/)
B8
iy

t

¥

UNIVERSITAT ve

BARCELONA

Mecanismos de neuroproteccion
mediante la modulacion de SIRT1

Rubén Corpas Expdsito

ADVERTIMENT. La consulta d'aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Gnicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigaci6 i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicio
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alié a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentaci6 de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual GUnicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentaciéon de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




il

S [JNIVERSITATos
i+ B

Il BARCELONA

UNIVERSITAT DE BARCELONA
FACULTAT DE FARMACIA | CIENCIES DE L’ALIMENTACIO

PROGRAMA DE DOCTORAT EN BIOMEDICINA

Mecanismos de neuroproteccion
mediante la modulacion de SIRT1

Rubéen Corpas Exposito
2016






UNIVERSITAT DE BARCELONA
FACULTAT DE FARMACIA | CIENCIES DE L’ALIMENTACIO

PROGRAMA DE DOCTORAT EN BIOMEDICINA

Mecanismos de neuroproteccion
mediante la modulacion de SIRT1

Memoria presentada per Rubén Corpas Exposito per optar al titol de

doctor per la Universitat de Barcelona

DIRECTOR: Coral Sanfeliu TUTOR: Merce Pallas

DOCTORAND: Rubén Corpas

Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (11BB), CSIC

RUBEN CORPAS EXPOSITO
2016






El proyecto de tesis de Rubén Corpas Expaosito:
Mecanismos de neuroproteccion mediante la modulacién de SIRT1,

ha sido realizado en el:

Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (11BB), CSIC,

dirigido por:

Dra. Coral Sanfeliu

Unidad de Envejecimiento y Neurodegeneracion.
1BB-CSIC

IDIBAPS

S|
l B CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

FINANCIACION

Esta tesis ha sido financiada por los proyectos CSD2010-00045 y SAF2012-
39852-C02-02 del Ministerio de Economia y Competitividad (MINECO) vy el
Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).






Paso a paso.
No concibo ninguna otra manera para lograr las cosas.
Michael Jordan #23

Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado.
Un esfuerzo total es una victoria completa.
Mahatma Gandhi (1869-1948)

La ciéncia es compon d’errors,
gue a la vegada, sén les passes cap a la veritat.

Julio Verne (1828-1905)
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RESUMEN

El aumento de la esperanza de vida poblacional que ha tenido lugar en las ultimas décadas,
previsiblemente conducira a un incremento de la incidencia de enfermedades asociadas con
la edad, incluyendo la demencia. La principal causa de demencia es la enfermedad de
Alzheimer (AD) contra la que no existen tratamientos efectivos, por lo que se esta
convirtiendo en un obstaculo para el envejecimiento saludable. Es de gran interés cientifico
y social la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para disminuir el riesgo de AD y la

severidad de la patologia una vez desencadenada.

En esta tesis se estudia la via de longevidad y neuroproteccion de SIRT1, una desacetilasa
que tiene una actividad antienvejecimiento en cuanto a su contribucion al mantenimiento de
la fisiologia celular. Estudios previos sugieren que puede ser eficaz contra aspectos de la

patologia neuronal de tipo amiloide y tau que cursa en AD.

El objetivo general es definir la via de SIRT1 como diana terapéutica en AD. El estudio se ha
llevado a cabo en ratones 3xTg-AD y cultivos neuronales de estos ratones, como modelos

experimentales in vivo e in vitro, respectivamente, de AD.

La investigacién se ha desarrollado en los siguientes estudios:

Estudio 1: Se demuestra que la sobreexpresion de SIRT1 mediante la inyeccién de un
vector lentiviral en el hipocampo de ratones 3xTg-AD induce proteccion de la pérdida
cognitiva, ya que los ratones 3xTg-SIRT1 muestran memoria y capacidad de aprender
durante los diferentes ensayos de comportamiento. Los andlisis muestran que los ratones
3xTg-SIRT1 favorecen la via no amiloidogénica de la proteina APP mediante el aumento de
la expresiéon de ADAM10. El incremento de los niveles de los factores neurotréficos BDNF y
VEGF analizados en el hipocampo también adquiere importancia en la proteccién cognitiva
ya que favorecen la plasticidad neuronal. Es notable el hecho de que el efecto pro-cognitivo

inducido por la sobreexpresion de SIRT1 se detecta también en ratones control.
Estudio 2: Mediante los cultivos de neuronas 3xTg-SIRT1 se demuestra un aumento de las
vias de degradacién por las que disminuye el péptido AB, con aumento de la proteina IDE y

del sistema ubiquitina-proteasoma. La activacibn de la via no amiloidogénica de

Xi
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procesamiento de la APP promovida por SIRT1 contribuye a la disminucion de AB. La
diminucion de p-tau se produce a través de la desacetilacion de la proteina ac-tau que
induce su degradacién por el proteasoma. El aumento de los niveles de factores
neurotréficos y la mejora de la arborizacion es otro de los mecanismos implicados en la
neuroproteccion inducida por SIRT1 y se observa en neuronas 3xTg-AD y en neuronas
control. Igualmente destacable es el hecho que la activacion de las vias de protedlisis de

proteinas anormales se detecta también en las neuronas control.

Estudios 3 y 4: El ensayo de dos moléculas activadoras de SIRT1 que pueden ingerirse con
la dieta, resveratrol y melatonina, ha demostrado sus efectos neuroprotectores en ratones
3xTg-AD. Los analisis realizados muestran que el tratamiento con melatonina o con
resveratrol induce una actividad recuperadora de la capacidad cognitiva y neuroprotectora

de la patologia AD. Los mecanismos estudiados demuestran la implicacion de la via SIRT1.

En esta tesis se ha demostrado que la activacién farmacoldgica de SIRT1 puede ser una
buena estrategia terapéutica para prevenir y proteger contra los procesos
neurodegenerativos, ya que los beneficios incluyen: (i) la total preservacién de la capacidad
cognitiva, (ii) una extraordinaria proteccién contra la patologia amiloide y tau, (iii) activacion

de las vias de protedlisis de proteinas anormales, y (iv) activacion del neurotrofismo.

Xii
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INTRODUCCION

El incremento progresivo de la esperanza de vida ha dado lugar a un aumento de la
incidencia de enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento, tales
como la enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer's disease), un trastorno
neurodegenerativo progresivo que conduce a una disfuncién sinaptica, demencia y
finalmente a la muerte. AD es la causa de demencia mas comun y se esta convirtiendo en
un obstaculo para conseguir un envejecimiento saludable.

En esta tesis se ha estudiado la proteina SIRT1, una desacetilasa que contribuye a la
regulacion celular en respuesta a estresores y promueve la longevidad del organismo.
SIRT1 induce efectos neuroprotectores contra la patologia AD mediante la regulacién de la
acetilacion de proteinas clave.

La modulacién farmacologica de SIRT1 resulta interesante para el control de la pérdida
cognitiva relacionada con la edad. SIRT1 puede ser modulada mediante estilos de vida,
tales como el ejercicio fisico y mediante algunas dietas como la administracion de
resveratrol.

A lo largo de esta tesis se han estudiado los efectos neuroprotectores de SIRT1 mediante su
sobreexpresion y el efecto de compuestos activadores de SIRT1 como son el resveratrol y la

melatonina.

1. El envejecimiento

Desde un punto de vista biolégico, el envejecimiento se define como el conjunto de
modificaciones inevitables e irreversibles que se producen en el organismo con el paso del
tiempo, que provocan una disminucién gradual del funcionamiento de los érganos y que
finalmente conducen hacia la muerte del individuo.

Es dificil determinar el momento en el que se inicia el envejecimiento, aunque esta
considerado que se manifiesta a partir del estado de maxima vitalidad, alrededor de los 26-
30 anos (Belsky et al., 2015). La poblacién de personas mayores de 65 afios es cada vez
mas numerosa en nuestra sociedad (World Health Statistics, 2016), por lo que el estudio de
los mecanismos asociados a las enfermedades relacionadas con la edad es vital para

mantener una buena calidad de vida a largo de edades avanzadas.
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Hasta el momento no existe una unica definicion aceptada, sin embargo el proceso de

envejecimiento presenta las siguientes caracteristicas (Vina et al., 2007):

Universal: ocurre en todos los organismo vivos y se presenta de manera similar en
todos los individuos de una misma especie.

Deletéreo: el proceso lleva hacia una pérdida progresiva de funciones en el organismo.
Progresivo: los cambios se producen de manera acumulativa e irreversible a lo largo de
la vida.

Intrinseco: las causas son de origen endégeno y no dependen de factores ambientales

modificables.

2. Teorias clasicas del envejecimiento

Existen multitud de teorias que intentan explicar el proceso de envejecimiento y que se

dividen en dos tipos de pensamiento (Weinert and Timiras, 2003). Las teorias estocasticas

proponen que el envejecimiento se produce como consecuencia de alteraciones aleatorias

que se acumulan a lo largo del tiempo en el organismo, mientras que el pensamiento no

estocastico considera que el envejecimiento del organismo esta predeterminado y que es

una continuacion del proceso de desarrollo que corresponde a la ultima etapa dentro de una

secuencia de eventos codificados en el genoma.

a) Teorias estocasticas
Teoria del error catastrofico: Propone que con el paso del tiempo se producen
errores en la replicacion del material genético que se van acumulando. Los errores en
la sintesis proteica producen dafio en la funcion celular y finalmente la muerte (Orgel,
1963).
Teoria del entrecruzamiento: Postula que con el paso del tiempo las proteinas se
deterioran y se producen entrecruzamientos entre proteinas y otras macromoléculas
celulares, de manera que no pueden ejercer la funcion correcta y se desarrollan
enfermedades (Bjorksten, 1968).
Teoria del desgaste: Propone que cada organismo esta formado por partes
irreemplazables y que una acumulacion de dafio en las partes vitales comporta la
muerte de las células, tejidos, 6rganos y finalmente del organismo.
Teoria de los radicales libres: Teoria de las mas populares y aceptadas que propone
que el envejecimiento es el resultado de una inadecuada proteccion contra el dafio

producido en los tejidos por los radicales libres (Harman, 1956). Se ha demostrado
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que ciertos antioxidantes, mediante la disminucion radicales libres, pueden prevenir la
aparicion de enfermedades asociadas con la edad ademas de aumentar la esperanza
de vida en diferentes especies (Anisimov et al., 2006; Marchal et al., 2013).

o Teoria del estrés oxidativo y daino mitocondrial. Se sugiere que el envejecimiento
es el resultado del dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS, del
inglés reactive oxygen species) en el genoma mitocondrial de las células postmitéticas
(Miquel, 1998; Vina et al.,, 2007). De esta manera la funcién celular se encuentra
alterada y disminuye la resistencia ante situaciones de estrés, produciéndose dafio
oxidativo, disfuncion celular y que finalmente culmina con la muerte celular (Hiona and
Leeuwenburgh, 2008).

b) Teorias no estocasticas

e Teoria del marcapasos: Determina que los sistemas inmune y neuroendocrino son
los marcadores internos del proceso de envejecimiento y que la degeneracion esta
determinada para ocurrir en momentos especificos de la vida, actuando como un reloj
biolégico (Burnet, 1970).

o Teoria genética: Teoria de las mas aceptadas que sostiene que durante la replicaciéon
del DNA (del inglés deoxyribonucleic acid) se produce un acortamiento de los
telobmeros a lo largo de las sucesivas divisiones celulares que determina el tiempo de

vida celular (Olovnikov, 1996).

Para todas estas teorias se han hallado evidencias cientificas que las respaldan, aunque
ninguna de ellas por si sola puede explicar el proceso del envejecimiento en su totalidad, ya
que es un proceso multifactorial en el que hay un conjunto de interacciones de origen
genético que se ven influidos por el medio ambiente y por los estilos de vida de cada

persona.

3. Marcadores moleculares del envejecimiento
Actualmente se han definido nueve indicadores moleculares del envejecimiento que se
clasifican en tres categorias dependiendo del efecto que se consigue incidiendo sobre ese
mecanismo (Lopez-Otin et al., 2013). La combinacién de estos enfoques permite una
comprension detallada de los mecanismos fundamentales del envejecimiento y facilita

futuras intervenciones para poder obtener un envejecimiento saludable.
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a) Daros primarios

Son los causantes primarios del envejecimiento, y al incidir sobre un Unico mecanismo es

posible retrasar el envejecimiento de muchos organismos y tejidos.

Inestabilidad gendmica: Se refiere a los defectos que se van acumulando en los
genes a lo largo del tiempo, por causas intrinsecas o extrinsecas, ya que debe haber
un equilibrio entre las lesiones del DNA y las vias de reparacion (Moskalev et al.,
2013).

Desgaste de los telomeros: La funcion de los telémeros es la estabilidad estructural
del cromosoma y la proteccion de los extremos a lo largo de las sucesivas divisiones
celulares. Los extremos de los cromosomas se van acortando tras cada division
celular, de modo que cuando son muy cortos la célula no puede dividirse y muere
(Blackburn et al., 2006).

Alteraciones epigenéticas: Son los dafnos a las proteinas que se unen al DNA,
debidos a la exposicion al ambiente. En los cambios epigenéticos tienen gran
influencia los habitos de vida (Talens et al., 2012).

Pérdida de proteostasis: Se producen alteraciones en la capacidad de degradacion
de proteinas aberrantes, de manera que las proteinas defectuosas no se eliminan y se
acumulan, causando patologias asociadas al envejecimiento. En la AD se produce una
acumulacion de las proteinas AB y p-tau, por lo que las neuronas acaban muriendo
(Powers et al., 2009).

b) Dafos secundarios

Son las respuestas del organismo a las causas desencadenantes del envejecimiento y que

tratan de corregir sus dafios, sin embargo, si se cronifican o agravan también se vuelven

dafinas.

Desregulacion de los sensores de nutrientes: Son mecanismos metabdlicos que
hacen que se prolongue la longevidad debido a una disminucién en la ingesta de
calorias (Mattison et al., 2012).

Disfuncion mitocondrial: Se trata de un desequilibrio entre la produccion de ROS y
la capacidad de un sistema bioldgico de reparar el dafno oxidativo producido (Park and
Larsson, 2011).

Senescencia celular: Induce a la célula a dejar de dividirse cuando acumula muchos
defectos (Kuilman et al., 2010), de manera que se pueden prevenir enfermedades
como el cancer. Sin embargo, si esta respuesta se da en exceso se producen

procesos de dafo celular y los tejidos envejecen.
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c) Daiios terciarios
El tercer grupo de indicadores son los fallos funcionales resultantes que emergen cuando los
dafos causados no pueden ser compensados.
e Agotamiento de células madre: Las células madre se agotan, por lo que se produce
una disminucion del potencial regenerador de los tejidos (Shaw et al., 2010).
e Alteracion de la comunicacion intercelular: Se trata de la aparicion de errores
debidos a la pérdida de comunicacion entre tejidos, que pueden dar lugar al proceso

de inflamacion crénica (Zhang et al., 2013).
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Imagen 1. Marcadores moleculares del envejecimiento. El esquema enumera las nueve caracteristicas del
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envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013).

4. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer's disease) es un trastorno
neurodegenerativo progresivo que conduce a un deterioro de la funcién cerebral vy
finalmente a la muerte. El cerebro del afectado por AD muestra una patologia tipica con la
presencia de deposiciones extracelulares de proteina [B-amiloide (AB) y de ovillos
neurofibrilares (NFT, del inglés neurofibrillary tangles) de proteina tau hiperfosforilada (p-tau)
(Hardy and Selkoe, 2002).

La deficiencia mas notable en los afectados por AD es la pérdida de memoria y una
inhabilidad para adquirir nueva informacion (Kazui et al., 2005), aunque los primeros

sintomas se suelen confundir con la vejez (Waldemar et al., 2007).
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Piaques Neurofibrillary Tangles

Imagen 2. Alteraciones histopatoldgicas tipicas del cerebro afectado de Alzheimer: placas seniles de B-amiloide

y ovillos neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada. http://morebrainpoints.blogspot.com.es

A medida que la enfermedad avanza se produce una degeneracién de las neuronas
involucradas en los procesos de la memoria, que incluye la muerte selectiva de células
nerviosas, la pérdida de sinapsis neuronal, la disminucion en los niveles de
neurotransmisores, la disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo, la neuroinflamacién y la
atrofia de diferentes zonas del cerebro que finalmente producen la perdida de la funcion
cognitiva y posteriormente la muerte del individuo (DeKosky and Scheff, 1990). Ademas, los
afectados presentan dificultades para el lenguaje, pérdida de la orientacion y de la facultad

de reconocimiento, problemas para ejecutar movimientos coordinados, y padecen trastornos
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conductuales que acaban afectando a la capacidad de juicio (Cummings, 2004).
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Imagen 3. Secciones transversales de un cerebro sano y un cerebro afectado de enfermedad de Alzheimer. Las
zonas relacionadas con el lenguaje y la memoria se encuentran afectadas. Imagen modificada de

www.brightfocus.org
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a) Medicamentos

Actualmente no existen tratamientos efectivos contra la AD. Donezepilo, rivastigmina y
galantamina son agentes farmacoldgicos con accién pro-colinérgica por inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Memantina actia como antagonista de NMDA (del inglés N-methyl-D-
aspartate). En todos los casos son tratamientos sintomaticos que no evitan la progresién de
la enfermedad (Kumar et al., 2015).

El conocimiento actual de que existe una larga fase preclinica asintomatica previa a la
aparicion de los primeros sintomas de declive cognitivo ha estimulado el ensayo de nuevos

tratamientos preventivos y terapéuticos (Molinuevo et al., 2016).

b) Epidemiologia
En los ultimos afos, el aumento de la esperanza de vida ha dado lugar a un incremento de
la incidencia de las enfermedades neurodegenerativas. Los datos indican que actualmente
46.8 millones de personas en todo el mundo padecen algun tipo de demencia y se estima
que esta cifra aumentara hasta los 74.7 millones en 2030 y hasta los 131.5 millones en 2050
(World Alzheimer Report, 2015).
La causa de demencia mas comun es AD, con un 60-70% de los casos (Reitz et al., 2011) y
las predicciones muestran que en 2050 estara afectada 1 de cada 85 personas, por lo que
se esta convirtiendo en un obstaculo para el envejecimiento saludable (Brookmeyer et al.,
2007). En las personas mayores de 65 afios afecta al 7-10% de los individuos, mientras que
si se sobrepasan los 80 afos el porcentaje aumenta hasta un 40% (Wimo et al., 2003). A
nivel mundial, se presenta una prevalencia regional del 1.6% en Africa, del 4% en las
regiones de China y el Pacifico Occidental, del 4.6% en América Latina, del 5.4% en el oeste
Europa y del 6.4% en América del Norte (Ferri et al., 2005).

c) Antecedentes histéricos

La AD fue descrita por primera vez el 4 de noviembre de 1906, cuando el aleman Alois
Alzheimer (1864-1915) presentd una ponencia que describia una inusual enfermedad de la
corteza cerebral. En el trabajo del doctor Alzheimer se describié el cuadro clinico de los 4
afos de evolucién de Auguste Deter, una mujer de 51 afos que presentaba alteraciones
psiquiatricas junto con un deterioro rapido y progresivo de la memoria, y que fallecié a causa
de una septicemia y neumonia (Tanzi and Bertram, 2005).

El estudio histolégico del cerebro, mediante la utilizacion de tincion de plata, mostr6 la
presencia de lesiones histopatologicas sefialadas como placas seniles o amiloideas, NFT y

cambios arterioscleroéticos cerebrales (Goedert and Spillantini, 2006).
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Desde entonces se ha demostrado que el componente mayoritario de las placas seniles es
AB y que los NFT estan formados por p-tau (Hardy and Selkoe, 2002). Estas alteraciones
neuropatoldgicas se situan fundamentalmente en el hipocampo, el subiculum, la amigdala y

las areas de asociacion neocorticales (Walsh and Selkoe, 2004).

5. Tipos de enfermedad de Alzheimer

a) Alzheimer familiar

Forma poco frecuente de AD que representa menos del 5% del total de casos y que aparece
a una edad temprana, entre los 40-65 afios (Campion et al., 1999). Al producirse de forma
prematura es un tipo mas agresivo de AD, ya que compromete la calidad de vida del
afectado durante mucho mas tiempo.

En la enfermedad de Alzheimer familiar (FAD, del inglés familiar Alzheimer’s disease) existe
una predisposicién genética, ya que tiene un patrén de herencia mendeliano autosémico
dominante. Las mutaciones en los genes de la proteina precursora amiloide (APP, del inglés
amyloid precursor protein), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) estan

relacionadas con la FAD y se han asociado con un aumento en la produccién de ARB.

e Mutaciones en el gen APP:

Se han descrito varias mutaciones que afectan a la expresion del gen que codifica la APP,
localizado en el cromosoma 21. Estas mutaciones pueden conducir a una mayor produccion
de péptido AR o selectivamente de las formas mas largas de 42 y 43 aminoacidos que tienen
una mayor tendencia a la agregacion que las formas mas cortas de 36-40 aminoacidos.

La mutacibn mas comun de APP reemplaza al aminoacido valina por el aminoacido
isoleucina en la posicion 717. En la mutacion sueca (APPSwe) se produce un doble cambio
de aminoacidos en las posiciones 670/671 cerca del lugar de corte de la B-secretasa, lo que
promueve un mayor aumento de la escisiéon de APP (Haass et al., 1995). La mutacion Artica
(APPArc) da lugar a formas de aparicion temprana de AD en las que aumenta la agregacion
de AB (Nilsberth et al., 2001). Las mutaciones en la zona de corte de la y-secretasa, como la
Florida en la posicion 716 o la London en la 717, también incrementan la formacién de A.
Las mutaciones Flamenca y Holandesa, en las posiciones 692 y 693 respectivamente, se
encuentran cerca del lugar de corte de la a-secretasa y producen hemorragias cerebrales

con amiloidosis y AD (Tomiyama et al., 2008).
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e Mutaciones en los genes PSEN1 y PSEN2:

Los genes PSEN1 y PSEN2 codifican para las proteinas presenilina 1 (PS1) y presenilina 2
(PS2), proteinas transmembrana que forman parte del complejo y-secretasa y que tienen
una funcion reguladora en el procesamiento de la proteina APP. Las mutaciones en los
genes de las presenilinas representan un 90% de las mutaciones presentes en la FAD, y en
concreto las mutaciones de PSEN1 conforman el 70% de las mutaciones patogénicas,
siendo el gen mas involucrado. Las mutaciones en el cromosoma 14 provocan una PS1
anormal, mientras que mutaciones en el cromosoma 1 conducen hacia una PS2 anormal
(Bird, 2008). A pesar de que existe un 67% de homologia entre la secuencia primaria de
aminoacidos de ambas presenilinas, la especificidad para PS1 y PS2 proviene de dos
regiones, situadas en el extremo N-terminal y dentro del bucle hidrofilico formado entre las
regiones transmembrana 6 y 7 (De Strooper et al., 1997).

Como principal factor patogénico, las mutaciones en estos enzimas llevan a la disfuncion de
la proteolisis del APP generandose un aumento patolégico de la ratio Ap42/AB40. Sin
embargo, las presenilinas proteolizan sobre una gran variedad de sustratos intramembrana y
también se han estudiado efectos patogénicos relacionados con la respuesta al estrés

celular (Sarroca et al., 2016).

b) Alzheimer esporadico

Representa la gran mayoria de los casos de AD (>95%) y es conocida por tener una
aparicion tardia a partir de los 65 afos. Las causas no se conocen con exactitud, pero es
probable que incluyan una combinacion de factores genéticos, ambientales y de estilo de
vida. La edad es el principal factor de riesgo, de tal forma que la prevalencia de AD se
duplica cada 5 anos después de los 65 afos de edad (Barranco-Quintana et al., 2005).

No se conocen los mecanismos del desencadenamiento de AD causado por procesos
ligados al envejecimiento cerebral, aunque se ha propuesto el aumento de los niveles de
estrés oxidativo y de inflamacién como factores significativos (Wu et al., 2016). El
polimorfismo genético ApoE4 (Raber et al., 2004), los defectos mitocondriales (Reddy and
Beal, 2005), la diabetes de tipo 2 (Qiu and Folstein, 2006), los factores ambientales (Lazarov
et al., 2005) y la dieta (Morris, 2004; Tchantchou et al., 2005) son otros de los factores de
riesgo asociados con el AD esporadico. Estudios recientes sugieren que estilos de vida
como una dieta saludable y la practica de ejercicio fisico pueden ser una terapia preventiva
para el AD (Barnard et al., 2014).

El alelo E4 de la apolipoproteina E (APOE, cromosoma 19) esta asociado con una amplia

variedad de procesos neuropatologicos y aumenta el riesgo de desarrollar AD,
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especialmente en los casos homocigéticos (Bertram and Tanzi, 2005; Mahley et al., 2006),
aunque se ha sugerido que el mayor riesgo de desarrollar AD conferido por los alelos E4
puede ser mas importante en las mujeres (Altmann et al., 2014). Por el contrario, se ha
postulado un efecto protector para el alelo E2 (Mahley and Huang, 1999). Actualmente se
estan desarrollando farmacos para prevenir AD mediante el cambio estructural de la
proteina ApoE4, para que se comporte mas como la proteina ApoEZ2, o incluso mediante la
mejora de las interacciones entre ApoE4 y AB, con la esperanza de aumentar la depuracion

de AB en el cerebro

6. Procesamiento de la proteina precursora amiloide

La APP es una proteina integral de membrana tipo I, con el extremo amino-terminal
orientado hacia el espacio extracelular y el extremo carboxi-terminal (CTF) hacia el citosol
(Kang et al., 1987; Dyrks et al., 1988), que esta relacionada con la sinapsis y la plasticidad
entre neuronas. Para funcionar, la APP necesita ser procesada en la membrana plasmatica
mediante la accién de tres tipos de proteasas; a, B, y (Haass, 2004), dando lugar a dos
formas alternativas de procesamiento que liberan fragmentos casi idénticos, aunque esos
pocos aminoacidos de diferencia son capaces de dar lugar a AD (Tanzi and Bertram, 2005).
La via no amiloidogénica parece ser neuroprotectora, mientras que la via amiloidogénica
genera el péptido AB (Vetrivel and Thinakaran, 2006). Ambas vias compiten entre ellas, ya
que incrementando la actividad a-secretasa se reduce la produccion del péptido AR (Nitsch
et al., 1992; Postina et al., 2004).

Non-amyloidogenic Amyloidogenic
pathway pathway

%53 B f
sAPPa A
SAP@ peptide

y-secretase

APP C99

Imagen 4. Representacion de las vias del procesamiento de la APP (Zolezzi et al., 2014).

12



INTRODUCCION

a) Via no amiloidogénica

El procesamiento no amiloidogénico de la APP comienza con la accion de la a-secretasa
(Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990), la cual realiza un corte en la parte extracelular de la
APP a nivel del aminoacido 687, que libera una porcion extracelular soluble denominada
sAPPa. Se ha sugerido que el fragmento sAPPa tiene un papel neuroprotector (Mudher and
Lovestone, 2002; Selkoe, 2004). Este procesamiento genera ademas el fragmento carboxi-
terminal de 83 residuos (a-CTF o C83), que carece de la porcidon del dominio ARB.

Posteriormente, el C83 es proteolizado por la y-secretasa, de manera que se libera un
pequeno péptido llamado p3 (Haass et al., 1993), que aparentemente es patolégicamente
irrelevante, y también un dominio intracelular de APP (AICD, del inglés APP intracellular
domain) (Gu et al., 2001; Sastre et al., 2001), que es liberado al citosol y que tiene funciones

a nivel de sefalizacion nuclear (Cao and Sudhof, 2001; von Rotz et al., 2004).
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Imagen 5. Procesamiento no amiloidogénico de la APP. Corte mediado por a-secretasa y y-secretasa

respectivamente (Crump et al., 2013).

e ADAM10:
Varias metaloproteasas dependientes de zinc y miembros de la familia de las disintegrinas A
tienen funcion a-secretasa (Allinson et al., 2003), aunque existen evidencias que sugieren
que ADAM10 (del inglés a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)
es la que ejerce la principal actividad constitutiva a-secretasa en las neuronas (Kuhn et al.,
2010). La sobreexpresion de ADAM10 en ratones transgénicos reduce el procesamiento de
APP a través de BACE1 (del inglés beta-site APP cleaving enzyme 1), de modo que
disminuye la deposicion de AB (Postina et al., 2004), por lo que podria ser una buena diana

terapéutica.
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b) Via amiloidogénica

El procesamiento amiloidogénico de la APP comienza con la accién de la (B-secretasa, la
cual realiza un corte en la parte extracelular de la APP a nivel del aminoacido 671, liberando
de esta forma una porcién extracelular soluble denominada sAPPB (Haass, 2004). El
fragmento sAPPf liberado parece funcionar como ligando del DR6 (del inglés death receptor
6), un receptor de la superficie celular que transmite sefiales de apoptosis al unirse a
ligandos especificos, mediando la destruccién axonal y la muerte de las neuronas (Nikolaev
et al., 2009).

Este procesamiento también genera un fragmento carboxi-terminal de 99 residuos (B-CTF o
C99) que se retiene en la membrana y que puede ser a la vez proteolizado por la y-
secretasa para dar lugar a AICD y a los péptidos AR, que se acaban acumulando de manera

extracelular en forma de placas amiloides (LaFerla et al., 2007; Rajadas et al., 2013).
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Imagen 6. Procesamiento de la APP por la via amiloidogénica. Corte mediado por B-secretasa y y-secretasa

respectivamente (Crump et al., 2013).

e BACE1:
Las principales responsables de la actividad B-secretasa son las proteasas BACE, aunque
BACE1 se considera mas importante que BACE2 (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Lin
et al.,, 2000). La proteasa BACE1 esta anclada a la membrana mediante un dominio
transmembrana (Hong et al.,, 2000) y posee un dominio aspartil-proteasa en la porcion
extracelular que realiza el corte. BACE1 se expresa de forma ubicua, aunque los niveles y la
actividad estan incrementados en los cerebros de afectados por AD. La actividad -
secretasa es el factor limitante a la hora de generar AB, por lo que el estudio de BACE1 es

de gran interés para su utilizaciéon como diana terapéutica para tratar AD (Vassar, 2004).
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A pesar de que parecia seguro inactivar la actividad de BACE1, han sido caracterizados
otros sustratos fisioldégicos naturales de esta proteasa que podrian generar efectos
colaterales no deseados si no fueran procesados por haber inhibido la actividad de BACE1.
En el estudio de ratones knockout de BACE1 se mostr6 que son viables, fértiles y que no
presentan déficits graves a nivel comportamental, morfolégico o de desarrollo (Cai et al.,
2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001), aunque muestran diversas anomalias en la
neurofisiologia, incluyendo fallos en el desarrollo de los nervios periféricos, comportamientos

alterados y mayor sensibilidad al dolor (Harrison et al., 2003).

e Yy-secretasa:

La liberacion de AB a partir de su precursor APP esta mediada en ultima instancia por la y-
secretasa, y se realiza en su dominio transmembrana. La y-secretasa es un complejo con
actividad proteasa que consta de cuatro subunidades necesarias para que el complejo tenga
actividad (Edbauer et al., 2003; Steiner et al., 2008), aunque las mas importantes son las
presenilinas (Wolfe et al., 1999).

El procesamiento de APP por la y-secretasa no esta restringido a un unico lugar de escision,
y el ultimo corte puede ocurrir en condiciones fisiolégicas entre los aminoacidos 37 y 43 del
dominio AB. Esta diferencia en los aminoacidos de escisién es de gran importancia en la
patologia de AD, ya que se generan dos tipos de procesamiento secuencial que llevan a la
generacion principalmente de AB40 o de AB42. Las formas de AR de 42 aminoacidos
agregan mucho mas, y parecen ser las responsables de la generacion de oligdmeros, los
cuales afectan a la memoria y a la viabilidad celular (Haass and Selkoe, 2007). Actualmente
se esta investigando para poder modular terapéuticamente las escisiones y asi prevenir la
produccion selectiva de AB42 (Schenk et al., 2012).

7. Fosforilaciéon de tau
La proteina tau es una proteina importante del citoesqueleto de las neuronas que se
encarga de la estabilizacion de los microtubulos axonales a través de la interaccion con la
tubulina. Durante el desarrollo de AD, la proteina tau padece modificaciones y comienza a
fosforilarse por multiples sitios y a agregarse en forma de NFT, de manera que se altera su
funcién bioldgica (Delacourte and Defossez, 1986). Las neuronas afectadas por NFT
presentan microtibulos anormales (Gray et al., 1987) y una disminuciéon de la tubulina
estable (Hempen and Brion, 1996), lo que desencadena en una pérdida de la capacidad de

mantener el transporte axonal y en una disminucion de las conexiones sinapticas de las
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neuronas (Alonso et al., 2001; Baas, 2013). Los NFT son formaciones intracelulares
secundarias a la hiperfosforilacion anormal de tau formando filamentos helicoidales
apareados asociados a ubiquitina (Wang et al., 2007). Algunos NFT son ubiquitinados (Perry
et al., 1987) y la muerte neuronal parece ser el punto final a la degeneracién neurofibrilar
(Cras et al., 1995).

Axonal Tau stabilizes Tau phosphorylation PHE
transport microtubules MT depolymerization assembly

Imagen 7. Agregacion de tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares. http://neurowiki2014.wikidot.com

8. Proteostasis
Uno de los cambios moleculares del envejecimiento que probablemente mas contribuye al
desarrollo de la patologia de AD, es la deficiencia en los mecanismos de control celular que
degradan las proteinas anormales o mal plegadas. Estos mecanismos incluyen el sistema
ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés ubiquitin-proteasome system), la autofagia y las
chaperonas moleculares. Evidencias crecientes postulan alteraciones funcionales de UPS y
sus componentes moleculares como causantes de cambios tempranos en la patologia AD
(Gadhave et al., 2016).
El reciclaje de las proteinas defectivas derivadas de acumulos de AB y p-tau se lleva a cabo
principalmente mediante el UPS (Hershko and Ciechanover, 1998; Ciechanover and Kwon,
2015), aunque el péptido AP también puede ser degradado de manera independiente
mediante la enzima neprilisina (Leissring and Turner, 2013) y la enzima degradadora de
insulina (IDE, del inglés insulin-degrading enzyme) (Qiu et al., 1998).
El proceso de degradacion de proteinas aberrantes mediante el UPS esta involucrado en
muchos mecanismos celulares tales como la plasticidad neuronal y la memoria (Fonseca et
al., 2006; Karpova et al., 2006). Esta via de reciclaje utiliza una cascada enzimatica que
consiste en la union de varias moléculas de ubiquitina a la proteina aberrante. Las enzimas

E1 se encargan de la activacion de la ubiquitina, mientras que las enzimas E2 transfieren la
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ubiquitina ya activada hacia las enzimas de ligacion E3. La poliubiquitinacién marca a la
proteina aberrante y la conduce hacia el complejo proteasoma 26S para su posterior
degradacion proteolitica (Hershko and Ciechanover, 1998; Petrucelli et al., 2004). El
proteasoma 26S puede localizarse en el nucleo o en el citoplasma y esta conformado por el
nucleo catalitico 20S y dos unidades regulatorias 19S. ElI complejo 20S esta compuesto por
cuatro anillos, formados a su vez de varias proteinas, las subunidades estructurales a y las
cataliticas B (Groll et al., 1997; DeMartino and Slaughter, 1999). ElI complejo 19S esta
situado en los extremos del complejo 20S y se encarga de abrir el anillo a del 20S, y a
desplegar las moléculas para que puedan ser introducidas dentro del compartimento
catalitico. Durante este proceso, la proteina de choque térmico 70 (Hsp70, del inglés heat
shock protein 70) actia como chaperona y facilita la ubiquitinacién de las proteinas
mediante la interaccion con la proteina CHIP (del inglés carboxyl-terminus of Hsp70
interacting protein) y la ligasa E3 (Westerheide et al., 2009). La degradacion de proteinas
anormales por autofagia tiene lugar en respuesta a condiciones de estrés celular mediante
el sistema endosomal/lisosomal. Alteraciones de la autofagia en neuronas afectadas por la

-

patologia AD contribuyen a la muerte neuronal (Zare-Shahabadi et al., 2015).
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Imagen 8. La via ubiquitina-proteasoma. Los circulos rojos que representan la ubiquitina (Goldberg, 2003).

9. Neuroinflamacién
La inflamacién es una respuesta protectora del organismo utilizada para eliminar la causa
inicial de una lesion celular. Si la lesion no se restablece, la respuesta inflamatoria se
convierte en una condicion crénica, por lo que el dafo causado tiende a acumularse
lentamente, incluso de forma asintomatica durante afos, conduciendo hacia un deterioro
severo del tejido (Tuppo and Arias, 2005; Heneka and O'Banion, 2007).
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La inflamacién crénica es un mecanismo biolégico comun del envejecimiento que se ha
relacionado con el inicio y la evolucién de enfermedades relacionadas con la edad (Yu and
Chung, 2006; Chung et al.,, 2009). Se ha sugerido que el proceso inflamatorio cerebral,
conocido como neuroinflamacion, desarrolla un papel fundamental en la patologia AD
(Holmes, 2013). La neuroinflamacién se produce en las regiones patolégicamente
vulnerables a AD (Akiyama et al., 2000), con una mayor expresién de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a, del inglés tumor necrosis
factor alpha), la interleuquina (IL) 6 e IL-1B, que son apenas detectables en el cerebro sano
(Cacquevel et al., 2004; Vasto et al., 2007). Los depdsitos de AB y los ovillos neurofibrilares
inician en el cerebro una respuesta inflamatoria crénica mediante la activacion de microglia y
astrocitos, de manera que se promueve la liberacion de mediadores inflamatorios (Calsolaro
and Edison, 2016). Los mediadores inflamatorios y las condiciones de estrés, a su vez,
aumentan la produccién de AB e inhiben la formacion de la fraccion sAPPa que tiene un
efecto protector neuronal. La activaciéon crénica de la microglia puede dafiar a neuronas
adyacentes liberando productos toxicos como especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno.
Ademas, esta respuesta inflamatoria puede obstaculizar la activaciéon de la microglia para
fagocitar el péptido AB, lo que provoca su acumulacion y agregacion en forma de placas
amiloides. Por otra parte, AB induce la expresion de citoquinas proinflamatorias en las
células gliales de manera que se genera un circulo vicioso. Varias evidencias sugieren que
todos estos factores pueden contribuir a la disfuncién sinaptica y a la muerte neuronal
(Brown and Bal-Price, 2003).

Las citoquinas desempefian un papel clave en el proceso inflamatorio y antiinflamatorio. Un
factor importante en el inicio del proceso inflamatorio es la sobreexpresién de la IL-1, la cual
induce a muchas reacciones que causan disfunciéon y muerte neuronal. Otras citoquinas
importantes en la neuroinflamacioén son la IL-6 y el TNF-a. Por el contrario, IL-4 e IL-10
pueden suprimir tanto la produccion de citoquinas proinflamatorias como su accion,
protegiendo consecuentemente al cerebro (Wyss-Coray, 2006).

En los procesos inflamatorios participan ademas otros mediadores que desencadenan las
diferentes reacciones suscitadas. En todos los casos se trata de pequefias moléculas que
actuan sobre receptores especificos de la membrana plasmatica. Entre ellos podemos
destacar Gas6 (del inglés, growth-arrest-specific gene 6) debido a su reciente implicacion en
la neuroinflamaciéon de AD. Gas6 es un factor de crecimiento secretado dependiente de
vitamina K que interactia con los receptores de tirosina quinasa de la familia TAM (Bellido-

Martin and de Frutos, 2008). A través de estas interacciones, Gas6 es capaz de regular la
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respuesta inflamatoria, proporcionar plasticidad a los tejidos durante la recuperacion del
dafo, proteger a las neuronas de la apoptosis, y ademas tiene funciones neurotroficas.

Gasb6 juega un papel importante en AD (Yagami et al., 2002; Sainaghi et al., 2016), y su
aumento puede ser parte de una reaccion compensatoria dirigida a la regulacién de la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias, favoreciendo el aclaramiento amiloide vy

promoviendo una respuesta regenerativa.

10. El cerebro

El cerebro es un érgano muy complejo de consistencia gelatinosa que esta protegido por el
craneo y que procesa informacién sensorial a la vez que coordina y mantiene las funciones
vitales del organismo. Hasta un billon neuronas trabajan unidas a través de impulsos
eléctricos para coordinar las actividades fisicas y los procesos mentales que distinguen al
ser humano de otras especies (Cosgrove et al., 2007).

Aunque el cerebro de raton es casi diez veces mas pequefio que el del humano, existen
muchas similitudes, como la simetria bilateral y una suficiente complejidad para presentar el
sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico. También pueden observarse
algunas diferencias obvias, como las numerosas hendiduras de la superficie del cerebro
humano que son el resultado del plegamiento de la corteza cerebral por mayor proliferacion
neuronal. Sin embargo, es innegable que las similitudes que se observan apoyan el hecho
de que se recurra al raton como modelo de estudio neurobioldgico, pudiéndose extrapolar

parcialmente los resultados obtenidos a partir de éstos.

a) Hipocampo de raton

El hipocampo es una de las principales estructuras del cerebro, ya que desempefia un papel
crucial en la adquisicion del aprendizaje y la consolidacién de la memoria (Wallenstein et al.,
1998). Forma parte del sistema limbico, un conjunto de estructuras cerebrales que gestionan
respuestas fisioldgicas primitivas. Es de color amarillento claro, debido a que esta cubierto
por una capa de sustancia blanca llamada alveo, que corresponde a los axones de las
células piramidales.

Anatémicamente, el hipocampo esta organizado en varios subcampos; el cuerno de Amoén
(CA), el giro dentado (GD), el subiculum y la corteza entorrinal (CE) (Amaral and Witter,
1989; O'Mara, 2005). El cuerno de Amédn esta dividido en tres areas: CA1, CA2 y CA3. El
GD contiene la fascia dentata y el hilio. Al observar una seccién transversal, el hipocampo

aparece como una estructura en forma de C que se asemeja al cuerno de un carnero.
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Al padecer AD, el hipocampo es una de las primeras regiones del cerebro en sufrir dafio

(Hyman et al.,, 1984; Mu and Gage, 2011), apareciendo como primeros sintomas los

problemas de memoria y desorientacion (Apostolova et al., 2015).

Experimentos con ratas han mostrado que las lesiones hipocampales afectan negativamente

a la adquisicion y retencion del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris

(Morris, 1984; Laursen et al., 2014). Por otra parte, se ha visto que la inyeccion de AR en el

hipocampo puede desencadenar en un déficit en la transmision sinaptica y la plasticidad

(Stephan et al., 2001) y producir disfuncion neuronal (Koudinov and Koudinova, 2001). El

numero de sinapsis neuronales y la transmision de sefales disminuyen considerablemente

durante el envejecimiento (Scheff and Price, 1993) y a medida que avanza la patologia de
AD (Gonatas et al., 1967).

Imagen 9. Areas hipocampales CA1, CA2, CA3, y el GD en el cerebro de raton (Osterweil et al., 2005).

El hipocampo tiene una estructura laminar de tres capas:

Capa oriens: Zona mas superficial y esta constituida por las dendritas basales de las
neuronas piramidales y por neuronas intrinsecas en las que sus axones se arborizan
en forma de canasto alrededor de las neuronas piramidales del segundo estrato.

Capa piramidal: Contiene los cuerpos celulares de las neuronas piramidales, que son
las principales neuronas excitadoras del hipocampo. Esta formado por el estrato
radiatum, en el que se encuentran las dendritas apicales de las neuronas piramidales,
y por el estrato piramidal, en los cuales se encuentran las neuronas piramidales y que
se divide en los campos CA1, CA2 y CA3.

Capa molecular: Estrato mas superficial del hipocampo que esta formado por dos
capas de fibras compuestas de dendritas de células granulares; el estrato lacunosum,
compuesto por la parte mas distal las dendritas de las neuronas piramidales y por la

capa de las fibras tangenciales.
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b) Conexiones hipocampales
La informacién procesada mediante el circuito trisinaptico (Kim et al.,, 2012) permite
relacionar diferentes aferencias sensoriales gracias a que las células piramidales del
hipocampo tienen un alto grado de interconexion, facilitando las relaciones entre las
diferentes entradas de informacién (Zhang et al., 2014).
La informacion fluye a lo largo del hipocampo por medio de las siguientes vias:
e Via perforante: Circula desde la corteza entorrinal del giro parahipocampal hasta las
células granulares del GD (Witter et al., 2000; Lavenex et al., 2004).
¢ Via de las fibras musgosas: Va desde los axones de las células granulares del GD
hacia las dendritas proximales de las neuronas piramidales de la region CA3,
atravesando el hilus (Chicurel and Harris, 1992; Suzuki and Amaral, 2003).
¢ Via colateral de Schaffer: Proyecta desde las neuronas piramidales de la region CA3
hacia las dendritas de las neuronas piramidales de la region CA1 (Laurberg and
Sorensen, 1981; Ishizuka et al., 1990).
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Imagen 10. Esquema de los circuitos en el hipocampo. La flecha azul describe la via perforante, la naranja la via
de fibras musgosas, la verde para colaterales de Schaffer y la roja para proyecciones de CA1 a la corteza

entorrinal (Olivares et al., 2015).

11.Sirtuinas
Las sirtuinas, nombre que proviene de las siglas Sir2 (del inglés silent mating type
information regulation two), fueron identificadas en primer lugar en levaduras como factores
de silenciamiento genético (Baur and Sinclair, 2006). Dicho silenciamiento requeria la
eliminacion de los grupos acetilo de ciertos residuos de lisinas en las histonas H3 y H4, lo

que sugeria que Sir2 podia funcionar como una desacetilasa de histonas y que dependia del
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sustrato NAD" (del inglés nicotine adenine dinucleotide) para llevar a cabo su actividad
enzimatica (Imai and Guarente, 2010). NAD" es un cofactor importante para la cadena de
transporte de electrones y también esta implicado en muchas reacciones enzimaticas
(Houtkooper et al., 2010).

Actualmente las sirtuinas se definen como proteinas desacetilasas de histonas de clase Il
que catalizan la desacetilacion de proteinas clave a través del consumo de NAD" (Guarente,
2005; Herskovits and Guarente, 2014). La desacetilacion de histonas promueve una
descompactacion de las regiones de cromatina, permitiendo la accesibilidad de la actividad
transcripcional a las regiones promotoras de los genes y por lo tanto, su expresion. Ademas
del silenciamiento de genes, estas proteinas cumplen funciones como la regulacion
metabdlica y son claves en los procesos de envejecimiento. Se ha observado que la
sobreexpresion de Sir2 en C.elegans (Tissenbaum and Guarente, 2001) y en

D.melanogaster (Rogina and Helfand, 2004) proporciona un incremento de la longevidad.
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Imagen 11. Reaccion desacetilasa catalizada por sirtuina dependiente de NAD" (Oellerich and Potente, 2012).

a) Clasificacion de las sirtuinas

Las sirtuinas son proteinas bien conservadas a lo largo de la evoluciéon y se han descrito
homodlogos en organismos que van desde las bacterias hasta los humanos (Imai et al.,
2000). En mamiferos se expresan 7 isotipos diferentes (SIRT 1-7) con diferentes
localizaciones a nivel celular y distintas actividades enzimaticas (Tabla 1) (Lalla and
Donmez, 2013; Kupis et al., 2016). De todas ellas, SIRT1 es el homdlogo mas cercano al
gen Sir2, por lo que la mayoria de los esfuerzos encaminados a profundizar en el
conocimiento de las funciones de las sirtuinas se han centrado en SIRT1 (Haigis and
Sinclair, 2010).
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Enzymatic activity Sub-cellular localization Effects on AD Targets related to AD
SIRT1 Deacetylase Nuclear, cytoplasmic Neuroprotective (Chen et al., 2005; RARb, Tau, PGC1a, LXR,
Qin et al., 2006b; Kim et al., 2007, NFkB
Julien et al., 2009; Donmez et al.,
2010; Min et al., 2010}
SIRT2 Deacetylase Cytoplasmic, nuclear Genetic association (Polito et al., 2012) Unknown
SIRT3 Deacetylase Mitochondrial Genetic association (\Weir et al., 2012) Unknown
SIRT4 Deacetylase Mitochondrial Unknown Unknown
ADP-ribosyltransferase
SIRTS Deacetylase Mitochondrial Unknown Unknown
Demalonylase
Desuccinylase
SIRT6 ADP-ribosyltransferase Nuclear Unknown Unknown
Deacetylase
SIRT7 Deacetylase Nucleolar Unknown Unknown

Tabla 1. Actividad enzimatica, localizacion y efectos de las sirtuinas de mamiferos (Lalla and Donmez, 2013).

12.Sirtuina 1

Actualmente se estan invirtiendo muchos esfuerzos en la busqueda de una terapia eficaz
contra AD (Parsons et al.,, 2013). Una via importante puede ser la relacionada con la
proteina SIRT1, una desacetilasa miembro de la familia de las sirtuinas (Bosch-Presegue
and Vaquero, 2015) relacionada con la longevidad (Satoh et al., 2013) y que induce efectos
neuroprotectores contra la patologia AD a través de la regulacion de la acetilacion de
proteinas clave (Donmez, 2012; Paraiso et al., 2013; Hubbard and Sinclair, 2014; Corpas et
al., 2016; Jesko et al., 2016).

SIRT1 es una proteina de localizacion nuclear (Michishita et al., 2005), sin embargo puede
translocar al citoplasma durante la diferenciacion neuronal, el crecimiento de neuritas y la
apoptosis. Principalmente, SIRT1 cataliza la desacetilacion histonas y varios factores de
transcripcion a través del consumo del sustrato NAD® (Herskovits and Guarente, 2014).
SIRT1 es ademas capaz de desacetilar un gran numero de sustratos como p53, PGC-1a (del
inglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) o FOXO (del
inglés forkhead box protein O), importantes en la regulacion y el control de procesos como el
cancer (Herranz et al., 2010), la reparacion del DNA (Cohen et al., 2004), la apoptosis
(Hasegawa and Yoshikawa, 2008), la inflamacién (Yeung et al., 2004), el estrés oxidativo
(Brunet et al., 2004) y el metabolismo (Hubbard et al., 2013).

En cuanto AD, SIRT1 desacetila el receptor 8 de acido retinoico (RARp, del inglés retinoic
acid receptor beta), un activador de ADAM10 que resulta en la reduccion de la produccion

de AB a través de la activacién de la via no amiloidogénica (Lee et al., 2014; Saftig and
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Lichtenthaler, 2015). SIRT1 también puede prevenir la formacion de NFT a través de la
desacetilaciéon de la proteina tau, induciendo de ese modo su degradacion a través del
proteasoma (Min et al., 2010). Ademas, SIRT1 muestra efectos neuroprotectores mediante
la inhibicion de la disfuncion mitocondrial a través de la desacetilaciéon y activacion de PGC-
1a (Rodgers et al., 2005), de manera que SIRT1 actia a modo de sensor de la
disponibilidad de nutrientes. SIRT1 también muestra neuroproteccién mediante la
prevencion de la inflamacion a través de la activaciéon del receptor X de higado (LXR, del
inglés liver X receptor) o mediante la inhibicion de NF-kB (del inglés nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) (Gan and Mucke, 2008).

SIRT1 esta expresada en el cerebro adulto (Ramadori et al., 2008), con altos niveles en la
corteza, el cerebelo, el hipotdlamo y sobretodo en las neuronas del hipocampo (Sakamoto et
al., 2004), aunque su expresion se ve disminuida en las regiones del cerebro afectadas por
AD (Lutz et al., 2014).

Respecto al aprendizaje, la memoria y la plasticidad sinaptica, se ha demostrado que la
ausencia de SIRT1 empeora las habilidades cognitivas asociadas a los efectos en la
plasticidad sinaptica (Michan et al., 2010). En el hipocampo de los ratones 3xTg-AD modelo
de Alzheimer se observa una disminucién de SIRT1 (Marques et al., 2012; Revilla et al.,
2014a). Por otra parte, la sobreexpresion de SIRT1 en el hipocampo de ratones p25 modelo
de AD y tauopatias confiere neuroproteccion significativa (Kim et al., 2007), y la
sobreexpresion de SIRT1 en cultivos de neuronas de ratones Tg2576 induce una reduccion
de la secrecién de AB (Qin et al., 2008).

SIRT1 puede llegar a ser modulada mediante diferentes terapias, tales como el ejercicio
fisico (Cox et al., 2016) y la restriccién caldrica (Quintas et al., 2012) o mediante activadores
como son el resveratrol (Porquet et al., 2014; Witte et al., 2014) y la melatonina (Tajes et al.,
2009; Mukda et al., 2016).

13.Resveratrol
El resveratrol (3,4’,5,-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural presente en numerosas
especies vegetales que se produce como defensa a lesiones fisicas, infecciones por
patégenos, deficiencias nutricionales, fluctuaciones de temperatura, o a radiacion ultravioleta
(Fremont, 2000). Las principales fuentes de resveratrol en la dieta son el vino tinto, la uva
roja (sobre todo la piel), la granada, la soja, las frambuesas, los arandanos, los cacahuetes y
el cacao (Allard et al., 2009).

24



INTRODUCCION

El resveratrol esta formado por dos anillos aromaticos unidos por un puente metileno y
presenta dos isémeros geométricos: el trans-, que es el biolégicamente activo, y el cis-, que
es inestable (Catalgol et al., 2012). La exposicion a la luz favorece la transformacion del
isdbmero trans en cis, lo que conlleva una pérdida de estabilidad y de actividad biolégica
(Harikumar and Aggarwal, 2008).

OH

HO

OH

Imagen 12. Estructura quimica del resveratrol.

Respecto a las propiedades fisico-quimicas, el resveratrol es un polvo blanco con férmula
molecular C14H1,03, peso molecular de 228.25 g/mol y un punto de fusion de 253-255°C. Es
un compuesto soluble en lipidos, etanol y DMSO, pero practicamente insoluble en agua. Se
caracteriza por una alta permeabilidad y baja solubilidad, lo que hace que sea bien
absorbido en el intestino.

En términos de toxicidad y seguridad, la informacion disponible es limitada. Una dosis oral
de 300 mg/kg no tiene efectos tdxicos en ratas, sin embargo, una dosis de 1 g/kg comienza
a tener efectos adversos como deshidratacion y pérdida de peso. Una dosis de 3 g/kg
comienza a tener una alta toxicidad, produciendo dafio hepatico, dafio renal y anemia
(Crowell et al.,, 2004). Una dosis de 18 g/kg es letal en la mayoria de los animales
estudiados. En humanos, dosis de hasta 10 g de resveratrol son bien toleradas (Knutson
and Leeuwenburgh, 2008).

Al resveratrol se le atribuyen propiedades beneficiosas sobre la salud y se especula con que
es el responsable de la paradoja francesa, que hace referencia a la baja incidencia de
enfermedades cardiovasculares que se dan en la poblacion francesa a pesar del consumo
de una dieta alta en grasas saturadas que seria compensada por el consumo de vino
(Vidavalur et al., 2006; Sun et al., 2010). Desde entonces, el resveratrol ha sido
ampliamente estudiado y se ha demostrado que tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antiproliferativas y antiangiogénicas (Baur and Sinclair, 2006). Ademas, se
ha observado que el resveratrol aumenta la resistencia al estrés y que mejora diversos
marcadores de envejecimiento, por lo que produce un incremento de la longevidad (Howitz
et al., 2003; Viswanathan et al., 2005; Porquet et al., 2013).
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Existe controversia acerca de si el resveratrol puede ser un activador directo de SIRT1
(Borra et al., 2005) o si se activa indirectamente mediante otras vias (Beher et al., 2009;
Villalba and Alcain, 2012; Bitterman and Chung, 2015). Otros estudios muestran que el
resveratrol incrementa la actividad AMPK (del inglés adenosine monophosphate-activated
protein kinase), lo que genera un aumento de NAD" que resulta en un incremento de la
actividad de SIRT1 (Park et al., 2012; Price et al., 2012). En ratones, se ha demostrado que
el resveratrol provoca una activacion de SIRT1 y de su diana PGC-1a, lo que produce
cambios beneficiosos en la funcion mitocondrial (Lagouge et al., 2006; Canto and Auwerx,
2009).

La hipétesis del mecanismo mas ampliamente aceptada es que el resveratrol imita los
efectos antioxidantes y antienvejecimiento de la restriccion calérica (Barger et al., 2008;
Albani et al., 2009), y que son realizados mediante la regulacién de SIRT1 (Chung et al.,
2011). Un hecho que refuerza esta afirmacién es que otros activadores de SIRT1 como el
SRT501 y el SRT1720 producen efectos similares a la restriccion caldrica y activan las
mismas vias de sefalizacion (Smith et al., 2009; Dai et al., 2010).

La restriccion calorica es un régimen alimentario caracterizado por una moderada reduccion
en el porcentaje caldrico, pero sin llegar a la malnutricién. Tiene efectos beneficiosos sobre
la salud de los mamiferos, aumentando la esperanza de vida y retrasando la aparicion de
enfermedades asociadas al envejecimiento como el cancer, la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares (Bordone and Guarente, 2005; Colman et al., 2009).

Las primeras evidencias cientificas de que una disminucion en la ingesta calérica podria
aumentar la longevidad datan de hace 75 afios, cuando se observo que al alimentar ratas
con un 20% de celulosa en la comida (no la pueden digerir), aumentaban de forma
significativa tanto la vida media como la vida maxima. En la actualidad, hay numerosas
teorias que intentan explicar los efectos de la restriccion calérica; la inhibicién de la ruta de
los glucocorticoides, la disminucion en los depdsitos de grasa, la disminucion en la
generacion de ROS, una mayor supervivencia celular, una mejora en la proteostasis, la
obtencion de menores niveles de insulina y glucosa en sangre u otros cambios endocrinos
adicionales. Al combinar resveratrol con restriccion caldrica no se observan efectos aditivos,
lo que sugiere que el resveratrol es capaz de activar SIRT1, y que SIRT1 es responsable de

mediar los efectos de la restriccion caldrica sobre la longevidad de los organismos.
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14.Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona producida principalmente en la
glandula pineal a la que se le atribuyen diversas propiedades beneficiosas sobre la salud
(Axelrod, 1974; Reiter, 1991), como la regulacion de los ritmos circadianos, la mejora de la
respuesta inmunitaria y la de potente antioxidante que podria tener un importante efecto
antienvejecimiento (Tan et al., 1993; Leon et al., 2004; Anisimov et al., 2006; Zhou et al.,
2008; Reiter et al., 2016). La melatonina también activa las sirtuinas, ademas de poseer
propiedades antiinflamatorias (Ramis et al., 2015). Otros 6rganos y tejidos como retina,
intestinos, ovarios, testiculos, linfocitos y médula désea también producen melatonina
(Hardeland et al., 2011; Acuna-Castroviejo et al., 2014).
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Imagen 13. Estructura quimica de la melatonina.

La sintesis y liberacion de melatonina es estimulada por la oscuridad e inhibida por la luz, de
modo que en el ser humano, el aumento de la secrecién de melatonina se produce poco
después del comienzo de la oscuridad, alcanzando el pico maximo hacia la mitad de la
noche (entre las 2 y las 4 horas a.m.) y descendiendo gradualmente durante la segunda
mitad de la noche. La biosintesis de la melatonina se inicia a partir del aminoacido esencial
triptéfano, que es convertido a 5-hidroxitriptéfano mediante el enzima triptéfano hidrolasa y
posteriormente es decarboxilado a serotonina. La serotonina es catalizada por las enzimas
N-acetiltransferasa e hidroxi-indol-O-metiltransferasa, ambas limitadas en gran parte a la
glandula pineal. Una vez formada en la glandula pineal, la melatonina es liberada a los
capilares y al liquido cerebroespinal para poder llegar a todos los tejidos del organismo en
un corto periodo de tiempo (Cardinali and Pevet, 1998; Macchi and Bruce, 2004).

La cantidad de melatonina que llega a los tejidos puede ser diferente. Por ejemplo, los
niveles de melatonina liberados al liquido cerebroespinal son de 5 a 10 veces mayores que
los de la sangre, medidos simultaneamente (Tricoire et al., 2002) y también se ha visto que
el tejido cerebral puede tener mayores niveles de melatonina que otros tejidos corporales
(Reiter and Tan, 2002). La melatonina plasmatica tiene una vida media de unos 30 minutos,

se metaboliza principalmente en el higado y el 95% se elimina por la orina en forma de 6-
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sulfatoximelatonina. En plasma, el 70% de la melatonina va unida a albumina, mientras que
el 30% restante va libre y pasa a la saliva (Yeleswaram et al., 1997).

La melatonina posee dos propiedades principales, su solubilidad (en agua y en lipidos) que
le permite una facil distribucién en las células y su habilidad de atravesar la barrera
hematoencefalica para entrar en las neuronas y en la glia, lo que permite que pueda
interaccionar con una gran variedad de proteinas y receptores (Reiter, 1995).

En humanos la produccién y secrecidn ritmica de melatonina se mantiene hasta la pubertad,
cuando disminuye de manera notable, para estabilizarse de nuevo a los 35-40 afios. Hacia
los 55-65 afos la produccién de melatonina decae abruptamente, por lo que la amplitud del
pico nocturno de melatonina no se detecta correctamente y condiciona la pérdida de su
capacidad reguladora (Reiter, 1995).

Numerosos estudios han mostrado que la produccion de melatonina disminuye durante los
procesos de envejecimiento y apuntan a que los graves trastornos del ritmo suefo/vigilia
que padecen los pacientes con AD son debidos a una irregularidad en la secrecion de
melatonina (Mishima et al., 1999). El envejecimiento esta directamente relacionado con la
disminucion de la produccién de melatonina (Touitou, 2001), por lo tanto, la disminucion de
los niveles de melatonina son un factor que puede contribuir a la disminucién cognitiva
relacionada con la edad y al aumento del riesgo de padecer AD (Nair et al., 1986).

Es por este motivo que clinicamente la melatonina ha sido utilizada para inducir el suefio,
considerandose bien tolerada y segura, con dosis diarias entre los 0.1 a 1000 mg (Holliman
and Chyka, 1997). La suplementacién con melatonina ha sido sugerida en los pacientes con
AD para mejorar el ritmo circadiano, disminuyendo la conducta agitada y la confusién, y
también para producir mejoras en la memoria (Cardinali et al., 2002). Hasta el momento no
ha sido publicado ningun efecto secundario de importancia o que conlleve riesgo asociado a

su administracion.
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Imagen 14. Cambios en la amplitud del ritmo circadiano de melatonina con la edad (Nair et al., 1986).
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15. Activacion de SIRT1 como terapia anti-Alzheimer
La modulacién farmacolégica de SIRT1 puede proporcionar una estrategia terapéutica
prometedora para proteger contra el deterioro de las funciones bioldgicas y asi reducir el
riesgo de muchas enfermedades relacionadas con la edad. El uso tanto de melatonina como
de resveratrol ha mostrado que ambos agentes tienen efectos neuroprotectores en diversos
sistemas experimentales y que el mecanismo implicado incluye la activacién de la proteina
SIRT1 (Cristofol et al., 2012).
En modelos de ratones transgénicos de AD no existen estudios previos de sobreexpresion
de SIRT1 que analicen una posible proteccion contra la pérdida cognitiva. Sélo se han
estudiado algunos aspectos de neuroproteccion en el modelo de taupatia de ratén
transgénico de p25 (Kim et al., 2007). La demostracién de efectos beneficiosos sobre el
aprendizaje y la memoria y el conocimiento de los mecanismos implicados podria ser una
base para el desarrollo de nuevos farmacos contra AD.
Se han publicados diversos estudios sobre los efectos neuroprotectores de resveratrol y
melatonina en modelos de raton transgénicos de AD (Garcia-Mesa et al., 2012; Porquet et
al., 2014). La demostracion de los efectos beneficiosos de suplementar la dieta con
resveratrol o melatonina (Ramis et al., 2015) sugiere el interés de profundizar en los
mecanismos implicados para el desarrollo de terapias preventivas o coadyuvantes contra
AD.
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OBIJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es definir la via de neuroproteccion y longevidad de SIRT1
como diana terapéutica para prevenir los procesos neurodegenerativos asociados a la edad
y asi conseguir un envejecimiento saludable. Los estudios se han centrado en AD como

principal causa de demencia a la edad avanzada.

La tesis se estructura en cuatro estudios que corresponden a los objetivos especificos

siguientes:

1) Demostrar que la sobreexpresion de SIRT1 mediante la inyeccion de un vector lentiviral
en el hipocampo de ratones 3xTg-AD protege de la pérdida cognitiva y la patologia AD

en este modelo animal de AD.

2) Investigar los mecanismos implicados en la neuroproteccion inducida por SIRT1
mediante el analisis de cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD transducidos con lenti-
SIRT1.

3) Evaluar la accion neuroprotectora del tratamiento con resveratrol en ratones 3xTg-AD vy

demostrar que este tratamiento farmacolégico intensifica la actividad de SIRT1.

4) Evaluar la accion neuroprotectora del tratamiento con melatonina en ratones 3xTg-AD vy

demostrar que este tratamiento farmacolégico intensifica la actividad de SIRT1.
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1. Ratones modelo de Alzheimer 3xTg-AD
Los ratones 3xTg-AD expresan transgenes con mutaciones de AD familiar de la APP
(APPSwe) y la presenilina 1 (PS1M146V), y una mutacion del gen tau (tauP301L) (Oddo et
al., 2003). Este modelo imita muchas de las caracteristicas criticas de AD, incluyendo las
patologias AB y tau, el deterioro del aprendizaje y la memoria, alteraciones del
comportamiento asociadas a demencia (BPSD, del inglés behavioural and psychological
symptoms of dementia) y estrés oxidativo (Garcia-Mesa et al., 2011; Garcia-Mesa et al.,
2015). Los ratones de la cepa control NoTg-AD tienen el mismo fondo genético hibrido (129
x C57BL/6) que los 3xTg-AD.
Los ratones 3xTg-AD reproducen el curso temporal y las areas afectadas por patologia
amiloide y tau (Mastrangelo and Bowers, 2008) de la neuropatologia AD. A los 2-3 meses de
edad se inicia la alteracion de la homeostasis neuronal. A los 3-4 meses se aprecia la
inmunoreactividad frente a los depdsitos de AP intracelulares en las areas vulnerables
cerebrales de hipocampo, amigdala, cértex entorrinal y cortex primario motor. A los 6 meses
se aprecia un aumento intracelular de la proteina p-tau en amigdala e hipocampo. A los 9-12
meses, edad en la que la patologia AB esta bien instaurada, se observa p-tau en todas las
zonas vulnerables. Finalmente a los 18 meses se observan depdsitos extracelulares de AR y
los NFT.
Para los diversos estudios realizados se utilizaron ratones macho 3xTg-AD y NoTg-AD
criados en el estabulario de la Universidad de Barcelona (UB). La primeras parejas de
reproductores procedian de la colonia de 3xTg-AD establecida en la Universidad Auténoma
de Barcelona (Gimenez-Llort et al., 2007). Ambas cepas se crian en homocigosis. Los
genotipos fueron confirmados mediante el analisis de PCR del DNA obtenido de biopsias de
la cola. Para el estudio con vectores lentivirales, los animales se alojaron individualmente en
jaulas con filtros, cumpliendo con los requisitos de seguridad de nivel 2. Para el resto de
experimentos, los animales se alojaron en grupos de 2-4 ratones en jaulas Makrolon de
dimensiones adecuadas y bajo condiciones estandar de laboratorio, comida y agua ad
libitum, 22 + 2 °C, y 12h:12h ciclo luz-oscuridad.
El comité de ética animal aprobd el manejo y los procedimientos de experimentacion animal
de acuerdo con la legislacion espafnola y la Directiva de la Unién Europea 2010/63/UE para
experimentaciéon animal (Ref: DAAM 5159, 5981 y 6523, CEEA, UB).
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2. Vectores lentivirales

Se han construido vectores lentivirales recombinantes que codifican la proteina SIRT1 de
ratdon para la transduccion de neuronas. Como control se han utilizado los vectores que
codifican la proteina GFP (del inglés green fluorescent protein).

Para la inyeccién in vivo en el hipocampo, la combinacién del pseudototipo VSV-G (del
inglés vesicular stomatitis virus G glycoprotein) con el promotor PGK humano (del inglés
phosphoglycerate kinase 1 promoter) permitid la especificidad neuronal y la expresion
eficiente del transgen. Los vectores utilizados para la transducciéon neuronal in vitro fueron
pseudotipados con VSV-G, y su expresion génica estaba bajo control del CMV humano (del
inglés cytomegalovirus immediate early promoter). La titulacién viral se obtuvo mediante
ELISA de la proteina de la capside p24 (HIV-1 p24 Antigen ELISA, Zeptometrix) y también
empleando PCR cuantitativa (Kutner et al., 2009). Los detalles de la obtencion y el manejo

de los lentivirus se describié previamente (Pertusa et al., 2008).

3. Inyeccidn esterotaxica en hipocampo y transduccion génica

Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente (i.p) con 10 mg/kg de xilacina (Rompun
2%, Bayer) y 80 mg/kg de ketamina (Ketolar 50 mg/mL, Pfizer), y se colocaron en un
aparato estereotaxico.

Se realizaron infusiones bilaterales de los vectores lentivirales en el area CA1 del
hipocampo, una regién del cerebro implicada criticamente en los procesos cognitivos. Las
inyecciones estereotaxicas se realizaron a una velocidad de infusiéon de 0.5 pyL/min en las
siguientes coordenadas relativas a Bregma: —2.0 mm anteroposterior, £1.2 mm mediolateral
y —=1.5 mm dorsoventral. Las coordenadas se seleccionaron en estudios preliminares con
inyeccién de colorante Fast Green. A cada lado se suministréd 1 uL de la solucién de vector
génico mediante una canula de acero inoxidable de calibre 25 (Small Parts, Inc.) conectada
a una jeringa Hamilton a través de un tubo de teflon. La jeringa se unié a una bomba de
micro-infusion (Bioanalytical Systems, Inc.), y la canula se dejo en posiciéon durante 10
minutos después de la infusidn para evitar que la solucion retrocediera. Los animales fueron
transducidos con solucién vectorial SIRT1 que contenia 3.2 x 10% genomas/pL. Los animales
control recibieron la solucion vectorial GFP que contenia 6.6 x 10° genomas/yL.

La incision se suturd y se permitié a los ratones recuperarse de la anestesia sobre una
almohadilla térmica y volvieron a ser colocados en sus jaulas. Se controld la expresion
génica mediante qPCR vy la transduccion neuronal especifica se monitorizé por

inmunohistoquimica, como se describe mas adelante.
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4. Sobreexpresion de SIRT1

A los 4 meses de edad, los ratones 3xTg-AD y NoTg-AD fueron sometidos al procedimiento
quirurgico para el tratamiento de SIRT1 mediante la sobreexpresion génica o el tratamiento
control mediante la expresiéon de GFP en hipocampo.

Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-GFP (n = 8), NoTg-SIRT1 (n = 9),
3xTg-GFP (n =9)y 3xTg-SIRT1 (n = 10).

Los animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento tras 6 meses de tratamiento,
cuando los ratones tenian 10 meses de edad. En este periodo de 4 a 10 meses de edad se
cubre el periodo de aparicion de la patologia AD desde la fase temprana a avanzada en

estos ratones.

5. Administracion de resveratrol

El resveratrol (trans-resveratrol, Mega Resveratrol, Candlewood Stars) se administré en la
comida de los animales a la concentracion de 1 g/kg de dieta. La dieta suplementada con
resveratrol fue preparada comercialmente con la dieta estandar que recibian todos los
animales del estudio (2018 Teklad Global 18 % Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan).
El consumo habitual de estos ratones es de 3 g/dia, de modo que recibieron un total de 3
mg de resveratrol al dia, equivalente a la dosis de resveratrol de 100 mg/kg de peso
corporal. La dieta utilizada como control era la dieta estandar.

Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-ct (n = 14), NoTg-RV (n = 12), 3xTg-
ct (n =10) y 3xTg-RV (n = 10).

El tratamiento de resveratrol tenia una duracion de 10 meses. Se inici6 la administracion de
resveratrol a los 2 meses de edad vy finalizdé a los 12 meses de edad. Posteriormente, los
animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento. En este periodo de 2 a 12 meses
de edad se cubre un amplio periodo de progresién de la patologia AD desde la fase pre-

sintomatica a la fase de patologia avanzada.

6. Administracion de melatonina
La melatonina (Sigma M-5250) se administré a los ratones en la bebida a una dosis de 10
mg/kg/dia. Para disolver la melatonina en el agua se utiliza etanol, por lo que el tratamiento
control contiene un 0°'065% de etanol. Se ha realizado un seguimiento y control del consumo
dos veces por semana, realizado el cambio de las botellas y adaptando las cantidades de

melatonina preparadas, para conseguir la dosis 6ptima de 10 mg/kg/dia.
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Los grupos experimentales fueron los siguientes: NoTg-ct (n = 16), NoTg-MEL (n = 12),
3xTg-ct (n = 13) y 3xTg-MEL (n = 11).

El tratamiento de melatonina tenia una duraciéon de 6 meses. Se inicié la administracion de
melatonina a los 6 meses de edad y finalizé6 cuando los ratones tenian 12 meses de edad.
Posteriormente, los animales fueron sometidos a pruebas de comportamiento. El tratamiento
se inici6 en una fase de patologia moderada, siguiendo el mismo disefio de un estudio

previo realizado en nuestro laboratorio (Garcia-Mesa et al., 2012).

7. Pruebas de comportamiento
Los ensayos de comportamiento se realizaron en la Unitat d'Experimentacio Animal de la

Facultad de Psicologia de la Universidad de Barcelona (campus Mundet, UB).

e Prueba de las esquinas:
Se utilizé para evaluar neofobia a una nueva jaula durante 30 segundos. En esta prueba el
ratdén se coloco en el centro de una jaula nueva (Makrolon, 35 x 35 x 25) con serrin limpio y
se midieron las veces que visito las esquinas, la latencia de la primera incorporacion vertical

y el numero de incorporaciones.

e Campo abierto:
Ensayo que evalud la emotividad y la actividad locomotora vertical y horizontal durante 5
minutos. Cada animal se coloco en el punto central de una superficie blanca de madera (55
x 55 x 20 cm), dividida en cuadrantes de 10 x 10 cm. Se midieron las latencias de
movimiento, de deambulacién, de incorporacion, de llegada a la periferia y del proceso de
higiene del animal. También se midieron la deambulacion total, la cantidad de
incorporaciones, el tiempo y numero de higienes y la emotividad, basada en las

defecaciones y la orina.

e Ensayo Sensorial:
Se coge al ratén por la cola, de tal manera que sus patas traseras no toquen con la mano
del investigador. Se levanta el ratén a una altura aproximada de 30 cm y se baja sobre una
plataforma de color negro. El ensayo se realizé 3 veces y se mird que el animal estirara sus
patas traseras y sus patas delanteras al acercarse a la plataforma, de manera que no se

golpeara con la nariz en la plataforma.
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e Coordinaciéon motora y equilibrio:

Consistié en colocar el animal 2 veces consecutivas, durante 20 segundos cada una, en el
centro de una varilla de madera de 1 cm? y de un metro de longitud. Seguidamente y con el
objetivo de incrementar la dificultad se realizé el mismo tipo de ensayo con una varilla de
metal de 1 cm de diametro. En ambos ensayos se tuvieron en cuenta la distancia y el tiempo
de permanencia sobre la varilla.

Finalmente se realizd una tercera prueba donde el ratéon se colocd en el centro de una
cuerda de metal de 3 mm de diametro. Este ensayo se realiz6 2 veces seguidas con un
tiempo maximo de 5 segundos cada vez, y una tercera con un tiempo maximo de 60
segundos. En este ultimo ensayo ademas de medir la distancia caminada y el tiempo de
permanencia en la cuerda, también se tuvieron en cuenta los recursos empleados en el
ejercicio (patas delanteras o traseras y la cola). Todos los aparatos fueron suspendidos a

una altura de 50 cm sobre una mesa completamente acolchada.

e Caja oscural/iluminada:

Modelo para medir la ansiedad, que esta basado en la aversion innata de los roedores a las
areas intensamente iluminadas, asi como en el comportamiento exploratorio espontaneo en
respuesta a factores estresantes de grado leve. En este ensayo el ratéon puede explorar dos
compartimentos interconectados por una apertura de 7 x 7 cm que presentan diferentes
caracteristicas de tamano (2/1) y de color, uno negro (27 x 18 x 27 cm) y otro blanco (27 x
27 x 27 cm) iluminado con una bombilla de luz blanca de 20 W (Panlab, S.L).

Los animales se colocaron en el area de penumbra y fueron grabados durante 5 minutos. Se
midio la latencia de entrada a la zona iluminada, asi como el numero de entradas y el tiempo
de permanencia en esta zona. Ademas se contaron la cantidad de defecaciones y orina en

cada zona.

e Tabla de los cuatro agujeros:
Este ensayo se utilizé para estudiar el comportamiento exploratorio de los animales frente a
un ambiente novedoso en un tiempo total de 5 minutos. El aparato consiste en una caja de
madera, blanca (32 x 32 x 32 cm), cuya base tiene 4 agujeros equidistantes de 3 cm de
diametro. El ratén se colocé en el centro de la superficie y se midié la latencia de
movimiento y de exploracion del primero y de los cuatro agujeros.
Se considerd una exploracién cada ocasién que el ratdn introdujo la cabeza en un agujero,

pasando de la zona de los ojos. Se tuvo en cuenta ademas, por cada minuto, el numero de
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veces que el animal exploré y el tiempo que demoré en la exploracion. Las defecaciones y la

orina también fueron registradas.

e Reconocimiento de objetos:

La prueba de reconocimiento de objetos (NOR, del inglés novel object recognition) se
empled para evaluar la memoria de reconocimiento, basada en la tendencia espontanea de
los roedores a dedicar mas tiempo a explorar un objeto novedoso que uno familiar. Los
animales se colocaron en medio de un laberinto negro con dos brazos angulados a 90°,
cada uno de 25 x 5 cm. Las paredes de 15 cm de altura se pueden levantar para facilitar su
limpieza. Los objetos a discriminar son de madera (A, By C hacen 6.2 cm, 4.75cmy 5 cm
de altura, respectivamente, y de color distintivo).

Después de dos dias previos de habituacion, los animales fueron sometidos a un ensayo de
adquisicion de 10 minutos en presencia de dos objetos nuevos idénticos (A + A') situados al
final de cada brazo. A las 2 horas se realizé un ensayo de retencién de 10 min,
reemplazando el objeto A por el objeto B. Otro ensayo de retencion de 10 minutos se realizé
24 horas después, reemplazando el objeto A por el objeto C.

La exploracion de objetos se definio como la orientacién de la nariz al objeto a una distancia
menor de 2 cm. Los tiempos de exploracion se registraron y se utilizaron para calcular un

indice de discriminacién [nuevo (t) — familiar ()] / [tiempo total (t) en nuevo + familiar].

e Laberinto acuatico de Morris:

La prueba del laberinto acuatico de Morris (MWM, del inglés Morris water maze) se empled
para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria. Consiste en un dia de aprendizaje, seis
dias de adquisicion de la memoria mediante referencias espaciales y un ultimo dia de
recuperacién de la memoria a través de la eliminacién de la plataforma.

Los ratones fueron entrenados para localizar una plataforma oculta (10 cm de diametro,
ubicada a 20 cm de la pared y 0.5 cm debajo de la superficie del agua) en un tanque circular
(100 cm de diametro, 40 cm de altura, 25°C de agua opaca, rodeado de cortinas negras)
basandose en puntos de referencia distintivos como sefiales visuales. En cada uno de los
cuatro puntos cardinales de la piscina se colocd un objeto diferente, los que el ratén debid
utilizar para recordar la posicion de la plataforma en el agua. Cada dia se tuvo en cuenta
que el animal no comenzara con la plataforma en el mismo sitio donde habia terminado el
dia anterior para no influir positivamente en el resultado del ensayo. Se realizaron cuatro

sesiones de prueba de 60 segundos por dia.
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Al séptimo dia, después de un ensayo de aprendizaje, se retird la plataforma y los ratones
realizaron un ensayo de 60 segundos para probar la retencién del aprendizaje. Se utilizé un
sistema de seguimiento computarizado (SMART, Panlab S.A) para medir las distancias y los

cuadrantes cubiertos.

8. Muestras cerebrales

Después de completar las pruebas conductuales y cognitivas, se procesaron 3 animales por
grupo para el andlisis histologico cerebral. Los animales restantes fueron decapitados y el
hipocampo fue disecado y almacenado a —80°C para un analisis posterior.

Para la histologia del cerebro, los ratones fueron anestesiados como se describid
anteriormente para la inyeccion de vectores. Los animales se perfundieron a través de un
catéter ventricular con tampoén fosfato 100 mM, pH 7.4 y que contenia 0.1 mg/mL de
heparina (Mayne Pharma), seguido de paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato. Se
retiraron los cerebros, y se fijaron durante toda la noche en solucion fria de
paraformaldehido y después se aclararon con tampon fosfato frio. Los cerebros fueron
crioconservados en soluciones sucesivas de 20% y 30% de sacarosa y posteriormente

fueron congelados en hielo seco.

9. Inmunofluorescencia de muestras cerebrales

Los cerebros de raton fijados se procesaron para inmunofluorescencia mediante
procedimientos estandar (Pertusa et al., 2008).

Los cortes coronales de 30 um se tifieron con los siguientes anticuerpos primarios: SIRT1,
proteina fibrilar acida de la glia (GFAP, del inglés glial fibrillary acidic protein), proteina
nuclear especifica neuronal (NeuN, del inglés neuronal specific nuclear protein), clon 4G8 de
AB y clon AT8 de p-tau. Los anticuerpos primarios y la dilucién se enumeran en la Tabla 2.
Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los conjugados especificos de especie Alexa
Fluor 488 y 546 (1:1000) (Life Technologies). Los nucleos de las células se contrastaron con
TO-PRO-3 (1:1000) (Molecular Probes). Las imagenes se obtuvieron en un microscopio
confocal Leica TCS SP2.
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Anticuerpo Uso (dilucion) Casa comercial N° catalogo
AB, clone 4G8 IF (1:50 - 1:100) Covance S1G-39220
AB, clone 6e10 WB (1:1000) BioLegend 803001
sAPPa WB (1:500) BioLegend 813501
sAPPB WB (1:1000) BioLegend 813401
Actin (20-33) WB (1:10 000) Sigma A5060
ADAM10 WB (1:1000) Abcam ab1997
AMPK WB (1:1000) Cell Signaling 25328
p-AMPK (Thr172) WB (1:1000) Cell Signaling 25358
APP-CTF, clone C1/6.1 WB (1:1000), IF (1:500) Covance SIG-39152
BACE1 WB (1:1000) Abcam ab2077
BDNF (N-20) WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology sc-546
CREB WB (1:1000) Cell Signaling 91978
p-CREB (Ser133) WB (1:1000) Cell Signaling 9196S
GDNF (D-20) WB (1:1000) Santa Cruz Biotechnology sc-328
GFAP, clone GA5 IF (1:100) Sigma G3893
Hsp70 (W27) WB (1:2000) Calbiochem HSPO1
IDE WB (1:1000) Calbiochem PC730
MAP2, clone AP-20 WB (1:500), IF (1:100) Sigma M1406
Neprilisina/CD10 WB (1:1000) R&D system AF1126
NeuN IF (1:100) Millipore MAB377
ac-p53, acetyl K382 WB (1:1000) Abcam ab37318
PGC-1a WB (1:500) Santa Cruz Biotechnology sc-13067
Proteasome 20S core WB (1:1000) Enzo Life Sciences BML-PW8155
PSD95 WB (1:500), IF (1:100) Millipore MAB1598
SIRT1 WB (1:2500), IF (1:100) Cell Signaling 2028s
ac-tau, acetyl K280 WB (1:500) AnaSpec 56077
p-tau, clone AT8 WB (1:1000), IF (1:50) Thermo Scientific MN1020
Tau, clone HT7 IF (1:50) Thermo Scientific MN1000
B-tubulin WB (1:10000) Sigma T4026
Ubiquitin WB (1:2000) Abcam ab137031

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia (IF) y Western blot (WB).
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10.PCR cuantitativa en tiempo real
La extraccion del ARN total del hipocampo de ratdn se realiz6 mediante el mirVana™ RNA
Isolation Kit (Applied Biosystems). El rendimiento, la pureza y la calidad del ARN se
determinaron usando un NanoDrop™ ND1000. Se seleccioné el ARN con una relacion
260/280 >1.9. Se realizé la sintesis del cDNA utilizando el High-Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems). La expresion génica se midié en el sistema de qPCR ABI Prism
7900HT usando sondas TagMan FAM especificas (Applied Biosystems). En el hipocampo
de ratén se analizé la expresion génica de ADAM10, el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic factor), el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF, del inglés glial cell line-derived neurotrophic factor), IL13, IL6, IL10, SIRT1,
TNF-qa, el receptor de tropomiosina quinasa B (TrkB, del inglés tropomyosin receptor kinase
B) y el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A, del inglés vascular endothelial
growth factor A). Los datos se normalizaron a la expresion del gen TBP (del inglés TATA-

binding protein). En la Tabla 3 se presenta el listado de las sondas utilizadas.

Gene symbol Assay ID NCBI RefSeq
ADAM10 MmO00545742_m1 NM_007399.3
BDNF MmO01334042_m1 NM_001048142.1
GDNF Mm00599849 m1 NM_010275.3
IL1B MmO00434228 m1 NM_008361.3
IL6 MmO00446191_m1 NM_031168.1
SIRT1 MmO00490758_m1 NM_001159589.1
TBP Mm00446971_m1 NM_013684.3
TNF-a MmO00443258 m1 NM_013693.2
TRKB MmO00435422_m1 NM_001025074.2
VEGFA MmO01281449 m1 NM_001025250.3

Tabla 3. Lista de las sondas marcadas con TagMan utilizadas para el analisis de qPCR.

11.Validacién del modelo in vitro de 3xTg-AD
Hay controversia acerca de la utilidad de los cultivos neuronales de ratones transgénicos de
AD para reproducir la patologia AD. En los ratones 3xTg-AD, los transgenes humanos se
expresan bajo el control transcripcional del casete de expresion Thy1.2 (Oddo et al., 2003).
La expresion y la actividad de Thy1.2 es muy baja hasta los dias postnatales 6-12 (Caroni,
1997). En este sentido, el tejido cerebral de embriones 3xTg-AD de 16 dias (E16) ha
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mostrado un aumento de tres veces de la expresion de APP y tau (Smith et al., 2005) en
comparacion con una expresion de seis veces en ratones adultos (Oddo et al., 2003). Sin
embargo, se ha demostrado que los cultivos de neuronas corticales y del hipocampo de
embriones 3xTg-AD son utiles para estudiar una serie de alteraciones relacionadas con la
AD, tales como sefializacion del calcio (Smith et al., 2005), excitabilidad neuronal (Frazzini et
al., 2016), funcion mitocondrial (Yao et al., 2009) y homeostasis de iones de zinc (Sensi et
al., 2008). Ademas, Vale et al. (Vale et al., 2010) informaron de las condiciones de cultivo
especificas que condujeron a una acumulaciéon de AB y p-tau en cultivos de neuronas
corticales de embriones 3xTg-AD a los 8 dias in vitro (DIV). Estos autores propusieron que
los cultivos primarios de neuronas 3xTg-AD constituyen un modelo in vitro que imita la
patologia de tipo AD y que puede ser util para estudios de neuroproteccion (Alonso et al.,
2011b, a; Alonso et al., 2013).

En el presente estudio se utilizé el protocolo de cultivo celular de los autores mencionados y

se confirmo la acumulacion de AB y p-tau, y de signos de neurodegeneracion a los 11 DIV.

12.Cultivo de neuronas y transduccién génica

Los cultivos primarios de neuronas corticales se realizaron a partir de ratones E16-17 NoTg
y 3xTg-AD. Los hemisferios cerebrales, incluyendo las cortezas y los hipocampos, se
diseccionaron en tampén de Krebs, se cortaron en pequefios dados, se tripsinizaron y se
trituraron mecanicamente en una unica suspension de ceélulas. La suspension celular se
centrifugd y se resuspendi6 en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) (Biochrom AG) suplementado con 26.2 mM NaHCQO3, 0.2 mM glutamina, 100 mU/L
insulina B, 7 yM acido p-aminobenzoico, 25 mM KCI y 10% de suero fetal bovino (Gibco-
BRL, Invitrogen). Las placas se recubrieron con 25 mg/L de poli-D-lisina.

Las células se sembraron para el analisis de inmunocitoquimica a una densidad de 3 x 10°
células/cm? en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio. Para analisis por Western
blot se usé una densidad de 4 x 10° células/cm? en placas de 12 pocillos. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada con CO, al 5%. Dos dias después, se
afadieron 2 uyM de citosina arabinosida al medio de cultivo para prevenir la proliferacion de
células no neuronales. A los 4 DIV, se afadi6 directamente al medio de cultivo una solucion
vectorial que contenia 1.3 x 10’ genomas/uL de SIRT1 0 2.5 x 10° genomas/uL de GFP. Los
cultivos de neuronas se analizaron a los 11 DIV, cuando se manifestd la acumulacion de Ap
y p-tau. La transduccién neuronal se monitorizé mediante inmunohistoquimica y Western

blot, como se describe a continuacion.
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13.Inmunocitoquimica de cultivos neuronales
Los cultivos de neuronas cultivados en cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido al 4%
después de 11 DIV. Las células se procesaron por inmunofluorescencia con los siguientes
anticuerpos primarios: clon 4G8 de AR, fragmento carboxi-terminal de APP (APP-CTF),
proteina asociada a microtubulo 2 (MAP2, del inglés microtubule-associated protein 2),
NeuN, proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD95, del inglés postsynaptic density protein
95), SIRT1, clon AT8 de p-tau, y clon HT7 de tau total. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron los conjugados Alexa Fluor 488 y 546 (1:1000). Los detalles de los
anticuerpos primarios utilizados se presentan en la Tabla 2. La inmunocitoquimica se realizé

por procedimientos estandar (Garcia-Mesa et al., 2015).

14.Inmunodeteccion de proteinas por Western blot
Los extractos tisulares y celulares se obtuvieron mediante el siguiente procedimiento. Los
hipocampos y las neuronas maduras cultivadas se homogeneizaron en tampon RIPA frio y
suplementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa. Para los hipocampos se analizaron
30 ug de proteina, y para los cultivos de neuronas se analizaron 20 ug de proteina. La
electroforesis y la inmunodeteccion se realizé por procedimientos estandar (Revilla et al.,
2014a). Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios: clon 6e10 de AR, ADAM10,
AMPK, p-AMPK, APP-CTF, sAPPa, sAPPB, BACE1, BDNF, CREB, p-CREB, GDNF, Hsp70,
IDE, MAP2, Neprilisina, p53 acetilado (ac-p53), PGC-1a, subunidades nucleares del
proteasoma 20S, PSD95, SIRT1, tau clon HT7, tau acetilada (ac-tau), p-tau clon ATS8, y
ubiquitina. Como control de carga se usé el anticuerpo anti-actina. Los detalles de los
anticuerpos primarios se presentan en la Tabla 2. Los anticuerpos secundarios fueron
peroxidasa conjugados (1:2000) (GE Healthcare). Las bandas inmunorreactivas se
detectaron mediante quimioluminiscencia y se digitalizaron. Los niveles de proteina se

expresaron en relacion con la cantidad en el grupo NoTg sin tratamiento.

15. Andlisis estadistico
Los resultados se expresan como media + SEM. Los datos se analizaron con
procedimientos de ANOVA. Two-way ANOVA fue seguida por la prueba post hoc de
Bonferroni para la comparacion de los grupos que presentaban interaccion entre variables.
One-way ANOVA fue seguida por la prueba post hoc de Bonferroni para la comparacion

entre grupos. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics v22.
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ESTUDIO 1:
PROTECCION DE LA PERDIDA COGNITIVA POR SOBREEXPRESION DE SIRT1
EN EL HIPOCAMPO

e Expresion de SIRT1 y GFP en la zona CA1 del hipocampo
Mediante técnicas estereotaxicas se realizé la infusién intracraneal de vectores lentivirales
(lenti-SIRT1 o vector control lenti-GFP) en la zona CA1 del hipocampo de ratones 3xTg-AD y
NoTg de 4 meses de edad. El lentivirus se dejo actuar durante 6 meses.
Las neuronas transducidas con lenti-SIRT1 mostraron inmunotincién intensa en
comparacion con los niveles de SIRT1 enddgenos (Fig. 1a). La inyeccion de los vectores
lentivirales en zona CA1 produjo una expresion selectiva de SIRT1 en el nucleo de las
neuronas piramidales (Fig. 1b), mientras que GFP se expresé en todo el cuerpo neuronal
(Fig. 1c). La naturaleza neuronal de las células transducidas fue confirmada mediante la
tincion con el marcador neuronal NeuN (Fig. 1c) y el de astrocitos (Fig. 1b).
El analisis del hipocampo mediante la cuantificaciéon del ARNm revelé un aumento de la
expresion del gen SIRT1 en el grupo 3xTg-SIRT1 (Fig. 1d) [F(2,14) = 28.62, p < 0.0001].
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Fig. 1 Expresién de SIRT1 y GFP en el hipocampo. (a-c) Imagenes del hipocampo de ratones NoTg transducidos
con vectores lentivirales. (a) Expresion de SIRT1 enddgena (flecha) y transgen (cabeza de flecha) en el
hipocampo. (b) Expresion de SIRT1 en el nucleo de las neuronas piramidales. (¢) Expresion de GFP en todo el
cuerpo neuronal. GFAP y NeuN se muestran en fluorescencia roja, mientras que GFP y SIRT1 se muestran en
verde. (d) Expresion génica de SIRT1 en el hipocampo. Escala: a = 200 ym; b, ¢ = 50 ym. Estadistica: One-way

ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo indicado.
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o La sobreexpresion de SIRT1 induce proteccion contra las alteraciones de
comportamiento asociadas a demencia

La sobreexpresién de SIRT1 indujo proteccion contra las BPSD en ratones 3xTg-SIRT1 de
10 meses de edad (Fig. 2a-d), e incluso se observé una mejora de comportamiento en
ratones NoTg-SIRT1.
En el test de las esquinas, los ratones 3xTg-GFP presentaron una mayor latencia de
incorporacion vertical o rearing (Fig. 2a) [F(1,23) = 11.53, p = 0.0025; tratamiento, F(1,23) =
15.42, p = 0.0007; e interaccion tratamiento x genotipo, F(1,23) = 9.935, p = 0.0045] y un
menor numero de rearings (Fig. 2b) [interaccion tratamiento x genotipo, F(1,24) = 4.425, p =
0.0461] en comparacion con los ratones NoTg-GFP. Lenti-SIRT1 recuperod las respuestas de
neofobia en los ratones 3xTg-SIRT1 a niveles de NoTg.
En el ensayo de campo abierto, los ratones 3xTg-GFP presentaron una mayor latencia de
movimiento (Fig. 2c) en comparacion con los ratones NoTg-GFP [interaccién tratamiento x
genotipo, F(1,28) = 4.201, p = 0.0499]. Lenti-SIRT1 redujo la latencia de movimiento (tiempo
de freezing) en los ratones 3xTg-SIRT1 a niveles de NoTg, y también incrementd la

distancia total recorrida (Fig. 2d) en ambas cepas [tratamiento, F(1,22) = 5.221, p = 0.0323].

e La sobreexpresion de SIRT1 protege contra la pérdida cognitiva en
ratones 3xTg-AD e induce mejora cognitiva en ratones NoTg

La sobreexpresion de SIRT1 conservé la cognicion en ratones 3xTg-SIRT1 de 10 meses de
edad y también indujo una mejora cognitiva en ratones NoTg-SIRT1, involucrada en las
capacidades de aprendizaje y memoria (Fig. 2e-i).
En el test de NOR, los ratones 3xTg-GFP mostraron un déficit de memoria de
reconocimiento, mientras que los ratones NoTg-SIRT y 3xTg-SIRT1 aumentaron su
capacidad de recordar objetos familiares a las 2 horas (Fig. 2f) [tratamiento, F(1,21) = 6.072,
p = 0.0224] y a las 24 horas [tratamiento, F(1,21) = 6.542, p = 0.0183; y genotipo F(1,21) =
8.574, p = 0.0080] (Fig. 2g).
En el ensayo de MWM los ratones NoTg-GFP, NoTg-SIRT1 y 3xTg-SIRT1 redujeron el
recorrido para localizar la plataforma a lo largo de los dias, de modo que las distancias
recorridas por los ratones fueron disminuyendo [F(5,24) = 2.933, p = 0.0332; F(5,30) =
3.099, p = 0.0226, y F(5,36) = 6.909, p = 0.0001 respectivamente], mientras que los ratones
3xTg-GFP no aprendieron durante los dias de la adquisicion de la memoria [F(5,42) = 2.259,
p = 0.0660] (Fig. 2h). Al retirar la plataforma (Fig. 2i), los ratones NoTg y 3xTg-SIRT1

recordaron el cuadrante de la plataforma, ya que cubrieron una distancia en el cuadrante de
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la plataforma significativamente mayor que la distancia esperada al azar [one-sample t-test
column statistics, p < 0.05], mientras que los ratones 3xTg-GFP nadaron al azar sin recordar
la posicién anterior de la plataforma de escape. Se observd un efecto general de la
sobreexpresion de SIRT1, sugiriendo una mejora de la memoria para ambas cepas de raton
[genotipo, F(1,22) = 6.023, p = 0.0225, y tratamiento, F(1,22) = 8.861, p = 0.0070].
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Fig. 2 La sobreexpresion de SIRT1 induce neuroproteccion y mejora cognitiva. Latencia de actividad vertical (a) y
numero de rearings (b) en el test de las esquinas. Latencia de movimiento (c) y distancia total recorrida (d) en el
campo abierto. Test de NOR a tiempo Oh (e), 2h (f) y 24h (g). Test de MWM con las distancias recorridas hasta
alcanzar la plataforma (h) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma (i). Estadistica: a-c Two-way
ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparado con ratones NoTg; #p < 0.05 y ###p < 0.001 comparado
con tratamiento GFP; d-g, i Two-way ANOVA, efecto de genotipo &p < 0.05 y &&p < 0.01; y efecto de tratamiento
$p < 0.05y $$p < 0.01; h One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 P1 comparado con P6.
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e La sobreexpresion de SIRT1 induce neuroprotecciéon contra AB y p-tau en
ratones 3xTg-AD

El analisis del tejido cerebral mediante inmunotincion mostré una reduccion de AB (Fig. 3a) y
p-tau (Fig. 3b) en la zona CA1 del hipocampo de ratones 3xTg-SIRT1 en comparacién con
los 3xTg-GFP, demostrando un efecto neuroprotector de SIRT1 contra la patologia AD in
Vivo.
El aumento de expresion de SIRT1 en el hipocampo (Fig. 1d) fue acompanado de un
aumento de la expresion de ADAM10 (Fig. 3c) [F(2,14) = 18.97, p = 0,0001] en los
hipocampos de ratones 3xTg-SIRT1 en comparacion con los 3xTg-GFP. Ademas se observé
un aumento del factor neurotréfico BDNF (Fig. 3d) [F(2,13) = 3.764, p = 0.0513], mientras

que los niveles de expresién de su receptor TrkB se mantuvieron sin cambios (Fig. 3e).
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Fig. 3 La sobreexpresion de SIRT1 induce efectos neuroprotectores contra AB y p-tau. Inmunohistoquimica de
AB (a) y p-tau (b) en las neuronas piramidales de ratones 3xTg-AD. AB y p-tau se muestran en fluorescencia roja,
mientras que GFP y SIRT1 se muestran en verde. Escala: a, b = 50 ym. Expresiéon génica de ADAM10 (c),
BDNF (d) y TrkB (e). Estadistica: One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y ***p < 0.001 comparado con el grupo
indicado.
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ESTUDIO 2:
PROTECCION DE LA NEURODEGENERACION POR SOBREEXPRESION DE
SIRT1 EN CULTIVOS NEURONALES

o Expresion de SIRT1 y GFP en cultivos de neuronas
Con el fin de analizar mas a fondo los mecanismos involucrados en la neuroproteccién
inducida por SIRT1, se realizaron cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD y NoTg. Los
cultivos fueron transducidos con los lentivirus (lenti-SIRT1 o lenti-GFP) a los 4 DIV y
analizados a los 11 DIV.
Mediante inmunotincién del marcador NeuN se confirmé que la expresion de SIRT1 se

produjo en los nucleos de las neuronas (Fig. 4a), de la misma manera que in vivo (Fig. 1b).
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Fig. 4 Expresion de SIRT1 y GFP en los cultivos de neuronas. (a) Imagenes confocales de cultivos neuronales
NoTg-SIRT1 tefidos con NeuN en rojo y SIRT1 en verde. (b-c) Niveles de proteinas de SIRT1 y ac-p53 mediante
Western blot. Escala: a = 50 ym. Estadistica: b-c Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p < 0.001 comparado con

NoTg; ###p < 0.001 comparado con el tratamiento GFP.
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Mediante Western blot se demostr6 que la proteina SIRT1 esta reducida en los cultivos
neuronales de ratones 3xTg-GFP en comparacion con los NoTg-GFP, y que después de la
transduccién se produjo una elevada sobreexpresion de SIRT1 en los cultivos 3xTg-SIRT1 y
NoTg-SIRT1 (Fig. 4b) [genotipo, F(1,16) = 11.25, p = 0.0040; tratamiento, F(1,16) = 219.6, p
< 0.0001; e interaccién tratamiento x genotipo, F(1,16) = 6.776, p = 0.0192].

El factor anti-tumoral p53 es un sustrato de SIRT1 que esta anormalmente acetilado en los
cultivos 3xTg-AD. La actividad desacetilasa de SIRT1 se confirmé a través de la disminucion
de los niveles de ac-p53 en los cultivos 3xTg-SIRT1 (Fig. 4c) [genotipo, F(1,20) = 22,72, p =
0.0001; tratamiento, F(1,20) = 16.22, p = 0.0007; e interaccion tratamiento x genotipo,
F(1,20) = 11.28, p = 0.0031].

e Sobreexpresion de SIRT1 reduce la patologia AB y tau en cultivos
neuronales 3xTg-AD

Los cultivos neuronales obtenidos a partir de ratones 3xTg-AD reproducen in vitro las
patologias amiloide y tau. Se ha observado neuroproteccién completa contra estas
patologias en los cultivos de neuronas transducidos con SIRT1.
La inmunotincion con anticuerpos AP (Figura 5a) y APP-CTF (Figura 5b) demostré una
disminucién de la carga de AB en el grupo 3xTg-SIRT1 en comparacion con 3xTg-GFP.
Ademas, el analisis mediante Western blot confirmé la reducciéon de la APP total (Fig. 5c)
[tratamiento, F(1,16) = 6.674, p = 0.0200; e interaccion tratamiento x genotipo, F(1,16) =
6.907, p = 0.0183] y del APP-CTF (Fig. 5d) [genotipo, F(1,16) = 8.363, p = 0.0106;
tratamiento, F(1,16) = 7.675, p = 0.0136; e interaccién tratamiento x genotipo, F(1,16) =
11.20, p = 0.0041] en los cultivos neuronales 3xTg-SIRT1 en comparacién con los 3xTg-
GFP.
En cuanto a la patologia tau se demostré mediante inmunotinciéon una disminucion de los
niveles de p-tau (Fig. 5e) y tau total (Fig. 5f) en los cultivos 3xTg-SIRT1 en comparacion con
los 3xTg-GFP. Los analisis mediante Western blot también confirmaron la reduccién de p-
tau (Fig. 5g) [genotipo, F(1,12) = 13.74, p = 0.0030; tratamiento, F(1,12) = 19.27, p = 0.0009;
e interaccion tratamiento x genotipo F(1,12) = 13.26, p = 0.0034] y de ac-tau (Fig. 5h)
[genotipo, F(1,28) = 22.49, p < 0.0001; tratamiento, F(1,28) = 8.451, p = 0.0071; e
interaccion tratamiento x genotipo F(1,28) = 5.061, p = 0.0325] en cultivos 3xTg-SIRT1
debido a la accion desacetilasa de SIRT1 que induce la posterior degradacion de p-tau
mediante el UPS.
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Fig. 5 La sobreexpresion de SIRT1 reduce AB y p-tau en cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD. Imagen
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Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01, ##p < 0.001
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¢ SIRT1 protege contra la disfuncion de proteostasis e incrementa la via no
amiloidogénica

La funcionalidad del complejo UPS, el sistema celular principal para la eliminacion de

proteinas aberrantes, se analiz6 mediante la determinacion de los niveles de proteinas, y se

observo una disfuncion de las proteinas del UPS en los ratones 3xTg-AD.
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Fig. 6 SIRT1 revierte la disfuncién del sistema UPS e incrementa la via no amiloidogénica. Western blot de las

proteinas ubiquitinadas y ubiquitina libre (a), subunidades 20S del proteasoma (b), Hsp70 (c), IDE (d), y
ADAM10 (e) en cultivos neuronales NoTg y 3xTg-AD. Estadistica: a-c One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05,
**p < 0.01y **p < 0.001; d, e Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$$p < 0.001.
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Los cultivos neuronales 3xTg-GFP mostraron una reduccion de la expresién de las proteinas
ubiquitinadas y de la ubiquitina libre (Fig. 6a), y una disminucion de la expresién de la
subunidad 20S del proteasoma (Fig. 6b), en comparacion con los NoTg-GFP. La
sobreexpresion de SIRT1 indujo la recuperacién total de los niveles de proteinas de UPS en
los cultivos 3xTg-SIRT1 [F(2,24) = 8.527, p = 0.0016; F(2,24) = 6.287, p = 0.0064, y F(2,24)
= 9.528, p = 0.0009, respectivamente]. Se observd un patrédn diferente para la proteina de
choque térmico Hsp70, que mostré una mayor expresion en los cultivos 3xTg-GFP en
comparacion con NoTg-GFP y se incrementé adicionalmente en los cultivos de neuronas
3xTg-SIRT1 (Fig. 6¢) [F(2,22) = 13.40, p = 0.0002].

Ademas, los cultivos transducidos con el vector lenti-SIRT1 presentaron una elevada
expresion de IDE (Fig. 6d) [tratamiento, F(1,28) = 36.30, p < 0.0001] y de ADAM10 (Fig. 6e)
[tratamiento, F(1,36) = 23.02, p < 0.0001] en ambas cepas, favoreciéndose de esta manera

la via de degradacion de AR y la via no amiloidogénica, respectivamente.

o La sobreexpresion de SIRT1 induce un aumento del neurotrofismo

El analisis de los factores neurotréficos en el hipocampo de ratones 3xTg-SIRT1 mostrd un
aumento significativo de la expresion génica de GDNF (Fig. 7a) y VEGF-A (Fig. 7b) [F(2,12)
=17.79, p = 0.0003; y F(2,13) = 40.29, p < 0.0001, respectivamente] en comparacién con los
3xTg-GFP.

Ademas, los niveles de las proteinas GDNF (Fig. 7c) y BDNF (Fig. 7d) se incrementaron en
los cultivos neuronales NoTg-SIRT1 y 3xTg-SIRT1 [tratamiento, F(1,36) = 21.15, p < 0.0001;
y F(1,28) = 5.084, p = 0.0322, respectivamente]. La sobreexpresion de SIRT1 incrementd las

vias neurotréficas en los hipocampos y en los cultivos neuronales.
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Fig. 7 La sobreexpresion de SIRT1 induce un incremento del neurotrofismo. Expresion génica de GDNF (a) y
VEGF-A (b) en el hipocampo. Andlisis mediante Western blot de BDNF (¢) y GDNF (d) en cultivos de neuronas.
Estadistica: a, b One-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo indicado; c, d
Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05 y $$$p < 0.001.

¢ SIRT1 incrementa la plasticidad sinaptica en cultivos neuronales
En cuanto a la sinapsis neuronal se observé mediante inmunohistoquimica que los cultivos
neuronales transducidos con lenti-SIRT1 presentaron un aumento de la densidad sinaptica
(Fig. 8a, c) y de la arborizacién de neuritas (Fig. 8b, d) en comparacién con los cultivos GFP.
Mediante Western blot se observd que los niveles de la proteina PSD95 fueron inferiores en
los cultivos 3xTg-AD en comparacion con los NoTg (Fig. 8e) [genotipo, F(1,28) = 10.06, p =
0.0037], mientras que la sobreexpresién de SIRT1 indujo un incremento de la expresion de
las proteinas PSD95 y MAP2 (Fig. 8f) tanto en cultivos neuronales NoTg-SIRT1 como en
3xTg-SIRT1 [tratamiento, F(1,28) = 21.19, p < 0.0001 y F(1,32) = 28.59, p < 0.0001,

respectivamente].

60



>

NoTg- NoTg-

PSD95

@

3xTg- 3xTg-

Te)
o
(=]
w
o
E NoTg 3xTg
GFP SIRT1 GFP SIRT1
PSD95
Actin
2.5 O GFP
2 @ SIRT1
(1]
S0 $88 g0
wn c
‘s 1.5
23 3%
s S 10 ==
2 —
0.5
[T}
o
0.0
NoTg 3xTg

MAP2

MAP2

MAP2

Relative protein levels

Actin

2.5

2.04

1.5

1.0

0.5

NoTg

RESULTADOS

3xTg

GFP SIRT1 GFP SIRT1
MAP2 g i &0 OB

5%
T

0.0

O GFP
@ SIRT1

$$$
T

NoTg

3xTg

Fig. 8 SIRT1 incrementa los marcadores de plasticidad sinaptica. Imagen representativa de PSD95 (a, c) y
MAP2 (b, d) marcadas en rojo, mientras que GFP y SIRT1 en verde. Analisis de Western blot de PSD95 (e) y
MAP2 (f) en cultivos neuronales. Escala: a-d = 50 ym. Estadistica: Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p <

0.01; y efecto de tratamiento $$$p < 0.001.
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ESTUDIO 3:
PROTECCION DE LA PERDIDA COGNITIVA POR TRATAMIENTO CON
RESVERATROL

o EI tratamiento con resveratrol induce proteccion contra las alteraciones
de comportamiento asociadas a demencia

La administracién de resveratrol con la dieta indujo proteccion contra las BPSD en ratones
3xTg-RV de 12 meses de edad (Fig. 9a-f).
En el ensayo de campo abierto, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor movilidad en
comparacion con los ratones NoTg (Fig. 9a, b). El tratamiento con resveratrol incremento la
velocidad (Fig. 9a) [tratamiento, F(1,42) = 6.055, p = 0.0181; y genotipo, F(1,42) =43.21, p <
0.0001] y la distancia total recorrida (Fig. 9b) [tratamiento, F(1,42) = 5.953, p = 0.0190; y
genotipo, F(1,42) = 39.84, p < 0.0001] en ambas cepas.
En el ensayo de la tabla de los cuatro agujeros, los ratones 3xTg-ct presentaron una mayor
latencia para realizar la primera exploracion en comparacién con los ratones NoTg (Fig. 9c).
El tratamiento con resveratrol redujo la latencia de exploracion en ambas cepas [tratamiento,
F(1,42) = 6.349, p = 0.0156; y genotipo, F(1,42) = 28.88, p < 0.0001].
En la prueba de la caja oscura/iluminada, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor
capacidad exploratoria, en comparacion con los ratones NoTg (Fig. 9d-f). El tratamiento con
resveratrol incrementd en ambas cepas el niumero de rearings (Fig. 9d) [tratamiento, F(1,42)
= 5.671, p = 0.0219; y genotipo, F(1,42) = 29.35, p < 0.0001], el numero de entradas en la
zona iluminada (Fig. 9e) [tratamiento, F(1,42) = 5.027, p = 0.0303; y genotipo, F(1,42) =
11.89, p = 0.0013], y el tiempo total de exploracion en la zona iluminada (Fig. 9f)
[tratamiento, F(1,42) = 4.844, p = 0.0333; y genotipo, F(1,42) = 9.360, p = 0.0039].
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Fig. 9 El tratamiento con resveratrol induce proteccion contra las alteraciones de comportamiento asociadas a
demencia. Test de campo abierto con la velocidad de los ratones (a) y distancia total recorrida (b). Latencia de la
primera exploracion (c) en el test de la tabla de los cuatro agujeros. Ensayo de la caja oscura/iluminada, con el
numero de rearings (d), el nimero de entradas en la zona iluminada (e) y el tiempo de permanencia en el area
iluminada (f). Estadistica: a-f Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p < 0.01 y &&&p < 0.001; y efecto de
tratamiento $p < 0.05.

e EI tratamiento con resveratrol induce proteccién contra la pérdida

cognitiva en ratones 3xTg-AD

La administracion de resveratrol conservd la cognicion en ratones 3xTg-RV, ademas de
inducir una mejora de la capacidad de memoria en ratones NoTg-RV (Fig. 10a-e).

En el test de NOR, los ratones 3xTg-ct mostraron un déficit de memoria de reconocimiento,
mientras que los ratones NoTg-RV y 3xTg-RV aumentaron su capacidad de recordar objetos
familiares a las 2 horas (Fig. 10b) [tratamiento, F(1,36) = 8.826, p = 0.0053; y genotipo,
F(1,36) = 4.195, p = 0.0479] y a las 24 horas (Fig. 10c) [tratamiento, F(1,36) = 6.759, p =
0.0134; e interaccién tratamiento x genotipo, F(1,36) = 4.256, p = 0.0464].

En el ensayo de MWM los ratones NoTg-ct, NoTg-RV y 3xTg-RV redujeron las distancias del
recorrido para localizar la plataforma a lo largo de los dias (Fig. 10d) [F(5,78) = 2.386, p =
0.0456; F(5,66) = 3.859, p = 0.0040, y F(5,54) = 3.384, p = 0.0099 respectivamente],
mientras que los ratones 3xTg-ct no aprendieron durante los dias de la adquisicion de la
memoria [F(5,54) = 1.481, p = 0.2113]. Al retirar la plataforma ambos grupos NoTg y 3xTg-

RV recordaron el cuadrante en el que habia estado situada la plataforma (Fig. 10e),
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mientras que los ratones 3xTg-ct nadaron al azar sin recordar la posicion anterior de la

plataforma de escape [interaccion tratamiento x genotipo, F(1,42) = 4.956, p = 0.0315].
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Fig. 10 El resveratrol induce neuroproteccion. Test de NOR a tiempo 0h (a), 2h (b) y 24h (c). Test de MWM con
las distancias recorridas hasta alcanzar la plataforma (d) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma
(e). Estadistica: b Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$p < 0.01; y efecto de genotipo &p < 0.05; ¢, e Two-
way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y **p < 0.01 comparado con NoTg; ##p < 0.01 comparado con tratamiento
control; d One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 y **p < 0.01 P1 comparado con P6.

e La administraciéon de resveratrol protege contra la patologia amiloide

El analisis del extracto proteico mostré que los hipocampos de los ratones 3xTg-AD
presentaban unos niveles elevados de la APP total (Fig. 11a) [genotipo, F(1,20) = 48.59, p <
0.0001], en comparacion con los hipocampos de ratones NoTg.

Ademas, se observaron elevados niveles de los péptidos AB (Fig. 11b) [genotipo, F(1,15) =
10.45, p = 0.056; tratamiento, F(1,15) = 6.976, p = 0.0185; e interacciéon genotipo x
tratamiento, F(1,15) = 4.709, p = 0,0465], APP-CTF (Fig. 11c) [genotipo, F(1,20) = 41.45, p <
0.0001; tratamiento, F(1,20) = 8.680, p = 0.0080; e interaccion genotipo x tratamiento,
F(1,20) = 6.687, p = 0,0177], y sAPPB (Fig. 11d) [genotipo, F(1,23) = 4.528, p = 0.0443; e
interaccion genotipo x tratamiento, F(1,23) = 9.954, p = 0,0044] en los hipocampos de

ratones 3xTg-ct en comparacion con los NoTg.
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El tratamiento con resveratrol indujo una disminucién de la patologia amiloide, ya que
normalizé los niveles de AB, APP-CTF y sAPP( en los ratones 3xTg-RV, debido en gran
parte a una disminucién de los niveles de la secretasa BACE1 (Fig. 11e) [tratamiento,
F(1,19) = 4.993, p = 0.0377] y a un aumento de la proteasa neprilisina (Fig. 11f) [tratamiento,
F(1,20) = 5.334, p = 0.0317].

La atenuacion de la via amiloidogénica y el aumento de la proteostasis tuvo efecto en
ambas cepas tratadas con resveratrol, sin embargo no se observaron cambios en el péptido
sAPPa (Fig. 11g) ni en la secretasa ADAM10 (Fig. 11h). La disminucién de AR mediante el

tratamiento con resveratrol tampoco fue debida a la accion de la proteasa IDE (Fig. 11i).
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Fig. 11 El resveratrol protege de la patologia amiloide. Analisis de Western blot de APP total (a), AB (b), APP-

CTF (c), sAPPB (d), BACE1 (e), Neprilisina (f), sAPPa (g), ADAM10 (h) e IDE (i) en hipocampos de ratones
3xTg-AD y NoTg. Estadistica: b, ¢, d Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con

@
}=d

NoTg; #p < 0.05 y ##p < 0.01 comparado con tratamiento control; a, e, f, i Two-way ANOVA, efecto de
tratamiento $p < 0.05; y efecto de genotipo &p < 0.05 y &&&p < 0.001.
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e La administracion de resveratrol protege contra la patologia tau en
ratones 3xTg-AD

El andlisis del extracto proteico mostré que los hipocampos de los ratones 3xTg-ct
presentaban unos niveles elevados de la proteina tau total (Fig. 12a) [genotipo, F(1,20) =
24.36, p < 0.0001], de p-tau (Fig. 12b) [genotipo, F(1,24) = 10.72, p = 0.0032; tratamiento,
F(1,24) = 10.11, p = 0.0040; e interaccidon genotipo x tratamiento, F(1,24) = 5.313, p =
0,0301] y de ac-tau (Fig. 12c) [genotipo, F(1,25) = 12.53, p = 0.0016; tratamiento, F(1,25) =
8.924, p = 0.0062; e interaccion genotipo x tratamiento, F(1,25) = 5.562, p = 0,0265], en
comparacion con los de ratones NoTg.
El tratamiento con resveratrol protegié de la patologia tau, ya que normalizé los niveles de
p-tau y ac-tau (Fig. 12b-c) en los ratones 3xTg-RV. La desacetilacion de la proteina tau

permite que pueda ser degradada mediante el UPS.
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Fig. 12 El resveratrol protege de la patologia tau. Andlisis proteico de tau total (a), p-tau (b) y ac-tau (c) en el
hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadistica: a Two-way ANOVA, efecto de genotipo &&p < 0.001; b, ¢ Two-
way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01 comparado con tratamiento

control.

¢ Resveratrol aumenta la actividad del sistema ubiquitina-proteasoma
Los hipocampos de los ratones 3xTg-AD presentaron una elevada expresion de la proteina
Hsp70 (Fig. 13a) [genotipo, F(1,20) = 35.84, p < 0.0001; tratamiento, F(1,20) = 6.283, p =
0.0209; e interaccion genotipo x tratamiento, F(1,20) = 7.517, p = 0,0126] y de las proteinas
ubiquitinadas (Fig. 13b) [genotipo, F(1,18) = 5.867, p = 0.0262; tratamiento, F(1,18) = 10.53,
p = 0.0045; e interacciéon genotipo x tratamiento, F(1,18) = 6.450, p = 0,0205] en
comparacion con los hipocampos NoTg. El tratamiento con resveratrol normalizé los niveles

de Hsp70 y de las proteinas ubiquitinadas en los ratones 3xTg-RV.
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El tratamiento con resveratrol ademas indujo una potenciacion de la expresion de la
subunidad 20S del proteasoma, tanto en los hipocampos de los ratones NoTg-RV como los
3xTg-RV (Fig. 13c) [tratamiento, F(1,28) = 12.34, p = 0.0015].
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Fig. 13 El resveratrol aumenta la actividad del sistema ubiquitina-proteasoma. Analisis proteico de Hsp70 (a),
proteinas ubiquitinadas (b) y subunidades del proteasoma 20S (c) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg.
Estadistica: a, b Two-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p < 0.01

comparado con tratamiento control; ¢ Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $$p < 0.01.

o La administracion de resveratrol activa las vias reguladoras y efectoras
de SIRT1

No se detectaron variaciones de los niveles de la proteina SIRT1 en el hipocampo de los
ratones (Fig. 14a).
Los hipocampos de ratones 3xTg-ct mostraron niveles inferiores de las proteinas PGC-1a
(Fig. 14b) [genotipo, F(1,23) = 8.937, p = 0.0065; tratamiento, F(1,23) = 7.419, p = 0.0121],
p-AMPK (Fig. 14c) [genotipo, F(1,24) = 5.017, p = 0.0346; tratamiento, F(1,24) = 9.234, p =
0.0057] y p-CREB (Fig. 14d) [tratamiento, F(1,22) = 45.67, p < 0.0001; e interaccién
genotipo x tratamiento, F(1,22) = 5.424, p = 0,0294] en comparacion con los hipocampos de
ratones NoTg-ct.
La administracién de resveratrol produjo un incremento de los niveles proteicos de PGC-1q,
p-AMPK y p-CREB en ambas cepas de ratén, indicativo de la activacion de la via de SIRT1.
Esto es debido a que el aumento de p-AMPK produce un incremento del sustrato NAD*, que
a su vez aumenta la actividad de SIRT1, accidon que posteriormente genera una activaciéon
de p-CREB y PGC-1a.

67



RESULTADOS

>
vy

&& O ct

2 Oct p — 1 S
i, o Rv '-_EEW $ $ @rv
i ¢ i
0 2os E 2os
2 2
0.0 0.0
NoTg 3xTg NoTg 3xTg
NoTg 3xTg NoTg 3xTg
Ct RVv Ct RV Ct RV Ct RV

SIRT R R PGC1 - - -
Actina Acting e S —

O
;
o

## il O ct
B3RV

L

m]
g
2

o
&

ratio
p-AMPK/AMPK
8§ ¢ & !

ratio
p-CREB/CREB

e
=
=)
=

NoTg 3IxTg ‘ NoTg 3xTg

NoTg 3xTg NoTg 3xTg
Ct RV Ct RV Ct RV Ct RV

AMPKWEE BN B S CrREE R W W

p-AMPKINE S B B pcCREB M B
Actina " S T Actina W —

Fig. 14 El resveratrol activa la via de SIRT1 mediante la activaciéon de p- AMPK. Analisis proteico de SIRT1 (a),
PGC-1a (b), AMPK y p-AMPK (c), CREB y p-CREB (d) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadistica: b,
¢ Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; efecto de genotipo &&p < 0.01; d Two-way ANOVA,
Bonferroni, *p < 0.05 comparado con NoTg; ##p < 0.01 y ####p < 0.001 comparado con tratamiento control.
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ESTUDIO 4:
PROTECCION DE LA PERDIDA COGNITIVA POR TRATAMIENTO CON
MELATONINA

o EI tratamiento con melatonina induce protecciéon contra las alteraciones
de comportamiento asociadas a demencia

La administracién de melatonina durante 6 meses indujo proteccion contra las BPSD en
ratones 3xTg-MEL de 12 meses de edad (Fig. 15a-f).
En el ensayo de las esquinas, los ratones 3xTg-ct presentaron una menor actividad
exploratoria en comparacién con los ratones NoTg (Fig. 15a, b). El tratamiento con
melatonina disminuy® la latencia de rearing (Fig. 15a) [genotipo, F(1,45) = 8.295, p = 0.0061;
e interaccién genotipo x tratamiento, F(1,45) = 12.34, p = 0,0010] e incrementd el numero
total de rearings (Fig. 15b) [genotipo, F(1,45) = 19.41, p < 0.0001; e interaccién genotipo x
tratamiento, F(1,45) = 5.797, p = 0,0202] , aunque no se observé mejora en el numero de
esquinas exploradas.
En el ensayo de campo abierto no se observaron cambios de comportamiento en los ratones
tratados con melatonina. En el ensayo de la tabla de los cuatro agujeros ambas cepas
mostraron una mejora exploratoria debida al tratamiento de melatonina, con un aumento del
numero de exploraciones realizadas (Fig. 15¢) [tratamiento, F(1,28) = 5.476, p = 0.0266] y
del tiempo total de exploracién [genotipo, F(1,28) = 7.091, p = 0.0127].
En la prueba de la caja oscura/iluminada, los ratones 3xTg-ct presentaron una mayor
latencia de movimiento (Fig. 15d) y mayor latencia de entrada a la zona iluminada (Fig. 15e)
en comparacién con los ratones NoTg. El tratamiento con melatonina normalizé el tiempo de
freezing en los ratones 3xTg-MEL [genotipo, F(1,26) = 5.169, p = 0.0315; e interaccion
genotipo x tratamiento, F(1,26) = 5.884, p = 0,0225] y la latencia de entrada a la caja
iluminada [genotipo, F(1,28) = 15.88, p = 0.0004; tratamiento, F(1,28) = 14.31, p = 0.0008; e
interaccion genotipo x tratamiento, F(1,28) = 26.09, p < 0.0001], ademas de aumentar en
ambas cepas el nUmero de entradas a la zona iluminada (Fig. 15f) [genotipo, F(1,29) =
11.25, p = 0.0022, y tratamiento, F(1,29) = 7.481, p = 0.0105].
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Fig. 15 La melatonina induce proteccion contra las BPSD. Latencia de exploracion vertical (a) y numero de
exploraciones verticales (b) en el test de las esquinas. Exploraciones totales en el ensayo de la tabla de los
cuatro agujeros (c). Ensayo de la caja oscura/iluminada, con el tiempo de freezing (d), latencia de entrada a la
zona iluminada (e) y numero de entradas en la zona iluminada (f). Estadistica: a, b, d, e Two-way ANOVA,
Bonferroni, *p < 0.05, ***p < 0.001 comparado con NoTg; #p < 0.05 y ###p < 0.001 comparado con tratamiento
control; ¢, f Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; y efecto de genotipo &&p < 0.01

e La administracion de melatonina protege contra la pérdida cognitiva en
ratones 3xTg-AD

La administracion de melatonina indujo una acciéon neuroproteccion en los ratones 3xTg-
MEL de 12 meses de edad (Fig. 16a-e).
En el ensayo de NOR (Fig. 16a-c) los ratones 3xTg-ct presentaron un déficit de memoria de
reconocimiento. La melatonina produjo en los ratones 3xTg-MEL y NoTg-MEL una mejora
de la capacidad de recordar objetos familiares, a las 2 horas (Fig. 16b) [tratamiento, F(1,48)
=4.182, p = 0.0464] y a las 24 horas (Fig. 16c) [tratamiento, F(1,48) = 4.632, p = 0.0364].
En el test de MWM (Fig. 16d, e) se observo la accién neuroprotectora de la melatonina en
los ratones 3xTg-MEL, ya que aprendieron a localizar la posicién de la plataforma de forma
similar a los ratones NoTg (Fig. 16d) [genotipo, F(2,210) = 53.17, p < 0.0001; e interaccion
genotipo x tratamiento, F(10,210) = 16.98, p < 0.0001], mientras que los ratones 3xTg-ct no
aprendieron. Al retirar la plataforma, los grupos NoTg y 3xTg-MEL recordaron el cuadrante
en el que habia estado situada la plataforma de escape (Fig. 16e) [F(2,31) = 5.315, p =
0.0104], mientras que los ratones 3xTg-ct nadaron al azar sin recordar la posiciéon anterior

de la plataforma. El test MWM fue reproducido anteriormente (Garcia-Mesa et al., 2012).
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Fig. 16 La melatonina induce neuroproteccion. Test de NOR a tiempo Oh (a), 2h (b) y 24h (c). Test de MWM con
las distancias recorridas hasta alcanzar la plataforma (d) y la distancia recorrida en el cuadrante de la plataforma
(e). Estadistica: a-c Two-way ANOVA, efecto de tratamiento $p < 0.05; d Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p <
0.001 comparado con ratones 3xTg-ct; e One-way ANOVA, Bonferroni, *p < 0.05 comparado con NoTg; #p <

0.05 comparado con 3xTg-ct.

e La administracion de melatonina protege contra la patologia amiloide y
tau en ratones 3xTg-AD

Mediante técnicas de Western blot se observd que los hipocampos de ratones 3xTg-ct
mostraban niveles elevados de APP total (Fig. 17a) [genotipo, F(1,29) = 8.745, p = 0.0061],
APP-CTF (Fig. 17b), tau total (Fig. 17c) [genotipo, F(1,32) = 30.09, p < 0.0001], y p-tau (Fig.
17d) en comparacion con NoTg.
El tratamiento con melatonina normalizé los niveles proteicos de APP-CTF [genotipo,
F(1,28) = 9.461, p = 0.0047; tratamiento, F(1,28) = 7.439, p = 0.0109; e interaccion genotipo
x tratamiento, F(1,28) = 7.655, p = 0.0069] y también de p-tau [genotipo, F(1,28) = 41.96, p <
0.0001; tratamiento, F(1,28) = 15.39, p = 0.0005; e interaccion genotipo x tratamiento,
F(1,28) = 32.45, p < 0.0001] en los hipocampos de ratones 3xTg-MEL.
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Fig. 17 La melatonina protege contra la patologia amiloide y tau. Andlisis proteico de APP total (a), APP-CTF (b),
tau total (c) y p-tau (d) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadistica: a, ¢ Two-way ANOVA, efecto de
genotipo &&p < 0.01 y &&&p < 0.001; b, d Two-way ANOVA, Bonferroni, ***p < 0.001 comparado con NoTg; ##p

< 0.01 y ###p < 0.001 comparado con tratamiento control.

e La administracion de melatonina no modifica el sistema ubiquitina-
proteasoma

Los hipocampos de ratones 3xTg-AD presentaron una elevada expresién de la proteina
Hsp70 (Fig. 18a) [genotipo, F(1,41) = 28.74, p < 0.0001] y de las proteinas ubiquitinadas
(Fig. 18b) [genotipo, F(1,17) = 6.123, p = 0.0242] en comparacion con los hipocampos NoTg.
Los niveles elevados de Hsp70 y de proteinas ubiquitinadas no se restauraron mediante el
tratamiento con melatonina.
Los niveles proteicos de la subunidad 20S del proteasoma no presentaron variaciones

significativas tras el tratamiento con melatonina (Fig. 18c).
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Andlisis mediante Western blot de Hsp70 (a), proteinas ubiquitinadas (b) y subunidades del proteasoma 20S (c)

en el hipocampo de ratones NoTg y 3xTg-AD. Estadistica: Two-way ANOVA, efecto de genotipo &p < 0.05 y &&p
<0.01.

¢ La administracion de melatonina activa las vias reguladoras de SIRT1
Mediante técnicas de Western blot no se detectaron variaciones de los niveles de la proteina
SIRT1 en el hipocampo de los ratones NoTg, ni en los ratones 3xTg-AD (Fig. 19a). Sin
embargo, se observd que la administracién de melatonina incremento los niveles proteicos
de p-AMPK en ambas cepas de ratén (Fig. 19b) [genotipo, F(1,8) = 6.128, p = 0.0384; y
tratamiento, F(1,8) = 18.94, p = 0.0024]. El aumento de p-AMPK es indicativo de la

activacion de la via de SIRT1, ya que produce un incremento del sustrato NAD".
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Fig. 19 La melatonina activa la via de SIRT1 mediante la activacion de p-AMPK. Analisis proteico de SIRT1 (a),
AMPK y p-AMPK (b) en el hipocampo de ratones 3xTg y NoTg. Estadistica: Two-way ANOVA, efecto de
tratamiento $p < 0.05; efecto de genotipo &p < 0.05.
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¢ La administracion de melatonina no modifica la protedlisis de APP y A
Mediante técnicas de Western blot no se observaron modificaciones en los niveles proteicos
de las secretasas ADAM10 (Fig. 20a) y BACE1 (Fig. 20b) en los hipocampos de ratones
NoTg y 3xTg-AD. De la misma manera, tampoco se observé variacion de las proteinas IDE

(Fig. 20c) y neprilisina (Fig. 20d), proteinas con accion degradadora de AP.
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Fig. 20 La melatonina no induce cambios en enzimas proteoliticos de APP y AB. Analisis mediante Western blot
de ADAM10 (a), BACE1 (b), IDE (c) y neprilisina (d) en el hipocampo de ratones NoTg y 3xTg-AD.

¢ La melatonina protege contra la neuroinflamacién en ratones 3xTg-AD

El tratamiento con melatonina indujo una reduccién significativa de la expresién génica de
los factores proinflamatorios IL-18 (Fig. 21a) [t(5) = 4.739, p = 0.0026] y TNF-a (Fig. 21b)
[t(4) = 3.286, p = 0.0152] en el hipocampo de ratones 3xTg-MEL. No se observaron cambios
significativos en los niveles de IL-6 (Fig. 21c) e IL-10 (Fig. 21d). En todos los casos, el
célculo de la relacién citoquina antiinflamatoria IL-10 con las diversas citoquinas
proinflamatorias, demostré la capacidad antiinflamatoria de la melatonina; IL-10:IL-18 (Fig.
21e) [t(5) = 6.688, p = 0.0006], IL-10:TNF-a (Fig. 21f) [t(5) = 5.412, p = 0.0028] e IL-10:IL-6
(Fig. 219g) [t(4) = 2.229, p = 0.0449].
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Fig. 21 La melatonina reduce la inflamacion en ratones 3xTg-AD .Expresién génica de IL-1B (a), TNF-a (b), IL-6
(c) e IL-10 (d) en el hipocampo de ratones 3xTg-AD. Ratio de la expresién de IL-10:IL-1B (e),IL-10:TNF-a (f) e IL-
10:IL-6 (g). Estadistica: t-test, *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 comparado con el grupo control.

e La administracion de melatonina reduce la inflamacién sistémica
Mediante ELISA (DuoSet mGas6 ELISA, 1+D) se determinaron los niveles de Gas6 en el
suero sanguineo de ratones NoTg-MEL y 3xTg-MEL (Fig. 22). La administracion de

melatonina produjo una disminucion de los niveles de Gas6 en ambas cepas [F(3, 38) =

9,850, p < 0,0001], indicando que produce una reduccion generalizada de la inflamacion y

una disminucion de los mecanismos inflamatorios.
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Fig. 22 La melatonina reduce la inflamacion sistémica en ratones NoTg y 3xTg-AD. Niveles de Gas6 en suero

sanguineo de ratones NoTg y 3xTg-AD. Estadistica: One-way ANOVA, Bonferroni, **p < 0.01 comparado con el

grupo indicado.
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En esta tesis se confirma la existencia de un importante vinculo entre la proteina SIRT1 y la
neuroproteccidn y se describen nuevas vias efectoras. A lo largo de los tres estudios que
componen esta tesis se han investigado los efectos neuroprotectores de la sobreexpresion
de SIRT1 in vivo e in vitro a través del uso de vectores lentivirales (Corpas et al., 2016) y de
la activacién de SIRT1 in vivo mediante la administracion de los compuestos resveratrol y
melatonina (publicaciones en preparacion). La activacion de la via de SIRT1 ha inducido
niveles extraordinariamente elevados de proteccidbn contra la pérdida cognitiva vy
neuropatologia AD en el modelo de ratén 3xTg-AD. Sumamente importante es también el
hallazgo de efectos pro-cognitivos en ratones control, no previamente descrito. En cuanto a
los mecanismos implicados se han hecho también nuevos hallazgos basados en la mejora
de la proteostasis y el neurotrofismo. Los resultados obtenidos refuerzan también la

implicacion del resveratrol y la melatonina en la modulacién de la via de SIRT1.

Comportamiento cognitivo y no cognitivo

El aprendizaje y la memoria espacial detectados en el test de MWM se consideran
asociados al funcionamiento 6ptimo de circuitos hipocampales (Riedel et al., 1999;
Laeremans et al., 2015). En la memoria de reconocimiento de objetos detectados en el test
de NOR también esta implicado el hipocampo (Assini et al., 2009; Broadbent et al., 2010). El
analisis de la expresion génica de SIRT1 en el hipocampo de los ratones 3xTg-AD
transducidos con lenti-SIRT1 o con lenti-GFP ha confirmado la deficiencia de SIRT1 en este
modelo animal, previamente descrita por técnicas de inmunodeteccion por Western blot
(Revilla et al., 2014a). Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de SIRT1 en el
hipocampo induce total proteccién frente a la pérdida cognitiva en los ratones 3xTg-AD vy
efectos de mejora de la memoria en ratones control en ambos ensayos.

El hipocampo es una zona afectada de forma selectiva por AD (Mu and Gage, 2011), y el
deterioro de los circuitos hipocampales contribuye en gran medida a los efectos
devastadores de la pérdida de memoria en la enfermedad (Apostolova et al., 2015). No
existian estudios previos de sobreexpresion de SIRT1 especificamente en el hipocampo,
aunque en un modelo de raton transgénico de SIRT1 cuya sobreexpresién incluia zonas del
hipocampo no se detectaron efectos similares de incremento de memoria (Oberdoerffer et
al.,, 2008). Los tratamientos con resveratrol y melatonina también fueron totalmente

protectores contra la pérdida cognitiva en los ratones modelo de AD. La neuroproteccién de
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resveratrol contra el deterioro cognitivo en ratones 3xTg-AD confirma estudios previos en
ratones SAMP8 modelo de envejecimiento patolégico y AD (Liu et al., 2012; Porquet et al.,
2013) y en ratones doble transgénicos de AD APP/PS1 (Porquet et al., 2014).

También la proteccion por melatonina confirma nuestro estudio previo en 3xTg-AD (Garcia-
Mesa et al., 2012) y estudios de otros autores indicando la presencia de mejoras cognitivas
en SAMP8 (Cheng et al., 2008; Gutierrez-Cuesta et al., 2008) y otros modelos transgénicos
de AD, APP695 (Feng et al., 2004) y APP/PS1 (Olcese et al., 2009). En el presente estudio
también hemos detectado un efecto pro-cognitivo de resveratrol y melatonina en ratones
control, aunque menos potente que con la sobreexpresiéon de SIRT1 en hipocampo. Asi, la
mejora generalizada de memoria se detecté en el test NOR a las 2 h pero no en el test mas

estresante y complejo de MWM.

Junto a la proteccion contra la pérdida cognitiva, la activacion de la via de SIRT1 protegio
contra las alteraciones de comportamiento de neofobia, ansiedad, apatia, etc. que
componen los comportamientos de tipo BPSD. Los BPSD son principalmente impulsados
por la patologia AD en las areas cerebrales corticales y los ganglios basales, indicando un
efecto de los beneficios inducidos por activacion de SIRT1 en todo el cerebro. Estos
sintomas neuropsiquiatricos son muy prevalentes en los enfermos de AD y una fuente
importante de carga fisica y psicoldgica para los cuidadores (Shin et al., 2005), con lo cual
una terapia integral cognitiva y no cognitiva es muy importante. Cabe destacar que se ha
detectado también una mejor respuesta en los animales control, indicando que los
tratamientos ensayados permiten una mejor gestién de las situaciones de estrés y mayor
interaccion con los estimulos externos. La proteccién contra los comportamientos de tipo
BPSD resulté igualmente potente con los tres tratamientos de sobreexpresién génica de

SIRT1 y de administracion de resveratrol y melatonina en la dieta.

En conjunto, considerando los resultados de comportamiento cognitivo y no cognitivo, se ha
demostrado un efecto preventivo y terapéutico de la activacion de SIRT1 contra la demencia
de AD. Los beneficios en la actividad neuronal demostrados en los ratones de cepa control

sugieren un aumento de resiliencia cerebral que disminuiria el riesgo de AD.

Neuropatologia

El analisis de los cambios cerebrales que sustentan la neuroproteccion inducida por
activacion de SIRT1 en ratones 3xTg-AD, ha demostrado la disminucién de la patologia
amiloide y tau hasta niveles practicamente indistinguibles de los del cerebro de la cepa

control. Los resultados de inmunodeteccion por Western blot de fragmentos amiloidogénicos
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(AB y CTF) son concluyentes de proteccion total en todos los tratamientos ensayados. Los
efectos se corroboraron por inmunohistoquimica en el hipocampo de ratones que
sobreexpresaban SIRT1. Esta reduccion de los péptidos toxicos intraneuronales y también
segregados al parénquima cerebral y a las sinapsis, en los estadios de patologia estudiados,
es muy importante para evitar la disfuncionalidad neuronal. La lucha contra el exceso
cerebral de AB es uno de los principales objetivos de las terapias en estudio clinico (Selkoe
and Hardy, 2016). Igualmente se demostrd una disminucion a niveles controles de p-tau en
los tres tratamientos ensayados, que se amplié al estudio de ac-tau en el estudio de
sobreexpresion de SIRT1 y el de suplementacion de la dieta con resveratrol. En todos los
casos, se observo una total normalizacién de la proteina tau que sugiere la funcionalidad
correcta de los microtubulos neuronales. Tau es una de las dianas terapéuticas en AD (Avila
et al., 2016). La disminucion de la patologia amiloide y tau también se hizo patente en el
modelo in vitro de AD desarrollado con neuronas de 3xTg-AD. Estos resultados confirman
nuestros resultados previos con melatonina en 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012) y
publicaciones de otros autores que describieron que melatonina reducia los niveles de AB en
ratones de AD Tg2576 (Matsubara et al., 2003) y de placas amiloideas en ratones APP/PS1
(Olcese et al., 2009), y p-tau en ratones SAMP8 (Gutierrez-Cuesta et al., 2007; Caballero et
al., 2008); y resveratrol inducia una disminucion de placas amiloideas en APP/PS1 (Porquet
et al.,, 2014) y de los niveles de AB en lineas celulares transfectadas con APP mutada
(Marambaud et al., 2005). Un efecto directo de la inyeccién de lentivirus expresando SIRT1
sobre la patologia tau fue también observado en un modelo de tauopatia por induccion de
p25 (Kim et al., 2007).

Proteostasis

El raton 3xTg-AD usado en esta tesis modela las dos patologias, amiloide y tau. El grado
maximo de proteccion observada frente a la presencia de ambos tipos de proteinas
anormales generadas por transgenes especificos, indica un elevado grado de respuesta
funcional de los mecanismos de proteostasis celular. A este respecto hemos comprobado
que la sobreexpresion de SIRT1 activa la via no amiloidogénica de procesado de la APP
mediante el incremento de ADAM10. El analisis de enzimas procesadores de A nos ha
llevado a descubrir que SIRT1 activa la enzima IDE y el proteasoma. Aumentando su
catabolismo, SIRT1 disminuye la acumulacion del péptido AB generado por la via
amiloidogénica. IDE se ha descrito como un enzima que proteoliza AB (Himeno et al.,
2011). Ratones deficientes en ADAM10 (Epis et al., 2010) e IDE (Farris et al., 2003) han

mostrado un aumento de la acumulacién cerebral de AB enddégena. En cuanto al
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procesado de la proteina tau, se ha comprobado que SIRT1 induce la desacetilacion de
tau, de manera que favorece la degradacion de p-tau mediante la via del proteasoma.
Ratones con deleccion de SIRT1 experimentan una acumulacion de ac-tau en el cerebro
(Min et al., 2010; Min et al., 2015). La sobreexpresion de SIRT1 normalizo los niveles de
la proteina 20S del proteasoma y de las proteinas ubiquitinadas en los cultivos
neuronales 3xTg-AD, lo que sugiere una recuperacion de la funcionalidad de UPS.
Ademas, por estudios en lineas celulares deficientes en SIRT1, se conoce que SIRT1
participa en el mantenimiento de control de calidad de las proteinas mediado por Hsp70
(Tomita et al., 2015). La chaperona Hsp70 interviene en la degradacién de proteinas
aberrantes mediante la interaccién con la proteina CHIP y la ligasa de ubiquitina E3
(Westerheide et al., 2009). El aumento de los niveles de la Hsp70 facilita |a ligacion de las
proteinas mal plegadas a la ubiquitina para su posterior degradacién, de modo que
disminuye AB y p-tau (Petrucelli et al., 2004). La protedlisis de Ap es compleja, en su
procesamiento independiente de proteasoma puede intervenir IDE, neprilisina y otros
enzimas cuya participacién in vivo no se ha aclarado (Wang et al., 2006). Sin embargo,
UPS es el principal sistema proteolitico que degrada proteinas aberrantes, incluyendo A

y p-tau (Ciechanover and Kwon, 2015).

En el estudio de activacion de SIRT1 por tratamiento con resveratrol, el incremento
producido de los niveles de las proteinas del proteasoma en el tejido cerebral conduciria
a la degradacion total de las proteinas aberrantes AR y p-tau, de modo que las proteinas
ubiquitinadas y de Hsp70 se restauran a los niveles basales. La disminucion de ac-tau
por resveratrol indica que se ha inducido la activacion de desacetilaciéon por SIRT1.
Resveratrol también indujo un aumento de niveles de la enzima neprilisina. A destacar el
incremento del proteasoma y de neprilisina en la cepa de ratones control que induciria
resiliencia contra la acumulacién de proteinas anormales. Es interesante destacar que el
resveratrol también seria activo en disminuir la via amiloidogénica y en activar la via no
amiloidogénica del procesado de APP. Efectivamente, aunque el incremento de ADAM10
es solo una tendencia no estadisticamente significativa, se detecta una disminucién de
BACE1 que es generalizada para ambas cepas de ratones, contribuyendo a la
neuroproteccion y a la resiliencia cerebral. Por lo tanto, resveratrol actuaria activando la
protedlisis y restaurando la proteostasis celular. Estos hallazgos en el raton 3xTg-AD
confirman los resultados obtenidos en un estudio con el modelo AD del gusano C.elegans
transgénico para la expresién de AB en musculo. Estos autores demostraron que

resveratrol inhibia la paralisis que constituye el fenotipo de este modelo a través de su
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accion sobre la actividad proteasomal y otras vias de protedlisis de AB (Regitz et al.,
2016).

En el estudio con melatonina no hemos detectado cambios significativos en los
mecanismos de proteostasis estudiados que indiguen un aumento de vias de
degradacién de las proteinas AR y p-tau generadas en el modelo 3xTg-AD. Tampoco se
han detectado cambios en las vias de degradacién de la APP. El potente poder
antioxidante de la melatonina (Reiter et al., 2000), junto con las ligeras tendencias
observadas en el sistema UPS, podria explicar la mejora de la patologia cerebral de

amiloide y tau.

La pérdida de proteostasis aumenta el riesgo de AD, lo que representa un vinculo claro de
esta enfermedad neurodegenerativa con los procesos de envejecimiento (Vilchez et al.,
2014). Hemos visto en la introduccion de esta tesis como la pérdida de proteostasis es uno
de los marcadores moleculares del envejecimiento. La via de SIRT1 podria tener un papel
relevante contra este colapso de los sistemas de proteostasis (Sampaio-Marques and
Ludovico, 2015). La activacién de sistemas de defensa contra la acumulacién de proteinas
aberrantes es una linea de investigacion importante para aumentar la resiliencia contra la

neurodegeneracion (Deger et al., 2015; Sulistio and Heese, 2016; Yerbury et al., 2016).

Neuroinflamacién

El aumento de los procesos inflamatorios tiene un papel determinante en el desarrollo y
progresion de AD (McGeer et al., 2016). Hemos comprobado el poder antiinflamatorio de la
melatonina (Hu et al., 2016) en los ratones 3xTg-AD. IL-13, TNF-a e IL-6 son mediadores
bien establecidos de los procesos inflamatorios, y su disminucion determinara un efecto
beneficioso contra la neuroinflamacién. Ademas el incremento de IL-10 puede suprimir la
produccion de citoquinas proinflamatorias. Esta accion antiinflamatoria de la melatonina
podria deberse al menos parcialmente a la activacién de la via de SIRT1 y subsecuente
modulacion de NF-kf3. A este respecto, se ha descrito que el tratamiento con melatonina
disminuye la activacion de NF-k[3 en ratones viejos (Mukda et al., 2016).

La administracion de melatonina determina un perfil favorable como posible terapia
antiinflamatoria para la prevencién de las enfermedades asociadas con la edad que cursan

con neuroinflamacién, como es la AD.
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Neurotrofismo

El aumento de los niveles de factores neurotréficos es un factor importante para la
supervivencia de las neuronas y para mejorar la plasticidad sinaptica. Ratones deficientes
para SIRT1 muestran defectos en plasticidad sinaptica (Michan et al., 2010). La
sobreexpresion de SIRT1 en el hipocampo de ratones 3xTg-AD indujo un aumento de la
expresion génica de los factores neurotréficos BDNF, GDNF y VEGF-A. BDNF es un
regulador crucial de los mecanismos de plasticidad sinaptica que intervienen en el
aprendizaje y la memoria (Cunha et al., 2010), y sus niveles estan disminuidos en los
cerebros con Alzheimer (Connor et al., 1997), mientras que la sobreexpresion induce
neuroproteccion (Nagahara et al., 2009). GDNF es un factor neurotréfico menos estudiado
en AD, pero también se ha demostrado como potente agente neuroprotector contra la
pérdida cognitiva en ratones 3xTg-AD por sobreexpresién en hipocampo (Revilla et al.,
2014b). El incremento de VEGF-A induciria angiogénesis que es un proceso intimamente
ligado a los mecanismos de plasticidad cerebral. Ademas, se ha propuesto que VEGF-A
protegeria las células endoteliales contra AB (Religa et al., 2013). Es interesante destacar
que la neuroproteccion de BDNF contra la atrofia neuronal y la pérdida cognitiva en ratones
transgénicos de AD tiene lugar por mecanismos independientes de cualquier efecto sobre
los depdsitos cerebrales de AB (Nagahara et al., 2009). Por tanto, el incremento de
neurotrofismo seria un efecto complementario con la mejora de proteostasis.

Por otra parte, la sobreexpresion de SIRT1 en las neuronas cultivadas mejoré el crecimiento
de neuritas, la complejidad del arbol dendritico, la densidad de espinas dendriticas, y la
supervivencia, confirmando los efectos de neurotrofismo previstos a partir de los resultados
in vivo y también trabajos previos in vitro (Guo et al., 2011; Codocedo et al., 2012; Godoy et
al.,, 2014). El incremento de BDNF y de GDNF, del marcador sinaptico PSD95 y del
marcador de neuritas MAP2, detectado en los cultivos neuronales transducidos con lenti-
SIRT1 fue significativo por igual en neuronas de ratones de la cepa control y de 3xTg-AD.
Por tanto, la mejora del neurotrofismo permitiria un aumento de la capacidad de resiliencia
contra la neurodegeneracion, ademas de un efecto neuroprotector directo. En concreto para
los efectos de plasticidad mediados a través de BDNF, se han propuesto dos mecanismos,
ya sea desacetilacion de TORC1 (del inglés, CREB-regulated transcription coactivator 1) con
la consiguiente activacion de CREB (Jeong et al., 2012) o la inhibiciéon de miR-134 (Gao et
al., 2010). El tratamiento con resveratrol demostré un aumento de p-CREB, indicador de la
activacion de este factor de transcripcion. También esta descrito que la melatonina activa la
via de senalizacion de CREB (Liu et al., 2016). Deficiencias en la sefalizacion de CREB se

han relacionado con procesos neurodegenerativos y AD (Saura and Valero, 2011).
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Los resultados de neurotrofismo obtenidos sugieren que la activacion de SIRT1 tiene un
papel muy importante en el mantenimiento de la plasticidad sinaptica y la proteccion de las
sinapsis. La disminucion de la plasticidad de las espinas dendriticas y de la capacidad de
establecer nuevas sinapsis es un primer paso importante en la disminucion de las
capacidades cognitivas en el envejecimiento (van der Zee, 2015). El envejecimiento
sinaptico aumentaria el riesgo de AD, ya que el estado de activacion de las sinapsis puede

afectar directamente a la homeostasis de AB y tau (Tampellini, 2015).

Mitocondria

La disfuncion mitocondrial es otro de los marcadores moleculares del envejecimiento que
permite establecer una conexidén entre envejecimiento y riesgo de AD. Los fallos
mitocondriales inducirian estrés oxidativo y deficiencias energéticas con lo cual estan
intimamente relacionados con las pérdidas funcionales en el envejecimiento y en AD
(Cadonic et al., 2016; Huang et al., 2016). Una de las dianas antienvejecimiento de SIRT1
es la mitocondria. SIRT1 puede regular la biogénesis mitocondrial y la mitofagia,
contribuyendo al mantenimiento de mitocondrias funcionales (Tang, 2016). La mitocondria
también es una diana de los efectos protectores de melatonina (Ganie et al.,, 2016) y
resveratrol (Valenti et al., 2016). En esta tesis no se ha analizado la funcionalidad
mitocondrial, aunque por estudios anteriores conocemos las deficiencias de complejos
mitocondriales en ratones 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012) y los niveles elevados de
lesiones oxidativas y alteraciones de enzimas antioxidantes (Garcia-Mesa et al., 2011;
Garcia-Mesa et al., 2015). La demostracion de la activacién de PGC-1a (Sweeney and
Song, 2016) y AMPK (Price et al., 2012) en los ratones tratados con resveratrol corrobora la
activacion de mecanismos sensores del estado metabdlico y mitocondrial que induciran las
vias efectoras de proteccion de las mitocondrias. Por otra parte la melatonina restauré las

deficiencias mitocondriales en los ratones 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012).

Mecanismos mediados por SIRT1

Una representacion esquematica de los mecanismos propuestos activados por la
sobreexpresion de SIRT1 en este estudio se muestra en la figura 23. Por lo tanto, el doble
efecto de mejora y proteccion neuronal contra la AD como patologia convierte la via de
SIRT1 en un objetivo prometedor para el desarrollo de tratamientos preventivos o

terapéuticos contra la fragilidad y la demencia.
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Fig. 23 Propuesta de las vias implicadas en los efectos neuroprotectores y de mejora cognitiva por
sobreexpresion de SIRT1. Representacion esquematica de los mecanismos regulados por SIRT1, ya sean
conocidos (flechas negras) o descubiertos aqui (flechas negras punteadas). Ver texto para la discusion de los
mecanismos. La sobreexpresion de SIRT1 en neuronas de ratén condujo a una reduccion en la patologia similar

ala AD y a una funcién neuronal reforzada.

Esta tesis se ha centrado en el estudio de los mecanismos neuroprotectores de la via de
SIRT1. Resveratrol y melatonina son activadores de SIRT1, pero son moléculas de actividad
pleiotrépica y no se puede descartar la contribucién de efectos independientes de SIRT1 en
su actividad neuroprotectora en los ratones 3xTg-AD. En un sistema experimental de
fragilidad neuronal in vitro, la proteccion por ambos agentes se inhibia solo parcialmente con
un inhibidor de SIRT1 (Cristofol et al., 2012). Entre los posibles efectos del resveratrol y la
melatonina, se puede considerar la contribucién de un efecto directo antioxidante de estos
compuestos, dado que la patologia en este modelo animal cursa con marcado estrés
oxidativo cerebral (Garcia-Mesa et al., 2015).

Mediante las dos estrategias utilizadas, la sobreexpresién de SIRT1 y su modulacién
farmacoldgica por resveratrol y melatonina, se ha demostrado una proteccion contra la

pérdida de memoria en los ratones modelo de Alzheimer 3xTg-AD, ademas de una mejora
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cognitiva en los ratones normales. Los cultivos de neuronas de ratones 3xTg-AD muestran
rasgos de patologia AD, y mediante la sobreexpresion de SIRT1 hemos descubierto nuevas

vias de neuroproteccion de SIRT1.

Clinica

Previamente los tratamientos con resveratrol y melatonina han estado muy poco estudiados
en modelos animales de AD, como hemos descrito, pero ya se han realizado ensayos
clinicos de como suplementos dietéticos en pacientes de AD y en pacientes con pérdida
cognitiva leve. En Alzaforum (www.alzform.org/therapeutics) existen actualmente registrados
dos estudios con melatonina y uno con resveratrol. En los estudios clinicos finalizados hasta
la fecha no se detectaron beneficios cognitivos con resveratrol en 6 estudios (Mazzanti and
Di Giacomo, 2016) o con melatonina en 7 estudios publicados (Wang et al., 2016). Sin
embargo, la falta de resultados positivos en los ensayos clinicos de AD se atribuye en
general a la dificultad de superar la patologia AD en grado avanzado. La tendencia actual es
a intentar realizar los ensayos en fases muy incipientes de pérdida cognitiva y si es posible
en la fase preclinica. El uso de ratones modelo de AD nos permite analizar fases de la
enfermedad tempranas e incluso asintomaticas, con lo cual los tratamientos altamente
beneficiosos en estos modelos animales son prometedores como preventivos para disminuir
el riesgo de AD o como modificadores del curso de la enfermedad si se inician con
antelacién suficiente. La sintesis de nuevas moléculas activadoras de SIRT1 es un area de
investigacion muy activa. Se estan desarrollando activadores de SIRT1 con la idea de luchar
contra el envejecimiento y aumentar la longevidad (Wang et al., 2010; Mitchell et al., 2014),

que podrian ensayarse contra la demencia.

Epilogo

SIRT1 induce efectos neuroprotectores muy potentes, de modo que es una diana
farmacologica para poder obtener un envejecimiento saludable y prevenir los procesos
neurodegenerativos. Los resultados de esta tesis sugieren que los efectos anti-demencia y
pro-cognitivos obtenidos en las pruebas de comportamiento, ademas del incremento de la
funcionalidad de la sinapsis neuronal por accién neurotréfica, estan relacionados con los
mecanismos que favorecen la activacion de SIRT1. Finalmente, proponemos que los niveles
de los factores neurotroficos y de la actividad de los enzimas clave de los mecanismos
proteostaticos pueden ser biomarcadores utiles de la adquisicion de la capacidad de
recuperacion neuronal frente al estrés y las lesiones, y ayudara a luchar contra la fragilidad

del cerebro en el envejecimiento.
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10.

CONCLUSIONES

La sobreexpresién de SIRT1 en el hipocampo de ratones 3xTg-AD protege contra la
pérdida cognitiva y las alteraciones de comportamiento asociadas a demencia. Ademas,

la sobreexpresion de SIRT1 induce mejora cognitiva en los ratones de la cepa control.

La sobreexpresion de SIRT1 protege contra la patologia amiloide y tau en tejido de

hipocampo y en cultivos neuronales de ratones 3xTg-AD.

SIRT1 incrementa los niveles de proteinas implicadas la protedlisis de proteinas
aberrantes y potencia la via no amiloidogénica de procesamiento de la APP, tanto en el
hipocampo como en cultivos neuronales 3xTg-AD. SIRT1 también induce un incremento

de vias proteoliticas en cultivos neuronales control.

SIRT1 incrementa los niveles de factores neurotréficos en hipocampo y en cultivos
neuronales 3xTg-AD. También se produce un incremento en cultivos de neuronas de

ratones control.

SIRT1 induce un incremento de marcadores de plasticidad neuronal en cultivos de

neuronas de ratones 3xTg-AD y control.

La administracién con la dieta de resveratrol y melatonina protege a los ratones 3xTg-
AD contra la pérdida cognitiva y las alteraciones de comportamiento asociadas a
demencia. Resveratrol y melatonina también inducen mejora cognitiva en los ratones de

la cepa control.

Resveratrol y melatonina protegen contra la patologia amiloide y tau en tejido de

hipocampo de ratones 3xTg-AD.

Resveratrol aumenta los niveles de proteinas implicadas en mecanismos de protedlisis
de proteinas aberrantes y la via no amiloidogénica de procesamiento de la APP en
hipocampo y en cultivos neuronales 3xTg-AD. También induce un incremento de vias

proteoliticas en cultivos neuronales control. Melatonina no induce cambios significativos.

Resveratrol activa vias activadoras y efectoras de SIRT1 relacionadas con la biogénesis

mitocondrial y la plasticidad neuronal.

Melatonina reduce el estado de neuroinflamacion en ratones 3xTg-AD y control.
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