1.
Como se puede ver en la Figura 36 aparentemente habia una buena expresion de

presenilina, motivo por el cual se continué con la seleccion.

<€ PS148kDa

Z p-PS1 proteolized 19 kDa

PS1 proteolized 15 kDa

Figura 36: Expresion inicial de presenilina 1 (PS1) tras subclonacion en pAG3Zeo y
transfeccion por lipofeccion. Western Blot control para evaluar la transfeccién transitoria a las 48h
del micio de proceso de seleccion celular posterior a la transfeccion en células MEF. Se indica el

carril de MEF WT y los de las mutaciones K239N y L286P

Una vez monitoreado los cultivos celulares durante 3 semanas manteniendo
las condiciones de seleccion se procedié a la realizacion de los Western Blot,
donde las células fueron lisadas y una igual cantidad de proteina fue analizada
empleando diferentes anticuerpos para evaluar y comparar la expresion de
proteinas y las hidrolisis de algunos substratos de cada una de las mutaciones. Se
usaron células MEF W'T como control de expresion. Se determinaron los niveles

de presenilina 1, alfa Nicastrina, y N-cadherina.

A pesar de ser una muy buena y eficaz técnica la misma fue infructuosa ya
que no se obtuvo una recuperacion del 100% de los niveles proteicos de presenilina
I en las MEF transfectadas con p.PSEN1 WT, como puede evidenciarse en la

figura 37. Por ende no se puede asegurar que la baja expresion proteica de las
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RESULTADOS' Y DISCUSION

mutaciones se deba efectivamente a la incompleta expresion y no a deficiencias en
la transfeccion. Por esta razon se procediéd a realizar la técnica mediante retrovirus

similarmente a la realizada por De Stropper (1999).

p-PS1 proteolized 19 kDa
PS1 proteolized 15 kDa

Figura 37: Expresion de presenilina 1 en las lineas celulares obtenidas por clonaciéon y
lipofeccion. Western blot posterior al proceso de seleccion donde puede evidenciarse que la

expresion de las células transfectadas con p.PSEN1WT es mucho menor al control MEF WT.

1.8.2.- Generacién de lineas celulares mediante clonacién retroviral

Como consecuencia de que la metodologia anterior fue infructuosa, se
procedi6 a realizar otro procedimiento en el cual el objetivo era transfectar las MEF
PS-/- , pero esta vez con un plismido de expresion retroviral (MSVC2.2-IRES-

GFPII) que permite comprobar la transteccion mediante la expresion de GFP.

1.3.2.1.- Obtencién de los plasmidos de p.PSEN1 mutada y ligacién en

vector de expresion retroviral

Con fines de mayor practicidad como ya se habia hecho con anterioridad se
trabajo con un solo vector, por lo que todos los genes (p.PSEN1 WT y p.1.286P,
p-K239N y p.E120G) fueron insertados en el pSpark® II como vector de
subclonaje de gran eficiencia (Figura 38) empleando la misma técnica de

mutagénesis dirigida explicada previamente.
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Para ello primero se liber6 la p.PSEN1 WT del pcDNA3.1 empleando Eco
RV como enzima de restriccion y posteriormente se procedid a ligar en pSpark®
II. La amplificacion se realizé6 empleando el cebador M13 presente en el vector.
Una vez msertada la p.PSEN1 WT en pcDNAS3.1 se procedié6 a realizar
nuevamente la mutagénesis dirigida empleando los mismos cebadores previamente

menclonados.

La razén principal para msertarlo en el pSpark® era que el vector retroviral
MSVC2.2-IRES-GFPII (Figura 39) no contenia las mismas dianas de restriccion
previamente usadas (Kpn I y BamH I). Por lo que se emple6 Eco RV como
enzima de restriccién presente en todos los vectores y, que permutio liberar el
fragmento eficientemente y con extremos cohesivos para luego ligar en el MSVC
2.2-IRES-GFP. Este vector incluye la secuencia de la proteina fluorescente,

fluorescente verde proteina (GFP) que se usa como marcador de expresion.
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Figura 38: Mapa del vector plasmidico PSpark® II (Canvas Biotech)

1.3.2.2.- Generacién de particulas retrovirales
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Un vez insertadas la p.PSN1 WT y las formas mutadas en el plismdo
MSVC2.2-IRES-GFPII, se procedi6é a producir la particula viral mediante una
transfeccion transitoria en la linea celular HEK293, con los vectores retrovirales que
contiene los genes de mterés y el plaismido EcoPack™ 2-293 (Clontech) de envoltura
gag-pol-env con funciones de empaquetamiento retroviral que expresa estas tres
proteinas del genoma retroviral. Como reactivo de transfeccion se usé TransI'T-
LT1 Transfecton Reagent (Mirus Bio, Madison, WI). Se recogio el medio
condicionado conteniendo las particulas de retrovirus a las 24 h de la doble

transfeccion.

1.3.2.3.- Obtencion de la linea celular expresando PSEN1 W'I

Una vez concluido el procedimiento de empaquetamiento retroviral se
procedi6 a la expresion de los vectores en MEF PS-/-. Se infectaron las células con
el medio condicionado de HEK293 a diferentes diluciones. Se comprobo la
eficiencia de transduccion por observacion de la fluorescencia de GFP en células

fyadas y con sus nucleos tenidos con bisbenzimida.

Los resultados fueron positivos para el constructo con el gen PSEN1 W'T.
La expresion de GIFP fue del 100% en las células transfectadas con el vector con
PSEN1 WT (figura 40) permitiendo la obtenciéon de la primera linea celular

deseada, en este caso la linea control que expresa el gen humano de PSENT.

No se obtuvieron resultados positivos con las particulas virales que contenian
las mutaciones. La expresion de estos vectores resultod irregular o negativa. Debian
obtenerse nuevos constructos, quedando pendiente de procedimientos posteriores

en el laboratorio.

Al resultar la metodologia de clonacion retroviral mas eficiente fue la
seleccionada, la cual ya ha sido descrita previamente como un sistema eficiente de
expresion (Kitamura et al. 2003). En nuestro caso, ademas se introdujo el vector de

nueva generacion pSparkIl que facilito el clonage.
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Figura 39: Mapa del vector retroviral pMSVC2.2-IRES-GFP II (Clontech)

Figura 40: Expresion de PSEN1 WT mediante retrovirus. Imdgenes de microscopia de
fluorescencia donde se evidencia la eficiencia en la expresion y transfeccion del MSVC2.2-PSENT1
WT en MEF KO a 2 diluciones: A y B, dilucion 1/5 con una expresion del 50%
aproximadamente; C y D, dilucion 1/2,5 la expresion es del 1009%. A y C, fluorescencia de
bisbenzimida que indica todas las células del cultivo; B y D, imigenes de fluorescencia de GFP

mdicando las células transducidas con el vector retroviral.
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1.4.- Adenovirus

Los niveles de AB40 y AB42 eventualmente generados en las células MEF
transfectadas con los diversos plasmidos son muy reducidos y cercanos a los limites
de deteccion por ELISA. En la caracterizacion de mutaciones de PSENT en cuanto
a la generacion de AB40 y AP42 se proporciona como substrato APPswe para
aumentar la generacion de los péptidos (Bentahir et al.,, 2006). Para ello se

transfectan las diversas lineas celulares con adenovirus que expresan APPswe.

Paralelamente a la generacion de las lineas celulares se pusieron a punto las
condiciones de mfeccién con los adenovirus que expresan APPswe (Ad-APPswe) v
su control APPwt (Ad-APPwt) y adenovirus que expresa el marcador [-
galactosidasa (Ad-Bgal) generado por el sistema de gen reportero LacZ. Los
adenovirus se encontraban en un lisado celular cedido por el Dr. Bryce Sopher,

que se conservaba congelado.

1.4.1.- Titulacién de las particulas adenovirales

La titulacion de adenovirus en los lisados se realizo en cultivos de células
HEKZ293.Se procedio a infectar las HEK293 con diferentes diluciones desde 1/10"
a 1/10" Se hicieron los experimentos por duplicado en placas de 96 pozos. Durante
10 dias controlando la lisis celular, para asi calcular el valor de PFU (unidades

formadoras de placa).

Los datos promedio de PFU fueron para Ad-fgal 5,15x10" PFU/mL, para
Ad-APPwt 1,63x10"PFU/mL y para Ad-APPswe 2,84x10" PFU/mL.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.2. Multiplicidad de infeccién de las particulas adenovirales

Fueron empleadas las células MEF W'T infectadas con Ad-Bgal para evaluar
la eficiencia, controlandolas mediante la técnica de deteccion de B-galactosidasa en
células adheridas a placa. Es importante mencionar que se emplearon como
coadyuvantes SuperFect (Quiagen) y polibrene (Sigma) para obtener mayor

mfeccion a diferentes concentraciones y determinar cual era el mas eficiente.

A partir de los valores de PFU del lisado de Ad-Bgal se ensayaron diversos

valores de MOI (multiphicidad de infeccion), para conseguir un valor minimo de

509% de MEF W'T infectadas.

En la primera serie de experimentos con MOI entre 5 y 50, la eficiencia de
transfeccion no fue suficientemente alta (Figura 41). Los dos coadyuvantes usados
fueron poco efectivos, aunque polibrene parece mejorar la infectividad del vector

viral.

En una segunda serie de experimentos, los cultivos se mantenian en
quiescencia por reduccion del suero fetal bovino 24 h antes de la infeccion. Con
este procedimiento se obtuvieron mejores resultados, con un porcentaje de células

positivas para B-galactosidasa del orden del 509% deseado al 1% de FBS y sin uso de

coadyuvantes (Figura 42).
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n Superfect 15 MOI Sin Superfect 50 MOI £2%

Sin Superfect 15 MOI £ Con Superiect 50 MOI

Figura 41: Transducciéon de Ad-Bgal en MEF WT. Un MOI de 50 empleando polibrene

es el presenta una transfeccién mas eficiente sin tener atn una transfeccién mayor al 509%
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 42: Transduccion de Ad-Bgal en MEF W'T quiescentes. En cultivos quiescentes se

obtuvieron valores cercanos al 509% de infeccion deseado al 1% de FBS y sin coadyuvante

2.-DI ION

El uso de fibroblastos como modelo celular permite estudiar los efectos
moleculares de las mutaciones de PSENT1, pero presenta limitaciones en cuanto a la
caracterizacion de alteraciones de funciones especificamente neuronales. Para el
estudio de mutaciones de PSENT se requeria el uso de células huésped deficientes
en este gen. En la comunidad cientifica se habian usado previamente lineas
celulares derivadas de fibroblastos embrionarios de raton, control, deficientes en
presenilina 1, en presenilina 2 y en ambos enzimas, por el grupo de Bart De

Strooper.

La Presenilina 1 es mas esencial fisiologicamente que la presenilina 2 porque
solo la deficiencia en presenilina 1 mduce la muerte embrionaria y ademas se
conocen muchas mds mutaciones de EA en presenilina 1 que en presenilina 2. Sin
embargo, existe duplicidad parcial de funciones de ambas proteinas, siendo
presenilina 2 redundante en estos casos (Herreman et al., 1999). Por lo tanto para
evidenciar los efectos de las mutaciones de PSENT1 se utilizaron células PS-/-, KO
para ambos genes PSEN1 y PSEN2. Diversos autores han utilizado esta misma
linea celular para el estudio de mutaciones en PSEN1 (Bentahir et al., 2006;
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Cacquevel et al., 2012). El uso de neuronas como célula huésped hubiera sido una
alternativa recomendable pero no se tuvo acceso a esta posibilidad al micio del
trabajo. Recientemente algunos autores han obtenido células neuronales con
mutaciones de PSEN1 a partir de células madre pluripotenciales inducibles (PSC)

generadas con tejido de los pacientes de EA (Sproul et al., 2014).

Las dos metodologias usadas para generar las células estables son igual de
viables y factibles en la practica, de hecho muchas son las mvestigaciones que han
empleado la primera técnica de manera exitosa (insertar biblios de carles). Hubiese
sido muy interesante poder comparar las mutaciones en estudio con las mutaciones
ya conocidas (p.M146L, p.C410Y, p.H163R, y p.AE9) (Saura et al., 2011)y poder
relacionar si sus diferencias en la regulacion del procesamiento de neurexina en la
sinapsis tenian una relacion especifica con el fenotipo asociado a las mismas, como
se ha comentado anteriormente. Seria interesante probar alguna metodologia que

permitiera hacer dicha comparacion.

Para fines de esta mvestigacion se comprobo que, a pesar de ser un poco
mas engorrosa en la practica, la metodologia de transfeccion retroviral resulta

mucho mas efectiva que la transfeccion por lipofeccion.

La titulacion de particulas adenovirales permitié también estipular las bases
para determinar los MOI vy transfectar una vez optimizado las MEF PSN -/-
mutadas y poder evaluar el nivel de degradacion de APP de estas mutaciones,
tomando en cuenta que aquellas células transfectadas con polibrene pudiese ser una

metodologia mas eficiente.

Este objetivo se llevo a cabo hasta la construccion de la linea celular MEF
PS-/- que expresa la presenilina 1 humana. Pero debido a que no se obtuvo una
expresion significativa de las mutaciones en estudio no se han podido evaluar los

efectos funcionales de estas mutaciones dentro de esta tesis, como se tenia previsto.

161



Fl trabajo ha permitido el establecimiento de las condiciones
experimentales para la construccion de lineas celulares con PSENT1 y el andlisis de

los efectos funcionales de las mutaciones de PSENT1.

Esta investigacion esta siendo continuada por miembros del equipo. Se han
obtenido y estin en fase de caracterizacion las lineas celulares expresando las

mutaciones K239N y E120G, pero no pudo obtenerse la L286P.
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A lo largo de este ultimo siglo desde que Alois Alzheimer identifico la
Enfermedad de Alzheimer, mucho ha sido el camino recorrido, muchas han sido
las investigaciones realizadas y distintas han sido las hipotesis generadas en relacion

a las causas desencadenantes de la EA.

Cuando hacemos una revision exhaustiva encontramos siempre un patréon
en comun y clertos detonantes que se mantienen constantes en todas las hipotesis,
esos detonantes casl siempre son, por una parte, la vejez asociada al proceso de
envejecimiento natural y por otra y muy estrechamente relacionada con la primera
la produccion de radicales libres, la disfuncion mitocondrial y la respuesta

inflamatoria.

También esta amplhamente demostrado que un porcentaje muy reducido de
pacientes con EA tienen una causa genética (mutaciones puntuales en genes
asociados a IXA), que conlleva una edad de inicio mas temprana , generalmente

antes de los 65 anos.

En consonancia con estas premisas, la intenciéon de esta mvestigacion fue
contribuir al desarrollo y caracterizacion de modelos celulares para el estudio de
mecanismos patoldgicos implicados en la EA y de terapias neuroprotectoras. lLa
experimentacion i vitro facilita el estudio de mecanismos moleculares tanto
patologicos como protectores. Ademads, el uso de lineas celulares o cultivos
primarios permite el uso de modelos experimentales alternativos al animal de

laboratorio.

Numerosos son los estudios que se llevan a cabo en modelos animales i
vivo, especialmente en ratones transgénicos para la KA (Webster et al., 2014). En la
mayoria de los casos reproducen caracteristicas de la EA imnducidas por mutaciones
familiares de APPy PSENI. También se han modificado animales con mutaciones
de PSENZy con mutaciones en el gen TAU o MAPT. Los modelos animales han

sido y son, muy utiles en estudios de mecanismos mmplicados en la EA y de
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tratamientos preventivos y terapéuticos. Sin embargo, los ratones transgénicos
precisan de un largo tiempo, meses o incluso hasta un ano o mas de edad, para que
expresen las caracteristicas neuropatologicas de la EA. Y aun asi no llegan a
presentar la atrofia cerebral de los enfermos de EA. Con lo cual son mucho mas
sensibles a terapias neuroprotectoras que los enfermos, llevando a falsos positivos
en los tratamientos terapéuticos experimentales. Por ello el uso de modelos
celulares sigue siendo una aproximacion vilida y complementaria a la
experimentacién animal en el estudio de mecanismos especificos como se discute a

continuacion.

Una alternativa experimental i vitro que se esti desarrollando en la
actualidad es el uso de células madre pluripotenciales y que por tanto podrian
diferenciarse a neuronas o células ghales. Especialmente interesantes son las células
madre pluripotenciales inducibles, conocidas por sus siglas IPSC (Wan et al., 2015)
. Las células 1PSC se obtienen de células adultas somaticas reprogramadas a células
madre embrionarias mediante un coctel de factores de transcripcion.
Desafortunadamente se ha comprobado que en este proceso las células 1PSC
adquieren anormalidades genéticas y epigenéticas que pueden conducir a un
fenotipo aberrante (Yamada et al., 2014). Esta tecnologia por tanto estd en sus
micios, pero permitira en el futuro una mvestigacion y una terapia personalizadas
también en la EA. Por otra parte, la diferenciacion m vitro de células madre
embrionarias de raton o humanas, de uso mas difundido, tampoco esta exenta de

anormalidades fenotipicas (Bhartiya et al., 2013).

En esta tesis se propuso el desarrollo de modelos celulares para su
aplicacion al estudio de caracteristicas fenotipicas y mecanismos patoldgicos de la
enfermedad de Alzheimer. La finalidad ultima de los estudios fue definir modelos
celulares de facil uso y reproducibles, que puedan ser usados para el andlisis de

efectos de terapias experimentales en la enfermedad de Alzheimer.
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En primer lugar se han usado cultivos primarios de células ghales, astrocitos
y microglia, obtenidos del raton de senescencia acelerada SAMPS8. Como control se
han empleado cultivos del raton SAMRI con el mismo fondo genético y sin
caracteristicas de envejecimiento patologico cerebral. El raton SAMPS, como se ha
comentado, presenta rasgos patologicos de la EA y se considera un modelo animal
utll para el estudio de mecanismos asociados a la edad que contribuyan al
desencadenamiento de la EA (Pallas et al., 2008). Los cultivos celulares
reproducen, en general, las caracteristicas fenotipicas de las células de los animales
de los cuales se han obtenido. Estudios previos de nuestro grupo de trabajo
demostraron una fragilidad exacerbada contra lesiones oxidativas de los cultivos
primarios de neuronas SAMPS8 que esta parcialmente causada por alteraciones
mitocondriales (Cristofol et al.,, 2012). Desde los primeros trabajos de
caracterizacion m vivo, la disfuncion mitocondrial se considera una alteracién
temprana caracteristica en este modelo de ratén (Nishikawa et al.,, 1998). El
siguiente paso previo a los estudios de esta tesis fue demostrar que las células ghales
también reproducian esta patologia. En efecto, los astrocitos de SAMPS8 i vitro
presentan  alteraciones mitocondriales, estrés oxidativo vy deficiente
neuroproteccion (Garcia-Matas et al., 2008). En un estudio proteémico, ambos
tipos celulares, neuronas y astrocitos, presentaban marcadores de EA (Diez-Vives et

al., 2009).

Se procedié a caracterizar el modelo celular de astrocitos SAMPS,
especificamente evaluando la produccion de radicales libres en el mismo vy
probando la restriccion calorica como posible protector cerebral, asi como la
respuesta inflamatoria del mismo. Como se ha citado en la descripcion del modelo
celular, se han utiizado cultivos primarios enriquecidos en astrocitos que contienen
aproximadamente un 909% de astrocitos. El 109% de células ghales restante son en su
mayoria células de microglia, mientras que las células de oligodendroglia presentes
son muy escasas. Estos cultivos de SAMPS8 y SAMRI se establecieron previamente
en el laboratorio (Garcia-Matas et al., 2008). La microglia presente consideramos

que no contribuye esencialmente a los cambios de estrés oxidativo. Sin embargo, la
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microglia desempena un papel crucial en los mecanismos de desencadenamiento
de la inflamacién, con lo cual para caracterizar los mecanismos inflamatorios se

analizaron cultivos de astrocitos y cultivos puros de microglia.

En segundo lugar se ha usado una linea celular de fibroblastos embrionarios
de raton. Los fibroblastos son un tipo celular muy abundante en el organismo, que
mantiene la integridad estructural de los tejidos conectivos y sintetiza componentes
de la matriz extracelular y factores tréficos. Tienen un uso muy difundido para el
analisis de mecanismos celulares y moleculares, tanto en cultivo primario como en
linea celular. Son también posibles células de eleccion para obtener 1IPSC de
pacientes (Lujan y Wernig, 2012; Mahairaki et al., 2014), estudios que como hemos
citado estan todavia en fases iniciales. Las lineas celulares obtenidas por
mmortalizacion de fibroblastos embrionarios de raton son células amplamente
usadas para estudios de manipulacion genética. En este estudio se ha usado la linea
MEF KO, deficiente en los genes PSENIy PSENZ, diseniada y proporcionada por
el grupo de Bart De Strooper. Estos autores demostraron la validez de esta linea
celular para el estudio funcional de mutaciones de PSENI relacionadas con la EA
(Bentahir et al.,, 2006). Otros autores también han usado lineas celulares de
fibroblastos mmortalizados para estudios de mecanismos funcionales de PSEN1
(Saura et al., 2000;(Garcia-Matas et al., 2015; Garcia-Mesa et al., 2011; Lopez-
Ramos, Jurado-Parras, Sanfeliu, Acuna-Castroviejo, & Delgado-Garcia, 2012) Ma et

al., 2014).

Se procedi6 al uso de la linea MEF KO como linea celular huésped para
expresar de forma estable mutaciones de PSENI causantes de EA familar. Este
modelo celular permitiria el estudio de mecanismos celulares directamente
mducidos por estos genes y que podrian estar implicados en la EA causantes. Se
mici6 la ardua labor de crear lineas celulares con mutaciones PSEN/ asociadas a la
EA de especial mterés clinico y que pudiesen ser empleadas en investigaciones

futuras.
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Para abordar el primer objetivo de esta mvestigacion se han empleado
cultivos primarios de astrocitos de raton SAMRI y SAMPS. Los astrocitos SAMP8
mostraron un aumento de la generacion de ROS vy la oxidacion de proteinas en
comparacioén con los astrocitos resistentes al envejecimiento de SAMRI, los cuales
son signos de envejecimiento acelerado y estin relacionados con el
desencadenamiento de enfermedades neurodegenerativas. Alteraciones de estrés
oxidativo estan presentes en el cerebro de los enfermos de EA (Chaulan y Chaulan,
2006; Nunomura et al., 2006). Asimismo, en tejido postmortem de EA se han
descrito marcadas deficiencias del complejo mitocondrial III y también de los
complejos I, II y IV (Hroudova et al., 2014). Alteraciones de estrés oxidativo y
deficiencias de complejos mitocondriales estin también presentes en los modelos
de ammales transgénicos de FA (Garcia-Mesa et al., 2011; 2012; 2015). En
modelos de EA 11 vitro se ha demostrado la contribucion de los astrocitos al estrés

oxidativo (Garcia-Matas et al., 2010).

Se ha postulado que el estrés oxidativo es un evento primario en el
desarrollo de la EA y puede ser debido a la presencia de mitocondrias
disfuncionales que potenciarian la generacion de ROS (LaFerla et al., 2007).
Ademas, las mitocondrias son al mismo tiempo un objetivo de ROS provocando la
oxidacion de componentes mitocondriales como el ADNmt, lipidos, y proteinas
que conllevan a un mayor deterioro mitocondrial (Garcia-Escudero et al., 2013). A
este respecto, en los cultivos de astrocitos SAMP8 hemos caracterizado las
alteraciones de estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial presentes. Hemos
demostrado una elevada generacion de ROS vy presencia de lesiones oxidativas en
las proteinas. El analisis de los diversos complejos mitocondriales imduce a
considerar el complejo III como el mas danado tanto a nivel funcional como
estructural. La disfuncion del complejo III se habia demostrado previamente en
tejido cerebral de SAMPS8 (Fujibayashi et al., 1998), confirmiandose una vez mas la
fidehdad de los modelos celulares respecto al animal i wvivo en cuanto a

mecanismos celulares.
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Se evalu6 el tratamiento con CR para determinar si existia algin efecto
protector en la cascada oxidativa, encontrando que el CR disminuy6 la lesion
oxidativa de proteinas de los astrocitos SAMP8 e induyjo un incremento de la
defensa antioxidante mitocondrial y la restauraciéon de los niveles del complejo
mitocondrial III. El tratamiento con CR indujo efectos rejuvenecedores en las
mitocondrias SAMPS y en otras funciones celulares ya que se anul6 la senescencia
replicativa de estos cultivos. CR se utiizo6 como tratamiento que mduce un ajuste
del gasto energético y metabolico celular que lleva al desencadenamiento de vias
senalizadoras de neuroproteccion y longevidad (Pani 2015). Los cultivos primarios
de astrocitos SAMP8 con caracteristicas de envejecimiento cerebral patologico

demostraron ser sensibles a tratamientos protectores como el suero CR.

El segundo objetivo consistié en la caracterizacion de los cultivos primarios
de astrocitos y de microglia de raton SAMPS, como modelos para el estudio de la
mflamaciéon cerebral patologica en envejecimiento y EA. Los astrocitos SAMPS han
mostraron pocos cambios inflamatorios respecto a los SAMRI en condiciones
basales. Sin embargo las células microghales SAMP8 mostraron un fenotipo
mflamatorio activado. Los cultivos tratados con LPS+IFNo para analizar su
respuesta a un estimulo mflamatorio agudo demostraron una respuesta exacerbada
respecto a los SAMRI. Aunque no es facil discernir la contribucion de la microglia
presente en los cultivos de astrocitos, la respuesta desregulada parece presentarse en
mayor grado en microglia. La exacerbacion de los mecanismos ghales de respuesta
mflamatoria, principalmente en la microglia, podria ser el inductor de un estado

cronico de inflamacion cerebral en SAMPS.

Como se ha comentado en la mtroduccion, la inflamacion crénica sin
resolver durante el envejecimiento puede actuar como el enlace fisiopatologico que
mpulsa cambios funcionales normales para convertirse en muchas de las
enfermedades degenerativas relacionadas con la edad (Chung et al., 2002). Por otro

lado la activacion microghal se ha demostrado que se correlaciona con la progresion
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clinica a la etapa de demencia, estado neuropatologico, y con la etapa de progresion
de la formacion de placas de AR (Hoozemans et al., 2006). En efecto, inflamacion y
activacion microghal estan presentes en el cerebro de pacientes de EA (Rosén et al.,

2014; Wang et al., 2015).

Paralelamente a los estudios en cultivos ghales, la caracterizacion realizada
del estado inflamatorio del tepdo cerebral de SAMPS8 ha permitido comprobar la
validez de nuestra aproximacion in vitro. Efectivamente, los ratones SAMP8 a edad
adulta presentaban un nivel elevado de citoquinas proimnflamatorias respecto a
SAMRI, como también habia sido descrito por otros autores (Tha et al., 2010; Liu
et al.,, 2013). La respuesta inflamatoria cerebral a LPS i vivo no habia sido
caracterizada previamente en estos ratones. Nuestro estudio ha demostrado que
existe una exacerbacion de la respuesta inflamatoria en corteza cerebral de SAMPS8
respecto a SAMRI, de la misma forma que observamos 1 vitro. Sin embargo esta
respuesta se reduce en edades de senescencia avanzada de 12 meses de edad en
SAMPS8, mientras se mantiene constante en SAMRI. En suero sanguineo de los
mismos ratones analizados, se observd una exacerbacion de la respuesta
mflamatoria sistémica a LPS a la edad mas tardia de 12 meses de edad. En conjunto
podemos concluir que los ratones SAMPS8 presentan una alteracion de los
mecanismos de respuesta inflamatoria que contribuyen al fenotipo senescente y al
desarrollo de patologia cerebral cercana a FA. Este fenotipo flamatorio cerebral

ha podido ser reproducido en los cultivos de astrocitos y microglia.

Por otro lado como ya se menciono, el tercer objetivo de esta investigacion
fue generar un modelo celular a partir de 3 mutaciones puntuales en el gen de la
PSENI reportadas por los mnvestigadores de la Unidad de Alzheimer y otros
trastornos cognitivos del Hospital Clinico de Barcelona. Una de ellas (K239N)
presenta una penetrancia genética incompleta a la edad de 65 anos (Llado6 et al.,
2010), mientras que las otras dos (I.286P y E120G) presentan una edad de micio
temprana de la patologia (Sanchez-Valle et al., 2007). La edad media de aparicion

de los primeros sintomas de EA en pacientes portadores de mutaciones de PSENI,
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se ha descrito alrededor de los 46 anos (Ryman et al., 2014), si bien existe una gran
variabilidad, y se desconoce la base biolégica de la aparicion de las manifestaciones
clinicas en edades mas tardias en algunos casos. Por ello el mterés de desarrollar

este modelo celular para su estudio.

La proteina PSEN1 forma parte del complejo y-secretasa y por tanto,
mutaciones en el gen correspondiente dardn alteraciones en el chivaje de la APP y
en la correspondiente generacion de AP. Las mutaciones clinicas conocidas de
PSENI pueden mducir una multplicidad de efectos en la estructura y la
funcionalidad del complejo de y-secretasa, aunque comuinmente se trata de un
mcremento de la relacion AB42/AB40 (Bentahir et al., 2006). Ademds, PSENT1 esta
mmplicado en otros procesos, ya sea el procesamiento de sustratos de y-secretasa

alternativos al APP o efectos independientes de y-secretasa. En cuanto a estos
ultimos, se ha descrito que las proteinas de smaptosomas y el tejido cerebral de
ratones transgénicos que llevan la mutacion de EA famihiar M146V o M146L en
PSENI1, respectivamente, mostraron niveles aumentados de estrés oxidativo
(LaFontaine 2002; Schuessel et al., 2006). El envejecimiento podria potenciar la
generacion de ROS en portadores de mutaciones de PSENI, como se ha
demostrado en los ratones transgénicos para la mutacion M146L (Schuessel et al.,
2006). De acuerdo con estos resultados se ha demostrado que los fibroblastos de
pacientes con EA producen un aumento significativo de ROS endogeno (Naderi et

al., 2000).

Fl estudio de mecanismos celulares y moleculares inducidos por mutaciones
de PSENI en un modelo celular puede contribuir en gran medida al conocimiento
de la enfermedad y a su interaccién con factores relacionados con el envejecimiento
cerebral. El modelo celular que se ha disenado en el presente trabajo de tesis puede
facilitar el estudio de estos mecanismos. Como se expuso anteriormente, después
de superar diversos problemas técnicos se han obtenmido los genes de PSENI
humana con la proteina normal y las variantes con las mutaciones en estudio en

plasmidos de clonacién retroviral. Como hito significativo se ha obtenido la linea
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celular que expresa la proteina PSEN1 WT en células huésped MEF KO, linea de
fibroblastos deficientes en PSENI y PSENZ. Paralelamente también se han
definido las condiciones de infeccion con adenovirus expresando APP para la
caracterizacion del metabolismo de este sustrato per las diversas variantes de
PSENT. Estos resultados demuestran la validez de las aproximaciones de ingenieria
genética usadas finalmente y abre el camino para la obtencién de las lineas celulares
que expresen el gen de PSENI con mutaciones causantes de EA y a las

experimentaciones previstas.

En resumen, en esta tesis se han establecido modelos experimentales
celulares para el estudio de mecanismos cerebrales de estrés oxidativo, inflamacion
y de mutaciones de PSENI, implicados en la EA. Los estudios experimentales
siguen siendo esenciales en la lucha contra esta enfermedad y para el desarrollo de
terapias que puedan ser efectivas. En la actualidad se estin realizando grandes
avances para detectar la EA en estadios iniciales y especialmente en la fase
preclinica, ya sea con la busqueda de biomarcadores biologicos (Balasa et al., 2014;
Toledo et al., 2015), refinamiento de pruebas neurocognitivas (Valech et al., 2015)
o métodos de neuroimagen (Molinuevo et al., 2014; Gispert et al., 2015). Una
deteccion precoz facilitard el ensayo de nuevas terapias y el establecimiento de
programas de prevencion. Para ello es de gran interés la disponibilidad de sistemas
experimentales celulares que permitan el estudio de mecanismos celulares y

moleculares de la EA y de nuevos agentes terapéuticos.
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CONCLUSIONES
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1. Los cultivos glhales enriquecidos en astrocitos SAMPS8 presentan estrés
oxidativo y alteraciones mitocondriales compatibles con procesos de
neurodegeneracién asociada al envejecimiento y EA. Estos cultvos son

sensible a tratamientos protectores.

1.1.- Los astrocitos  SAMP8  tienen  deficiencias  del  complejo
mitocondrial  III, generan mds radicales hidroperéxidos y  presentan

mayor carbonilaciéon de proteinas que los astrocitos SAMRI.

1.2.- El tratamiento con suero de CR induyjo una recuperacion de las
proteinas de los complejos mitocondriales, disminuyé la generacion de
ROS, aumenté la defensa antioxidante vy  dismunuyo las  lesiones

oxidaftivas en astrocitos SAMPS.

1.3.- El suero de CR protegio a los astrocitos SAMP8 de la senescencia
replicativa, reviriendo una de las caracteristicas del envejecimiento
m wvitro, efecto indicativo de rejuvenecimiento de los  astrocitos

senescentes.

2. Los cultivos gliales enriquecidos en astrocitos y los cultivos puros de
microglia SAMP8 presentan una desregulaciéon de los mecanismos de
respuesta inflamatoria, que puede inducir procesos de neuroinflamacién
crénica, compatibles con procesos de neurodegeneracion asociada al

envejecimiento y EA. Alteraciones similares se detectan in vivo.

2.1.- Los cultivos de astrocitos SAMPS presentan miveles de liberacion de NO similar
a los SAMRI1 mientras que los cultivos de microglia SAMP8 demuestran una
tendencia a mayor liberacion. Morfologicamente, la microglia SAMP8 presenta un

fenotipo reactivo.
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2.2.- Fl tratamiento con LPS+IFNY potencié la produccion de NO en astrocitos y
microglia SAMPS, por otro lado el tratamiento con TNFa activd y potenci6 la

liberacion de IL-6 en cultivos de microglia SAMPS

2.3.- En la corteza cerebral de ratones de 6 y 12 meses de edad no se detectan
diferencias en las citoquinas proinflamatorias entre SAMP8 y SAMRI1 pero el
tratamiento con LPS potenci6 la liberacion de IL-1B y TNFa en la corteza cerebral de
SAMPS de 6 meses de edad, ¢ nduyjo cambios morfoldgicos en la microglia. El

tratamiento con LPS potencio la liberacion de I1-6 en suero sanguineo en SAMPS

de 12 meses de edad.

3. El sistema n vitro de células de ratén MEF, KO para PSENI y PSENZ,
permite expresar el gen humano de PSENIy es de utilidad para el estudio
de mutaciones de PSENI de interés clinico.

3.1.- La mutagénesis dirigida permitié6 generar los plismidos con 3 mutaciones
puntuales de PSENI de EA famihar: p.L286P, p.K239N y p.E120G, en el
plasmido p.PSEN1 W'T.

3.2. La técnica de transfeccion de los plasmidos en MEF PS-/- por lipofeccion no
permitié una recuperacion adecuada de los niveles proteicos de PSENT en las MEF

transfectadas, mientras que la clonacion de los mismos en un plismido retroviral

MSVC 2.2-IRES-GFP con posterior transteccion en MEF PS-/- fue la mas exitosa.

3.3.- Se establecieron las bases para la linea celular mediante la creacion del
constructo con el gen PSEN1 WT con una expresion del 100% en las células
transfectadas y se consigui6 también que con un MOI de 50 se obtiene un 509% de
células positivas en cultivos quiescentes en 196 de FBS para infectar las células con

los adenovirus que expresan APPswe, APPwt y el marcador -galactosidasa.

175






BIBLIOGRAFIA

176



Albert, M. S., DeKosky, S. T., Dickson, D., Dubois, B., Feldman, H. H., Fox, N.
C., ... Phelps, C. H. (2011). The diagnosis of mild cognitive impairment due to
Alzhemmer’s disease: Recommendations from the National Institute on Aging

and Alzheimer’s Association workgroup. Alzhermer’s and Dementia, 7, 270-9.

Al, A. K., Banks, W. a, Kumar, V. B., Shah, G. N., Lynch, J. L., Farr, S. a, ...
Morley, J. E. (2009). Nitric oxide activity and 1soenzyme expression in the
senescence-accelerated mouse p8 model of Alzheimer’s disease: effects of anti-

amyloid antibody and antisense treatments. 7he Journals of Gerontology.
Series A, Biological Sciences and Medical Sciences, 6410), 1025-30.

Alves, L., Correla, A. S. A., Miguel, R., Alegria, P., & Bugalho, P. (2012).
Alzheimmer’s Disease: A Clinical Practice-Oriented Rewview. Frontiers in
Neurology, 3, 63.

Alzheimer, A. (1907). Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde. Allgemeine
Zeitschrift Fur Psychiatrie Und Psychisch-Gerichtliche Medizin, 64, 146-8.

Araque, A., Parpura, V., Sanzgiri, R. P., & Haydon, P. G. (1999). Trpartite
synapses: gha, the unacknowledged partner. 7rends in Neurosciences, 2205),
208-15.

Balaban, R. S., Nemoto, S., & Finkel, T. (2005). Mitochondria, oxidants, and aging.
Cell, 120(4), 483-95.

Balasa M, Sianchez-Valle R, Antonell A, Bosch B, Olives J, Ram L, Castellvi M,
Molinuevo JL, Llado A (2014). Usefulness of biomarkers in the diagnosis and

prognosis of early-onset cognitive impairment. Journal of Alzheimer’s Disease

4004):919-27.

Banks, W. a., & Robinson, S. M. (2010). Minimal penetration of lipopolysaccharide

across the murine blood-brain barrier. Bramn, Behavior, and Immunity, 24(1),

102-9.

Behl, C. (1997). Amyloid beta-protein toxicity and oxidative stress in Alzheimer’s
disease. Cell and Tissue Research, 290, 471-80.

Benson, D. F., Dawvis, R. J., & Snyder, B. D. (1988). Posterior cortical atrophy.
Archives of Neurology, 4)(7), 789-93.

Bentahir, M., Nyabi, O., Verhamme, J., Tola, A., Horré, K., Wiltfang, J., ... De
Strooper, B. (2006). Presenilin clinical mutations can affect gamma-secretase
activity by different mechanmsms. Journal of Neurochemistry, 96(3), 732-42.

Berrios, G. E. (1990). Feelings of fatigue and psychopathology: A conceptual
history. Comprehensive Psychiatry, 31(2), 140-51.

177



Berrios, G. E. (1999). Classifications in psychiatry: a conceptual history. 7he
Australian and New Zealand Journal of Psychiatry, 33, 145-60.

Bertram, L., & Tanz, R. E. (2004). Alzheimer’s disease: one disorder, too many
genes? Human Molecular Genetics, 13 Spec No(1), R135-41.

Bhartiya D, Nagvenkar P, Sriraman K, Shaikh A. An Overview of Pluripotent Stem
Cells. In: Pluripotent Stem Cells, Bhartiya and Nibedita eds. InTechOpen
2013. ISBN 978-953-51-1192-4.

Blasko, 1., Humpel, C., & Grubeck-Loebenstemn, B. (2010). Glial cells: Astrocytes
and oligodendrocytes during normal brain aging. In Encyclopedia of

Neuroscience (pp. 743-747).

Braak, H., & Braak, E. (1991). Neuropathological stageing of Alzheimer-related
changes. Acta Neuropathologica, 82, 239-59.

Butterfield, D. A., Bader Lange, M. L., & Sultana, R. (2010). Involvements of the
lipid peroxidation product, HNL, in the pathogenesis and progression of

Alzhemmer’s disease. Brochimica et Biophysica Acta - Molecular and Cell

Biology of Lipids, 1801(8), 924-9.
Cacquevel, M., Aeschbach, L., Houacine, J., & Fraering, P. C. (2012). Alzheimer’s

disease-linked mutations in presenilin-1 result in a drastic loss of activity in

purified y-secretase complexes. PloS One, /(4), e35133.

Campion, D., Dumanchin, C., Hannequin, D., Dubois, B., Bellard, S., Puel, M., ...
Frebourg, T. (1999). Early-onset autosomal dominant Alzheimer disease:

prevalence, genetic heterogeneity, and mutation spectrum. American Journal of
Human Genetics, 65(3), 664-70).

Chauhan V, Chauhan A. (2006) Oxidative stress 1 Alzheimer's disease.
Pathophysiology, 73(3):195-208.

Chung, H. Y., Cesari, M., Anton, S., Marzetti, E., Giovannini, S., Seo, A. Y., ...
Leeuwenburgh, C. (2009). Molecular inflammation: Underpinnings of aging
and age-related diseases. Ageing Rescarch Reviews, 8(1), 18-30.

Chung, H. Y., Kim, H. J., Kim, J. W., & Yu, B. P. (2001). The mflammation
hypothesis of aging: molecular modulation by calorie restriction. Annals of the
New York Academy of Sciences, 928, 327-35.

Chung, H. Y., Kim, H. J., Kim, K. W., Choy, J. S., & Yu, B. P. (2002). Molecular
inflammation hypothesis of aging based on the anti-aging mechanism of calorie

restriction. Microscopy Research and Technique, 29, 264-72.

178



Chung, H. Y., Lee, E. K., Choy, Y. J., Kim, J. M., Kim, D. H., Zou, Y., ... Yu, B. P.
(2011). Molecular inflammation as an underlying mechanism of the aging
process and age-related diseases. Journal of Dental Research, 90, 830-40.

Civitarese, A. E., Carling, S., Heilbronn, L. K., Hulver, M. H., Ukropcova, B.,
Deutsch, W. A., ... Ravussin, E. (2007). Calorie restriction increases muscle
mitochondrial biogenesis in healthy humans. PL0S Medicine, 43), 485-94.

Cristofol, R., Porquet, D., Corpas, R., Coto-Montes, A., Serret, J., Camins, A., ...
Sanfeliu, C. (2012). Neurons from senescence-accelerated SAMP8 mice are
protected against frailty by the sirtuin 1 promoting agents melatonin and
resveratrol. Journal of Pineal Research, 943), 271-81.

Cruts, M., & Van Broeckhoven, C. (1998). Molecular genetics of Alzheimer’s
disease. Annals of Medicine, 30, 560-5.

Dalle-Donne, 1., Giustarini, D., Colombo, R., Rossi, R., & Milzani, A. (2003).
Protein carbonylation in human diseases. 7rends in Molecular Medicine, X4),
169-76.

Dalle-Donne, 1., Rossi, R., Giustarini, D., Milzani, A., & Colombo, R. (2003).
Protemn carbonyl groups as biomarkers of oxidative stress. Clinica Chimica

Acta, 52941-2), 23-38.

Damani, M. R., Zhao, L., Fontainhas, A. M., Amaral, J., Fariss, R. N., & Wong, W.
T. (2011). Age-related alterations in the dynamic behavior of microgha. Aging
Cell, 10, 263-276.

Deng, X., Li, M., A1, W., He, L., Lu, D., Patrylo, P. R., ... Yan, X. (2014).
Lipolysaccharide-Induced Neuroinflammation Is Associated with Alzheimer-
Like Amyloidogenic Axonal Pathology and Dendritic Degeneration in Rats.
Advances in Alzhermer’s Disease, A2), 78-93.

Diez-Vives, C., Gay, M., Garcia-Matas, S., Comellas, F., Carrascal, M., Abian, J., ...
Sanfeliu, C. (2009). Proteomic study of neuron and astrocyte cultures from
senescence- accelerated mouse SAMPS reveals degenerative changes. Journal
of Neurochemistry, 111(4), 945-55.

Donato, R. (2001). S100: A multigenic family of calcium-modulated proteins of the
EF-hand type with intracellular and extracellular functional roles. International

Journal of Biochemustry and Cell Biology, 33(7), 637-68.

Doyle, D. (1978). The Fine Structure of the Nervous System: The Neurons and
Supporting Cells. Journal of Neurology, Neurosurgery, and Psychiatry, 41,

191-2.

179



Drachman, D. A. (2006). Aging of the brain, entropy, and Alzheimer disease.
Neurology, 67, 1340-52.

Dubois, B., Feldman, H. H., Jacova, C., Cummings, J. L., DeKosky, S. T.,
Barberger-Gateau, P., ... Scheltens, P. (2010). Revising the defimition of
Alzheimer’s disease: A new lexicon. 7The Lancet Neurology, A11), 1118-27.

Dubois, B., Feldman, H. H., Jacova, C., DeKosky, S. T., Barberger-Gateau, P.,
Cummings, J., ... Scheltens, P. (2007). Research criteria for the diagnosis of
Alzhemmer’s  disease: revising the NINCDS-ADRDA criteria.  Lancet
Neurology, 018), 734-46.

Dudal, S., Krzywkowski, P., Paquette, J., Morissette, C., Lacombe, D., Tremblay,
P., & Gervais, F. (2004). Inflammation occurs early during the AB deposition
process in TgCRNDS8 mice. Neurobiology of Aging, 25, 861-871.

Ekdahl, C. T., Kokaia, Z., & Lindvall, O. (2009). Brain mflammation and adult

neurogenesis: The dual role of microgha. Neuroscience, 158(3), 1021-9.

Eng, L. F. (1985). Glial fibrillary acidic protein (GFAP): the major protein of glal
mtermediate  filaments 1 differentated  astrocytes.  Journal  of
Neurormmunology, 8, 203-14.

Engelhart, M. J., Geerlings, M. 1., Meyer, J., Kiliaan, A., Ruitenberg, A., van
Swieten, J. C., ... Breteler, M. M. B. (2004). Inflammatory proteins in plasma
and the nisk of dementia: the rotterdam study. Archives of Neurology, 61, 668 -
72.

Fern, C. P., Prince, M., Brayne, C., Brodaty, H., Fratghoni, L., Hall, K., ...
Disease, A. (2010). Global prevalence of dementia : a Delphi consensus study,
30019503), 2112-7.

Fields, R. D., Araque, A., Johansen-Berg, H., Lim, S.-S., Lynch, G., Nave, K.-A., ...
Wake, H. (2013). Glial Biology in Learning and Cognition. 7he

Neuroscientist: A Review Journal Bringing Neurobiology, Neurology and
Psychiatry, 2005), 426-31.

Forabosco, P., Ramasamy, A., Trabzuni, D., Walker, R., Smuth, C., Bras, J., ..
Ryten, M. (2013). Insights into TREMZ2 biology by network analysis of human
brain gene expression data. Neurobiology of Aging, 34, 2699-714.

Fortea, J., Llado, A., Clarimén, J., Lle6, A., Oliva, R., Pery, J., ... Sanchez-Valle, R.
(2011). PICOGEN: Five years experience with a genetic counselling program
for dementia. Neurologia (English Edition), 20(3), 143-9.

Frank-Cannon, T. C., Alto, L. T., McAlpine, F. E., & Tansey, M. G. (2009). Does

180



neuroinflammation fan the flame in neurodegenerative diseases? Molecular

Neurodegeneration, 4, 47.

Freeman, M. R. (2010). Specification and morphogenesis of astrocytes. Science

(New York, N.Y.), 330, 774-8.

Fupbayashi, Y., Yamamoto, S., Waki, A., Konishi, J., & Yonekura, Y. (1998).
Increased mitochondrial DNA deletion in the brain of SAMPS8, a mouse

model for spontaneous oxidative stress brain. Neurosci Lett, 254(2), 109-112.

Gabbita, S. P., Lovell, M. A., & Markesbery, W. R. (1998). Increased nuclear DNA
oxidation in the brain in Alzheimer’s disease. Journal of Neurochemustry, 71,

2034-40.

Games, D., Adams, D., Alessandrini, R., Barbour, R., Berthelette, P., Blackwell,
C., ... Gillespie, F. (1995). Alzheimer-type neuropathology in transgenic mice
overexpressing V717F beta-amyloid precursor protein. Nature, 375, 523-527.

Garcia-Escudero, V., Martin-maestro, P., Perry, G., & Awvila, J. (2013).
Deconstructing Mitochondrial Dysfunction i Alzheimer Disease. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity 2013:162152.

Garcia-Matas, S., Gutierrez-Cuesta, J., Coto-Montes, A., Rubio-Acero, R., Diez-
Vives, C., Camins, A., ... Crstofol, R. (2008). Dysfunction of astrocytes in

senescence-accelerated mice SAMPS reduces their neuroprotective capacity.
Aging Cell, 75), 630-40.

Garcia-Matas, S., Paul, R. K., Molina-Martinez, P., Palacios, H., Gutierrez, V. M.,
Corpas, R., ... Sanfeliu, C. (2015). In vitro caloric restriction induces protective
genes and functional rejuvenation in senescent SAMPS astrocytes. Aging Cell,
143), 334-44.

Garcia-Mesa, Y., Lopez-Ramos, J. C., Giménez-Llort, L., Revilla, S., Guerra, R.,
Gruart, A., ... Sanfeliu, C. (2011). Physical exercise protects against
Alzheimer’s disease in 3xTg-AD mice. Journal of Alzheimer’s Disease : JAD,
24, 421-54.

Gella, A., & Durany, N. (2009). Oxidative stress in Alzheimer disease, 3(1), 88-93.

Ginhoux, F., Lim, S., Hoeffel, G., Low, D., & Huber, T. (2013). Origin and
differentiation of microgha. Frontiers i Cellular Neuroscience, 7, 45.

Gispert JD, Rami L, Sinchez-Benavides G, Falcon C, Tucholka A, Rojas S,
Molinuevo JL. (2015). Nonlinear cerebral atrophy patterns across the Alzhemmer's

disease continuum: 1mpact of APOE4 genotype. Neurobiology of Aging.,
30(10):2687-701.

181



Glenner, G. G. (1979). Congophilic microangiopathy in the pathogenesis of
Alzheimer’s syndrome (presenile dementia). Medical Hypotheses, 5, 1231-6.

Goldgaber, D., Harris, H. W., Hla, T., Maciag, T., Donnelly, R. J., Jacobsen, J. S.,
... Gadusek, D. C. (1989). Interleukin 1 regulates synthesis of amyloid beta-

protein precursor mRNA i human endothehal cells. Proc Natl Acad Sci U S
A, 86, 7606-10.

Goncalves, C. A., Conchi Leite, M., & Nardin, P. (2008). Biological and
methodological features of the measurement of S100B, a putative marker of
brain injury. Clinical Biochemistry, 41(10-11), 755-63

Gordon, M. N., Holcomb, L. A., Jantzen, P. T., DiCarlo, G., Wilcock, D., Boyett,
K. W., ... Morgan, D. (2002). Time course of the development of Alzheimer-

like pathology in the doubly transgenic PSI+APP mouse. Experimental
Neurology, 173, 183-95.

Gorno-Tempmi, M. L., Hillis, a E., Weintraub, S., Kertesz, a, Mendez, M.,
Cappa, S. F., ... Grossman, M. (2011). Classification of primary progressive
aphasia and 1its variants. Neurology, 70, 1-10.

Graeber, M. B., & Streit, W. J. (2010). Microgha: biology and pathology. Acta
Neuropathologica, 119, 89-105.

Gray, E. G. (1971). The Fine Structure of the Nervous System. Journal of Anatomy,
108, 198.

Gsell, W., Strein, 1., & Riederer, P. (1996). The neurochemistry of Alzheimer type,
vascular type and mixed type dementias compared. Journal of Neural

Transmission. Supplementum, 47, 73-101.

Hardy, J., & Selkoe, D. J. (2002). The amyloid hypothesis of Alzheimer’s disease:
progress and problems on the road to therapeutics. Sczence (New York, N.Y.),
297, 353-6.

Harrington, C. R., & Colaco, C. A. (1994). Alzheimer’s disease. A glycation
connection. Nature, 370(6487), 247-8.

Heneka, M. T., Carson, M. J., Khoury, J. El, Landreth, G. E., Brosseron, F.,
Femstein, D. L., ... Kummer, M. P. (2015). Neuroinflammation in Alzheimer’s
disease. The Lancet Neurology, 144), 388-405.

Henriksen, T., & Endresen, M. (1994). Oxidative stress and antioxidants. 7idsskrift
for Den Norske Laegeforening : Tidsskrift for Praktisk Medicin, Ny Rackke,

182



114, 328-30.

Herreman, a, Hartmann, D., Annaert, W., Saftig, P., Craessaerts, K., Serneels, L.,
... De Strooper, B. (1999). Presenilin 2 deficiency causes a mild pulmonary
phenotype and no changes in amyloid precursor protein processing but
enhances the embryonic lethal phenotype of preseniin 1 deficiency.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 96(21), 11872-7.

Herrup, K. (2010). Reimagining Alzheimer’s disease--an age-based hypothesis. 7he
Journal of Neuroscience : The Official Journal of the Society for Neuroscience,

30, 16755-62.

Hol, E. M., Roelofs, R. F., Moraal, E., Sonnemans, M. A. F., Sluys, J. A., Proper,
E. A., ... van Leeuwen, F. W. (2003). Neuronal expression of GFAP 1n patients
with Alzhemmer pathology and identification of novel GFAP splice forms.
Molecular Psychiatry, 8, 786-96.

Hoozemans, J. J. M., Veerhuis, R., Rozemuller, J. M., & Eikelenboom, P. (2006).
Neuromnflammation and regeneration in the early stages of Alzheimer’s disease

pathology. International Journal of Developmental Neuroscience, 24, 157-65.

Hroudova J, Singh N, Fsar 7. (2014). Mitochondral dysfunctions 1in
neurodegenerative diseases: relevance to Alzheimer's disease. Biomedical
Research International, 2014:175062.

Hsiao, K., Chapman, P., Nilsen, S., Eckman, C., Hangaya, Y., Younkin, S., ...
Cole, G. (1996). Correlative memory deficits, Abeta elevation, and amyloid
plaques 1n transgenic mice. Sczence (New York, N.Y.), 274, 99-102.

Hyun, D. H., Hernandez, J. O., Mattson, M. P., & de Cabo, R. (2006). The plasma

membrane redox system in aging. Ageing Research Reviews, X2), 209-20.

Jorgensen, M. B., Finsen, B. R., Jensen, M. B., Castellano, B., Diemer, N. H., &
Zimmer, J. (1993). Microglial and astroghal reactions to ischemic and kaimic
acid-induced lesions of the adult rat hippocampus. Experimental Neurology,

120, 70-88.

Kasuga, K., Shimohata, T., Nishimura, A., Shiga, A., Mizuguchi, T., Tokunaga, J.,
... Ikeuchi, T. (2009) Identification of independent APP locus duplication in

Japanese patients with early-onset Alzheimer disease. Journal of Neurology,
Neurosurgery and Psychiatry, 809), 1050-2.

Kettenmann, H., Hanisch, U.-K., Noda, M., & Verkhratsky, A. (2011). Physiology
of microgha. Physiological Reviews, 91, 461-553.

183



Kong, Q., & Lin, C.-L. G. (2010). Oxidative damage to RNA: mechanisms,
consequences, and diseases. Cellular and Molecular Life Sciences : CMLS, 67,
1817-29.

Konsman, J. P., Parnet, P., & Dantzer, R. (2002). Cytokine-induced sickness
behaviour: Mechanisms and implications. 7rends in Neurosciences, 2X3),
154-9.

Krstic, D., & Knuesel, 1. (2013). Deciphering the mechanism underlying late-onset
Alzheimer disease. Nature Reviews. Neurology, 9, 25-34.

Kumar-Singh, S., Theuns, A. J., Broeck, B. Van, Pirici, D., Vennekens, K.,
Corsmit, E., ... Broeckhoven, C. Van. (2006). Mean age-of-onset of famihal
alzheimer disease caused by presenilin mutations correlates with both
mncreased Abetad?2 and decreased Abeta4(). Human Mutations, 2A47), 686-95.

LaFerla, F. M., Green, K. N., & Oddo, S. (2007). Intracellular amyloid-beta in

Alzheimer’s disease. Nature Reviews. Neuroscience, 8, 499-509.

LaFontaine MA1, Mattson MP, Butterfield DA (2002). Oxidative stress 1n
synaptosomal proteins from mutant presenilin-1 knock-in mice: implications

for familial Alzheimer's disease. Neurochemical Research, 27(5):417-21.

Lemere, C. A., Blusztan, J. K., Yamaguchi, H., Wisniewski, T., Saido, T. C., &
Selkoe, D. J. (1996). Sequence of deposition of heterogeneous amyloid beta-
peptides and APO E in Down syndrome: implications for initial events in

amyloid plaque formation. Neurobiology of Disease, 3, 16-32.

Lewis, J., McGowan, E., Rockwood, J., Melrose, H., Nacharaju, P., Van
Slegtenhorst, M., ... Hutton, M. (2000). Neurofibrillary tangles, amyotrophy
and progressive motor disturbance m mice expressing mutant (P301L) tau

protein. Nature Genetics, 25, 402-5.

Li, H., Wetten, S., 11, L., St Jean, P. L., Upmanyu, R., Surh, L., ... Roses, A. D.
(2008). Candidate single-nucleotide polymorphisms from a genomewide

association study of Alzheimer disease. Archuves of Neurology, 6(1), 45-53.

Lin, M. T., & Beal, M. F. (2006). Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in
neurodegenerative diseases. Nature, 443, 787-9)5.

LiuJ , Hu G, Xu R, Qiao Y, Wu HP, Ding X, Duan P, Tu P, Lin Y]J. (2013) Rhein
lysinate decreases the generation of B-amyloid m the brain tissues of Alzheimer's
disease model mice by mnhibiting inflammatory response and oxidative stress. J

Asian Natural Products Research, 1X(7):75663.
Llado, A., Fortea, J., Ojea, T., Bosch, B., Sanz, P., Valls-Solé, J., ... Sanchez-Valle,

184



R. (2010). A novel PSEN1 mutation (K239N) associated with Alzheimer’s

disease with wide range age of onset and slow progression. European Journal of
Neurology : The Official Journal of the European Federation of Neurological
Societies, 177), 994-6.

Lopez-Lluch, G., Hunt, N., Jones, B., Zhu, M., Jamieson, H., Hilmer, S., ... de
Cabo, R. (2006). Calorie restricion induces mitochondrial biogenesis and
bioenergetic efficiency. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 1036), 1768-73.

Lopez-Ramos, J. C., Jurado-Parras, M. T., Sanfeliu, C., Acuna-Castroviejo, D., &
Delgado-Garcia, J. M. (2012). Learming capabilittes and CAl-prefrontal
synaptic plasticity in a mice model of accelerated senescence. Neurobiology of
Aging, 33(3), 627.¢13-26.

Lu, T., Pan, Y., Kao, S.-Y., Li, C., Kohane, I., Chan, J., & Yankner, B. A. (2004).
Gene regulation and DNA damage in the ageing human brain. Nature, 429,
883-91.

Mann, D. M. A., Jones, D., Snowden, J. S., Neary, D., & Hardy, J. (1992).
Pathological changes in the brain of a patient with familial Alzheimer’s disease
having a missense mutation at codon 717 in the amyloid precursor protein

gene. Neuroscience Letters, 1357, 225-8.

Marques, F., Sousa, J. C., Sousa, N., & Palha, J. A. (2013). Blood-brain-barriers in

aging and i Alzheimer’s disease. Molecular Neurodegeneration, 8, 38.

Masoro, E. J. (1993). Dietary restricton and aging. Journal of the American
Gernatrics Society, 41, 994-999.

Mattison, J. A., Roth, G. S., Beasley, T. M., Tilmont, E. M., Handy, A. M.,
Herbert, R. L., ... de Cabo, R. (2012). Impact of caloric restriction on health
and survival in rhesus monkeys from the NIA study. Nature, 48A7415), 318-
21.

Mattson, M. P. (2005). Energy intake, meal frequency, and health: a neurobiological

perspective. Annual Review of Nutrition, 25, 237-60).

McGeer, P. L., & McGeer, E. G. (1995). The mflammatory response system of
brain: implications for therapy of Alzheimer and other neurodegenerative

diseases. Brain Research. Brain Research Reviews, 21, 195-218.

McKhann, G. M., Drachman, D., Folstein, M. F., Katzman, R., Price, D., &
Stadlan, E. M. (1984). Chnical diagnosis of Alzheimer’s disease: report of the
NINCDS-ADRDA Work Group under the auspices of Department of Health

185



and Human Services Task Force on Alzheimer's Disease. Neurology, 34, 939-
44.

McKhann, G. M., Knopman, D. S., Chertkow, H., Hyman, B. T., Jack, C. R.,
Kawas, C. H., ... Phelps, C. H. (2011). The diagnosis of dementia due to
Alzheimer’s disease: Recommendations from the National Institute on Aging-
Alzheimmer's Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer's
disease. Alzhermer’s and Dementia, 7(3), 263-9.

Melov, S., Adlard, P. A., Morten, K., Johnson, F., Golden, T. R., Hnerfeld, D., ...
Bush, A. 1. (2007). Mitochondrial oxidative stress causes hyperphosphorylation
of tau. PLoS ONLE, 26), ¢536.

Mittler, R. (2002). Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. 7rends in
Plant Science, 79), 405-10.

Molnuevo JL, Ripolles P, Stmé M, Lladé A, Olives J, Balasa M, Antonell A,
Rodriguez-Fornells A, Ramu L. (2014). White matter changes in prechnical
Alzhemmer's disease: a magnetic resonance mmaging-diffusion tensor imaging study

on cognitively normal older people with positive amyloid B protein 42 levels.
Neurobiology of Aging, 3X(12):2671-80

Mosher, K. 1., & Wyss-Coray, T. (2014). Microghal dysfunction i brain aging and
Alzheimer’s disease. Brochemical Pharmacology, 858(4), 594-604.

Mrak, R. E., & Griffin, W. S. T. (2001). The role of activated astrocytes and of the
neurotrophic cytokine S100B in the pathogenesis of Alzheimer’s disease.
Neurobiology of Aging, 22, 915-22.

Munch, G., Thome, J., Foley, P., Schinzel, R., & Riederer, P. (1997). Advanced
glycation endproducts 1 ageing and Alzheimer’s disease. Brain Research
Reviews, 23, 134-13.

Naderi J, Lopez C, Pandey S. (2006). Chronically increased oxidative stress in
fibroblasts from Alzhemmer's disease patients causes early senescence and renders
resistance to apoptosis by oxidative stress. Mechanisms of Ageing and
Development, 12/(1):25-35.

Niki, E., Yoshida, Y., Saito, Y., & Noguchi, N. (2005). Lipid peroxidation:
Mechanisms, inhibition, and biological effects. Biochemical and Brophysical

Research Communications, 338(1), 668-76.

Nishikawa, T., Takahashi, J. A., Fupbayashi, Y., Fupsawa, H., Zhu, B., Nishimura,
Y., ... Hosokawa, M. (1998). An early stage mechanism of the age-associated

mitochondrial dysfunction i the bramn of SAMPS8 mice; an age-associated

186



neurodegeneration animal model. Neuroscience Letters, 2542), 69-72.

Nunomura, A., Perry, G., Pappolla, M. A., Wade, R., Hirai, K., Chiba, S., & Smith,
M. A. (1999). RNA oxidation is a prominent feature of vulnerable neurons in
Alzhemmer’s disease. The _Journal of Neuroscience : The Official Journal of the
Society for Neuroscience, 19, 1959-64.

Oakley, H., Cole, S. L., Logan, S., Maus, E., Shao, P., Craft, J., ... Vassar, R.
(2006). Intraneuronal beta-amyloid aggregates, neurodegeneration, and neuron
loss mn transgenic mice with five familial Alzheimer’s disease mutations:

potential factors in amyloid plaque formation. 7he Journal of Neuroscience :

The Official Journal of the Society for Neuroscience, 20, 10129-40.

Oddo, S., Caccamo, A., Shepherd, J. D., Murphy, M. P., Golde, T. E., Kayed, R.,
... LaFerla, F. M. (2003). Triple-transgenic model of Alzheimer’s Disease with

plaques and tangles: Intracellular AP and synaptic dysfunction. Neuron, 39,
409-21.

Overk, C. R., & Masliah, E. (2014). Pathogenesis of synaptic degeneration in

Alzhemmer’s disease and Lewy body disease. Biochemical Pharmacology, 854,
508-16.

Pallas, M., Camins, A., Smith, M., Perry, G., Lee, H., & Casadesus, G. (2008).
From aging to Alzhemmer’s disease: unveiling “the switch” with the senescence-
accelerated mouse model (SAMPS). Journal of Alzheimer’s Disease : JAD, 19,

615-24.
Pasinetti, G. M., Wang, J., Porter, S., & Ho, L. (2011). Caloric intake, dietary

lifestyles, macronutrient composition, and alzheimer’ disease dementia.
International Journal of Alzhermer’s Disease, 2011, 806293.

Perea, G., Navarrete, M., & Araque, A. (2009). Trpartite synapses: astrocytes
process and control synaptic information. 7rends in Neurosciences, 3A8),

421-31.

Perea, G., Sur, M., & Araque, A. (2014). Neuron-gla networks: integral gear of

brain function. Frontiers in Cellular Neuroscience, 8, 378.

Pérez, V. 1., Bokov, A., Remmen, H. Van, Mele, J., Ran, Q., Ikeno, Y., &
Richardson, A. (2009). Is the oxidative stress theory of aging dead? Biochimica
et Biophysica Acta - General Subjects, 1790(10), 1005-14.

Perrnig, W. J., Perrig, P., & Stihelin, H. B. (1997). The relaion between
antioxidants and memory performance in the old and very old. Journal of the
American Geriatrics Society, 45, 718-24.

187



Pertusa, M., Garcia-Matas, S., Rodriguez-Farré, E., Sanfeliu, C., & Cristofol, R.
(2007). Astrocytes aged m vitro show a decreased neuroprotective capacity.
Journal of Neurochemuistry, 101, 794-80)5.

Peters, A. (2007). Golgi, Cajal, and the fine structure of the nervous system. Brain

Research Reviews, 55(2), 256-63.

Podtelezhnikov, A. a, Tanis, K. Q., Nebozhyn, M., Ray, W. J., Stone, D. J., &
Loboda, A. P. (2011). Molecular insights into the pathogenesis of Alzheimer’s
disease and 1ts relationship to normal aging. PloS One, 6(12), ¢29610.

Poulsen, H. E., Specht, E., Broedback, K., Henriksen, T., Ellervik, C., Mandrup-
Poulsen, T., ... Weimann, A. (2012). RNA modifications by oxidation: A novel
disease mechanism? Free Radical Biology and Medicine, 52(8), 1353-61.

Pro, J. D., Smuth, C. H., & Sumi, S. M. (1980). Presenile Alzhemmer disease:
amyloid plaques in the cerebellum. Neurology, 50, 820-5.

Redman, L. M., & Ravussin, E. (2011). Caloric restriction in humans: impact on

physiological, psychological, and behavioral outcomes. Antioxidants & Redox
Signaling, 142), 275-87.

Reitz, C., Brayne, C., & Mayeux, R. (2011). Epidemiology of Alzhemmer disease.
Nature Reviews. Neurology, 7, 137-52.

Rezaie, P., & Male, D. (2002). Mesoglia & microglia—a historical review of the
concept of mononuclear phagocytes within the central nervous system. Journal
of the History of the Neurosciences, 11, 325-74.

Ribeiro, L. C., Rodrigues, L., Quincozes-Santos, A., Tramontina, A. C., Bambini-
Junior, V., Zanotto, C., ... Gottfried, C. (2012). Caloric restriction improves
basal redox parameters in hippocampus and cerebral cortex of Wistar rats.
Bramn Research, 1472, 11-9.

Rossi, D., & Volterra, A. (2009). Astrocytic dysfunction: Insights on the role in
neurodegeneration. Brain Research Bulletin, 80(4-5), 224-32.

Roth, M., Tomlinson, B. E., & Blessed, G. (1967). The relationship between
quantitative measures of dementia and of degenerative changes in the cerebral
grey matter of elderly subjects. Proceedings of the Royal Society of Medicine,
00, 254-60).

Rovelet-Lecrux, A., Hannequin, D., Raux, G., Le Meur, N., Laquerriere, A., Vital,
A., ... Campion, D. (2006). APP locus duplication causes autosomal dominant
early-onset Alzheimer disease with cerebral amyloid angiopathy. Nature
Genetics, 38, 24-6.

188



Ryman DC, Acosta-Baena N, Aisen PS, Bird T, Danek A, Fox NC, Goate A,
Frommelt P, Ghetti B, Langbaum JB, Lopera F, Martins R, Masters CL,, Mayeux
RP, McDade E, Moreno S, Reiman EM, Ringman JM, Salloway S, Schofield PR,
Sperling R, Tariot PN, Xiong C, Morris JC, Bateman RJ; Dommantly Inherited
Alzheimer Network. (2014). Symptom onset i autosomal dominant Alzheimer

disease: a systematic review and meta-analysis. Neurology, 8X3):253-60.

Salminen, A., Ojala, J., Kaarniranta, K., Haapasalo, A., Hiltunen, M., & Sominen,
H. (2011). Astrocytes in the aging brain express characteristics of senescence-
assoclated secretory phenotype. The European Journal of Neuroscience, 34,
3-11.

Sanchez-Valle, R., Llado, a, Ezquerra, M., Rey, M. J., Ramu, L., & Molinuevo, J. L.
(2007). A novel mutation i the PSEN1 gene (I.286P) associated with famihial
early-onset dementia of Alzheimer type and lobar haematomas. Furopean

Journal of Neurology : The Official Journal of the European Federation of
Neurological Societies, 14(12), 1409-12.

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 74(12), 5463-7.

Saura, C. a, Choi, S.-Y., Beglopoulos, V. ~Malkani, S., Zhang, D.,
Shankaranarayana Rao, B. S., ... Shen, J. (2004). Loss of presenilin function
causes 1mpairments of memory and synaptic plasticity followed by age-

dependent neurodegeneration. Neuron, 441), 23-36.

Saura, C. A., Servian-Morilla, E., & Scholl, F. G. (2011). Presenilin/y-secretase
regulates neurexin processing at synapses. PLoS ONE, 6(4), 1435-9.

Sayre, L.. M., Perry, G., & Smith, M. A. (2008). Oxidative stress and neurotoxicity.
Chemical Research in Toxicology, 21, 172-88.

Schippling, S., Kontush, A., Arlt, S., Buhmann, C., Stirenburg, H. J., Mann, U., ...
Beisiegel, U. (2000). Increased lipoprotein oxidation in Alzheimer’s disease.
Free Radical Biology and Medicine, 28, 351-60.

Schmidt, R., Schmidt, H., Curb, J. D., Masaki, K., White, L. R., & Launer, L. J.
(2002). Early inflammation and dementia: a 25-year follow-up of the Honolulu-
Asia Aging Study. Annals of Neurology, 52, 168-74.

Schuessel K1, Frey C, Jourdan C, Kell U, Weber CC, Miiller-Spahn F, Miiller WE,
Eckert A. 82006). Aging sensitizes toward ROS formation and lipid peroxidation
m PSIM146L transgenic mice. Free Radical Biology and Medicine, 40(5), 850-

189



62.

Selkoe, D. J. (1996). Amyloid beta-protein and the genetics of Alzheimer’s disease.
The Journal of Biological Chemustry, 271, 18295-18298.

Selkoe, D. J. (2006). Amyloid beta-peptide 1s produced by cultured cells during

normal metabolism: a reprise. Journal of Alzhermer’s Disease : JAD, 9, 163-8.

Selkoe, D. J., Podlisny, M. B., Joachim, C. L., Vickers, E. A., Lee, G., Fntz, L. C.,
& Oltersdort, T. (1988). Beta-amyloid precursor protemn of Alzheimer disease
occurs as 110- to 135-kilodalton membrane-associated proteins in neural and

nonneural tissues. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 89, 7341-5.

Seltzer Ben. (2014). Efficacy of Donepezil in Early-Stage Alzheimer Disease, 61,
1852-6.

Sleegers, K., Brouwers, N., Gyselinck, I., Theuns, J., Goossens, D., Wauters, J., ...
Van Broeckhoven, C. (2006). APP duplication is sufficient to cause early onset
Alzheimer’s dementia with cerebral amyloid angiopathy. Brain, 129, 2977-83.

Smith, M. A., Rottkamp, C. A., Nunomura, A., Raina, A. K., & Perry, G. (2000).
Oxidative stress in Alzheimer’s disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Molecular Basis of Disease, 150X1), 139-44.

Sofroniew, M. V, & Vinters, H. V. (2010). Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathol, 119, 7-35.

Sofroniew, M. V, & Vinters, H. V. (2010). Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathologica, 119X1), 7-35.

Sperling, R. a., Aisen, P. S., Beckett, L. a., Bennett, D. a., Craft, S., Fagan, A. M., ...
Phelps, C. H. (2011). Toward defining the prechnical stages of Alzheimer’s
disease: Recommendations from the National Institute on Aging and the

Alzheimer's Association workgroup. Alzheimer’s and Dementia, 7, 280-92.

Sprott, R. L., & Austad, S. N. (2006). Historical Development of Animal Models of
Agmg. In Handbook of Models for Human Aging, editor Conn M., Elsevier,
pp. 1-8.

Sproul, A. a, Jacob, S., Pre, D., Kim, S. H., Nestor, M. W., Navarro-Sobrino, M.,
... Noggle, S. a. (2014). Characterization and molecular profiling of PSEN1
familial Alzheimer’s disease 1IPSC-derived neural progenitors. PloS One, A1),
e84547.

Srikanth, V., Maczurek, A., Phan, T., Steele, M., Westcott, B., Juskiw, D., &

190



Miinch, G. (2011). Advanced glycation endproducts and their receptor RAGE
m Alzheimer’s disease. Neurobiology of Aging, 345), 763-77.

Stadtman, E. R. (2006). Protein oxidation and aging. Free Radical Research, 40,
1250-8.

Sturchler-Pierrat, C., Abramowski, D., Duke, M., Wiederhold, K. H., Mistl, C.,
Rothacher, S., ... Sommer, B. (1997). Two amyloid precursor protein
transgenic mouse models with Alzheimer disease-like pathology. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 94,
13287-92.

Sultana, R., & Butterfield, D. A. (2011). Brain Protein Oxidation and Modification
for Good or for Bad in Alzheimer's Disease. Neurochemical Mechanisms in

Disease, editores Butterfield and Blass, Springer, pp 585-605.

Takeda, T. (2009). Senescence-accelerated mouse (SAM) with special references to
neurodegeneration models, SAMP8 and SAMP10 mice. Neurochemical
Research, 54, 639-59.

Takeda, T., Hosokawa, M., & Higuchi, K. (1997). Senescence-Accelerated Mouse
(SAM): A novel murine model of senescence. Experimental Gerontology, 32,

105-9.
Taylor, K. 1., Probst, A., Miserez, A. R., Monsch, A. U., & Tolnay, M. (2008).

Clinical course of neuropathologically confirmed frontal-variant Alzheimer’s
disease. Nature Chnical Practice. Neurology, 44), 226-32.

Teismann, P., & Schulz, J. B. (2004). Cellular pathology of Parkinson’s disease:
astrocytes, microglha and iflammation. Cell and Tissue Research, 318, 149-
61.

Tha, K. K., Okuma, Y., Miyazaki, H., Murayama, T., Uehara, T., Hatakeyama, R.,
... Nomura, Y. (2000). Changes in expressions of promflammatory cytokines
IL-1??, TNF-P? and IL-6 in the brain of senescence accelerated mouse (SAM)
P8. Brain Research, 88:(1), 25-31.

Theuns, J. (2003). Alzheimer-associated C allele of the promoter polymorphism -
22C>T causes a critical neuron-specific decrease of presenilin 1 expression.

Human Molecular Genetics, 148), 869-77.

Toledo ]JB, Zetterberg H, van Harten AC, Glodzik 1, Martinez-Lage P, Bocchio-
Chiavetto L, Ramm L, Hansson O, Sperling R, Engelborghs S, Osorio RS,
Vanderstichele H, Vandyck M, Hampel H, Teipl S, Moghekar A, Albert M, Hu
WT, Monge Argilés JA, Gorostidi A, Teunissen CE, De Deyn PP, Hyman BT,

191



Molinuevo JL, Frisom GB, lLinazasoro G, de Leon M]J, van der Flier WM,
Scheltens P, Blennow K, Shaw LM, Trojanowski JQ; Alzheimer’s Disease
Neuroimaging Imtiative. (2015). Alzheimer's disease cerebrospinal fluid

biomarker in cognitively normal subjects. Bramn, 138:2701-15.

Uchida, K. (1999). Current status of acrolein as a lipid peroxidation product.
Trends in Cardiovascular Medicine, 45), 109-13.

Valech N, Mollica MA, Olwves J, Tort A, Fortea J, Lleo A, Belén SS, Molinuevo JL,
Ramu L. (2015). Informants' Perception of Subjective Cognitive Decline Helps to
Discriminate Preclinical Alzheimer's Disease from Normal Aging. Journal of

Alzhetemr'’s Disease, 48, Suppl 1:S87-98.

Verkhratsky, A., Olabarria, M., Nonstani, H. N., Yeh, C. Y., & Rodriguez, J. ]J.
(2010). Astrocytes in Alzheimer’s Disease. Neurotherapeutics, 7, 399-412.

Wan W, Cao L, Kaliomis B, Xia S, Tar X. (2015). Applications of Induced
Pluripotent Stem Cells in Studying the Neurodegenerative Diseases. Stem Cells
International, 201, 382530.

Wang WY, Tan MS, Yu JT, Tan L. (2015). Role of pro-inflammatory cytokines
released from microgla in Alzheimer's disease. Ann Translational Medicine,

10):136.
Wang, X., Puerta, E., Cedazo-Minguez, A., Hjorth, E., & Schultzberg, M. (2014).

Insufficient Resolution Response in the Hippocampus of a Senescence-
Accelerated Mouse Model - SAMPS. Journal of Molecular Neuroscience,
IA2), 396-405.

Webster, S. J., Bachstetter, A. D., Nelson, P. T., Schmutt, F. a., & Van Eldik, L. J.
(2014). Using mice to model Alzheimer’s dementia: An overview of the clinical

disease and the preclinical behavioral changes in 10 mouse models. Frontiers
m Genetics, (APR), 1-23.

Weindruch, R., Walford, R. L., Fligiel, S., & Guthrie, D. (1986). The retardation of
aging In mice by dietary restriction: longevity, cancer, immunity and lifetime
energy intake. 7he Journal of Nutrition, 116, 641-54.

Wenk, G. L. (2003). Neuropathologic changes in Alzheimer’s disease. 7he Journal
of Chnical Psychiatry, 64 Suppl 9, 7-10.

Wollen, K. A. (2010). Alzheimer’s disease: the pros and cons of pharmaceutical,
nutritional, botanical, and stimulatory therapies, with a discussion of treatment
strategies from the perspective of patients and practitioners. Alternative
Medicine Review : A Journal of Clinical Therapeutic, 15, 223-44.

192



Wong, A., Lith, H. J., & Deuther-Conrad, W. (2001). Advanced glycation
endproducts co-localize with imducible nitric oxide synthase in Alzheimer’s
disease. Braimn Research, 920, 32-40.

Wu, Y., Zhang, A. Q., & Yew, D. T. (2005). Age related changes of various
markers of astrocytes 1In senescence-accelerated mice hippocampus.
Neurochemustry International, 46, 565-7 4.

Wyss-Coray, T. (2006). Inflammation in Alzhemmer disease: driving force,

bystander or beneficial response? Nature Medicine, 12, 1005-5.

Xu, J., Shi, C., L1, Q., Wu, J., Forster, E. L., & Yew, D. T. (2007). Mitochondrial
dysfunction m platelets and hippocampi of senescence-accelerated mice.

Journal of Bioenergetics and Biomembranes, 3A2), 195-202.

Yamada Y, Haga H, Yamada Y. Concise review: dedifferentiation meets cancer

development: proof of concept for epigenetic cancer. Stem Cells Transl Med.
2014;3(10):1182-7.

Yu, B. P., & Chung, H. Y. (2006). Adaptive mechanisms to oxidative stress during
aging. Mechanisms of Ageing and Development, 127, 436-43.

193



