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1.- ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mds
frecuente enfre las personas mayores de 65 anos. Fue descrita en 1907 por el
neuropatélogo y psiquiatra alemdn Alois Alzheimer (Stelzmann et al. 1995;
Alzheimer 1907). La descripcion se realizdé en Auguste Deter, una paciente de 55
anos que murié tras sufrir, durante cuatro anos, una pérdida progresiva de
memoria, desorientacion espacio-temporal, alucinaciones, paranoia y
trastornos de la conducta y del lenguaje. El andlisis post-mortem del cerebro de
la paciente reveld la presencia de depdsitos extracelulares (placas) y maranas
de fibras intracelulares (ovillos), que son lesiones histopatoldgicas que aun hoy
en dia se utilizan como los principales marcadores de diagndstico de esta

enfermedad.

La EA es un proceso neurodegenerativo progresivo e irreversible,
caracterizado por un deterioro cognitivo, principalmente de la memoria y de
habilidades intelectuales y de razonamiento, y por sintomas conductuales y
neuropsiquidtricos (Khachaturian et al. 1985), que afectan a las actividades de
la vida diaria (Dubois et al. 2010). Estas alteraciones son debidas a danos
selectivos en las regiones cerebrales y circuitos neuronales implicados en estos
procesos, tales como las dreas asociativas neocorticales, el hipocampo, la

corteza entorrinal, la amigdala y el telencéfalo basal (Serrano-Pozo et al. 2011).

Enfre los distintfos tipos de demencias existentes, la demencia tipo
Alzheimer es la de mayor incidencia y la mds comun entre las personas mayores
de 60 anos (Prince et al. 2013). La EA es el tercer problema de salud mds grave
en los paises desarrollados, detrds de los accidentes cardiovasculares y el
cdncer. Existen unos 50 millones de enfermos diagnosticados de Alzheimer en
mundo, y se estima que esta cifra se triplique en el ano 2050. El incremento de
la poblacién de edad avanzada hace gque aumente progresivamente la

incidencia del Alzheimer (Scheltens et al. 2016).
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11l- CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Las manifestaciones clinicas de la EA se pueden clasificar en déficits

cognitivos y sinfomas neuropsiquidtricos.

Respecto alos déficits cognitivos, el principal sintoma que presentan los
pacientes con EA es la pérdida de memoria episédica. Ademds de este cuadro
amnésico, debido a que se trata de una demencia multidominio, los pacientes

presentan también afasia, apraxia y agnosia (Rabins et al. 2007).

Entre los sintomas neuropsiquidtricos, el mds frecuente que aparece en
personas con la EA es la apatia. Ademds, también aparecen cuadros
depresivos, de ansiedad, ideas delirantes y agresividad (Cummings et al. 1994;
McKeith 2006).

La EA se puede clasificar en distintos tipos segun el aspecto al que se

atienda. De esta manera, podemos clasificar la EA segin:

e Lo edad de inicio (Tellechea et al. 2015):
o Temprana o de inicio precoz, EOAD (early onset Alzheimer’s
Disease): comienza antes de los 65 anos, es de curso rdpido y no

supera el 1% de los casos.

o Tardia, LOAD (late-onset Alzheimer’s Disease): aparece después de
los 65 anos, en su mayor parte es esporddica y de curso lento.

Representa mdas del 98% de los casos.

¢ Laimplicaciéon que tenga el factor genético (Cacace et al. 2016):

o Familiar, FAD (familial Alzheimer’s Disease): causada por
mutaciones en genes que se heredan de forma dominante,
fundamentalmente mutaciones relacionadas con la proteina
precursora amiloide o APP. Suele coincidir con la EA precoz.

o Esporddica, SAD (sporadic Alzheimer’s Disease): aparece
generalmente en los casos de EA tardia. Comienza pasados los 65

anos y es el fipo mds comuUn. Aungue su causa es aln

12



desconocida, se han descrito factores genéticos relacionados con
elriesgo de padecer EA, siendo el mejor establecido hasta la fecha
la presencia del alelo 4 de la apolipoproteina E (ApoE) (C.-C. Liu et
al. 2013).

Esta clasificacion se muestra graficamente en la Figura 1.

Figura 1. Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer. La figura muestra las
distintas formas de la EA en funcién de la edad de comienzo y de la influencia de
los factores genéticos.

12.- FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

La EA se caracteriza fundamentalmente por la presencia de cUmulos
intra y extracelulares del péptido beta-amiloide (BA), por la presencia de ovillos
neurofibrilares compuestos por la proteina Tau hiperfosforilada, por el dafo
mitocondrial y la pérdida neuronal y sindptica (Anand et al. 2014; Kumar et al.
2015).

1.2.]1.- Anormdlidades pro’reicqs

Las dos proteinas tipicamente alteradas en la EA son el BA y Tau
(Querfurth & Laferla 2010).

13



Uno de los elementos clave de esta enfermedad son los depdsitos de
BA. Los péptidos B-amiloides constituyen el producto fisiolégico de la proteina
precursora amiloide (APP) mediante la escisidén a través de las y y B secretasas
(Zetterberg et al. 2010).

+ Proteina Precursora Amiloide.

La Proteina Precursora Amiloide o APP es una glicoproteina integral de
membrana tipo | que posee un largo dominio extracelular N-terminal globular,
un dominio transmembrana y un dominio infracelular corfo C-terminal. En
humanos, el gen de la APP se localiza en el cromosoma 21 y consta de 18
exones (Zheng & Koo 2006). El procesamiento alternativo del franscrito de la APP
da lugar en humanos a 8 isoformas, de las cuales 3 son las mds comunes: la
forma de 695 aminodcidos, que se expresa fundamentalmente en el sistema
nervioso central (SNC), vy las de 751 y 770 aminodcidos, que se expresan de

forma ubicua (Bayer et al. 1999; Zheng & Koo 2006).

La funcion fisioldgica de la APP no estd aun bien establecida. Sin
embargo, existen evidencias de que podria estar implicada en la inhibicién del
crecimiento de neuritas y del cono neuronal (Billnitzer et al. 2013), la migracién
de precursores neurales a la capa corfical durante el desarrollo (Young-Pearse
et al. 2007) y en la potenciacién a largo plazo (long term potenciation, LTP)
(Wevyer et al. 2011). Ademds, se ha descrito que la APP puede tener un papel
neuroprotector como antioxidante, ya que es capaz de reducir el Cu?* a Cu*
(Evin y Weidemann, 2002).

< Procesamiento del APP y generacioén del B-amiloide

La APP se metaboliza por dos vias diferentes y mutuamente
excluyentes: la via secretora (o no amiloidogénica) y la via amiloidogénica. Este
procesamiento puede tener lugar en la membrana plasmdatica (Kinoshita et al.
2003), en la red Golgi (Xu et al. 1995), y reficulo endopldsmico, endosomas,

lisosomas y mitocondrias (Mizuguchi et al. 1992) (LaFerla et al. 2007).

Via no amiloidogénica:

Es la ruta predominante de procesamiento de la APP y forma parte de

la via secretora normal de las células. Se denomina asi porque la protelisis se
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produce dentro de la regiéon amiloide, entre los aminodcidos 16y 17, por lo que
no genera BA. En esta ruta, la accidn proteolitica de la a-secretasa, que estd
anclada a la membrana, fragmenta la APP tras el residuo 687. Varios miembros
de la familia ADAM (alpha disintegrin and metalloproteinase) de znc
metaloproteasas (ADAM9?, ADAM10, ADAM17) (Kuhn et al. 2010) y la aspartil
proteasa BACE2 (Beta-Site APP-Cleaving Enzyme 2) poseen actividad a-
secretasa (Allinson et al. 2003). Este corte libera sAPPa (soluble APP alpha
fragment), un fragmento soluble que se libera dentro del lumen vesicular o al
espacio extracelular. A este fragmento se le afribuyen propiedades
neuroprotectoras, neurotréficas y sinaptogénicas (Mattson et al. 1993;
Chasseigneaux & Allinquant 2012; Stahl et al. 2014). Ademds, se genera un
fragmento C-terminal o CTF de 83 aminodcidos (C83), que queda unido a la
membrana. Posteriormente, el C83 es procesado por la y-secretasa, que es un
complejo enzimdtico del cual forman parte las presenilinas. Asi, la y-secretasa
actia dentro de la membrana contando en elresiduo 711 6 713, para dar lugar
a los péptidos p3 (péptido de 3 KDa que puede encontrarse formando parte
de las placas) y AICD (APP intracellular domain), que es citosdlico, y que parece
tener una funcidn en la regulacidn de la trascripcion génica. Sin embargo, no
todos los fragmentos CTFs son procesados, ya que algunos son degradados en
endosomas tardios o en lisosomas (Selkoe 2001; Selkoe 2008). Este

procesamiento se esquematiza en la Figura 2.

sAAPo.
Figura 2. Procesamiento no

R . amiloidogénico de la APP. El
primer corte enzimatico esta
catalizado por la a-secretasa dentro
de la region amiloide.
Posteriormente, la accién
proteolitica de la y-secretasa da
lugar a los péptidos p3 y C83.

a-secretase,

AAP 83

15



Via amiloidogénica:

Es una ruta alternativa del procesamiento de la APP que da lugar a
péptidos BA. Es una via minoritaria en la mayoria de los tipos celulares, excepto
en las neuronas. La produccién de BA no es Unicamente patoldgica, sino que
se produce de forma normal y se detecta tanto en el plasma como en el fluido
cerebroespinal de individuos sanos. Esta via se inicia con la accién B-secretasa
presente en la enzima BACE o BACE1 (Beta-Site APP-Cleaving Enzyme 1) que es
una aspartil proteasa transmemlbrana tipo I. Esta enzima se encuentra presente
principalmente en las células neuronales (Seubert et al. 1993; Cole & Vassar
2007), especificamente en los compartimentos donde se produce el BA, como
los endosomas y el aparato de Golgi, ya que requiere para su actividad un pH
dcido como el que existe en el lumen de estos compartimentos. Tras cortar la
APP en el residuo 671, la B-secretasa libera el péptido sAPPB (soluble APP
beta fragment) y el C99 (CTF de 99 residuos), que permanece unido a la
membrana y que contiene la secuencia completa e intacta del BA. El C99 es
sustrato de la y-secretasa, gracias a la cual se libera el BA y el péptido AICD
(Selkoe 2001; Selkoe 2008).

TN saapp
B-secretase
AB40
Val40
AB
4-secretase '_\
Ala42
y-secretase Ap42
C99
AAP <99 AICD

Figura 3. Procesamiento amiloidogénico de la APP. El primer corte enzimatico
es catalizado por la B-secretasa, lo que da lugar a los péptidos sAAPB y C99.
Posteriormente la acciéon proteolitica de la y-secretasa da lugar al AICD y BA. La
longitud de los péptidos amiloides generados depende del sitio de corte de la
y-secretasa.
El sitio de procesamiento sobre el que actia la y-secretasa no tiene una
secuencia especifica. Por ello se generan péptidos amiloides de distinta

longitud (Zhao et al. 2007) tal y como se esquematiza en la Figura 3. El péptido
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que se origina de forma mayoritaria termina en la Val40 (BA40) en el extremo C-
terminal y es hidrosolube. Un pequeno porcentaje de los péptidos generados
concluye en la Ala42, dando lugar al BA42, lo que hace que el péptido sea mds
rigido e hidrofébico. Esto le confiere tendencia a agregarse y formar fibrillas, lo

que lo hace mds toxico, especialmente para las neuronas (Yan & Wang 2006).

Estudios posteriores han arrojado luz a cémo las presenilinas (familia de
proteinas transmembrana que constituyen la subunidad catalitica de la enzima
y-secretasa) median la protedlisis intermembrana. En primer lugar, un corte
inicial de la APP cerca de la inferfase transmembrana-citosol por una
endopeptidasa (corte ¢) es seguido por multiples cortes llevados a cabo por
carboxipeptidasas, las cuales eliminan 3 6 4 aminodcidos de forma secuencial
del extremo C-terminal (cortes { vy y) (Haaspasalo & Kovacs 2012; Sastre et al.

2001; Weidemann et al. 2002; Gu et al. 2001) tal y como se ilustra en la Figura 4:

Lumen

Figura 4. Procesamiento
secuencial del AICD para
dar lugar a péptidos BA.
Modificado de (Selkoe &
Hardy 2016)

Citosol

En condiciones fisiolégicas, la APP se metaboliza mayoritariamente por
la via secretora y existe un equilibro entre la formacién y eliminacién de BA en

el cerebro (Haass et al. 2012; Saido & Leissring 2012).

Via alternativa de procesamiento de la APP:

Recientemente, se ha idenfificado una ruta alternativa de
procesamiento de la APP (Willem et al. 2015). Esta via consiste en un corte inicial
de la APP por la n-secretasa en los aminodcidos 504-505, de manera que el
péptido CTF-n formado es posteriormente procesado por ADAMI10 (a-secretasa)

y BACET (B-secretasa) para liberar los péptidos An-a o An-B.



De forma similar a la produccién de BA, la via de procesamiento
proteolitico alternativo de la APP ocurre en condiciones fisioldgicas, pero podria
estar alterada durante la patogénesis de la EA. La acumulacion de n-secretasa
(Sekine-Aizawa et al. 2001) y de CTF-n en neuritas distréficas y en la vecindad
de placas neuriticas parece apoyar su potencial contribucion a la patogénesis
de la EA.

< Degradacién del B-amiloide

Para la degradacion metabdlica de los péptidos de AB existen distintos
tipos de proteasas capaces de degradar las formas monomeéricas, oligoméricas

y/o fibrilares.

La neprilisina o encefalinasa (NEP) es una zinc-metaloproteasa capaz
de hidrolizar péptidos circulantes. Es una endopeptidasa que se encuentra
anclada en la membrana de la superficie celular y es capaz de eliminar el B-
amiloide insoluble asociado a la membrana en forma tanto monomérica como
oligomérica. La NEP es la enzima limitante de la degradacién del BA in vivo
(lwata et al. 2000). Los animales que carecen de esta enzima sufren
acumulacién del péptido BA42 en el cerebro (wata et al. 2001). Ademds, se
sabe que los niveles de NEP disminuyen durante el envejecimiento (Farris et al.
2007). Dicha disminucién genera un aumento de BA, lo que puede provocar la
inactivacién oxidativa de la enzima, creando un circulo vicioso que conlleva

una alta acumulacién de amiloide en el cerebro (Hama & Saido 2005).

La enzima degradante de insulina (IDE) es una tiol metaloproteasa que
reconoce sustratos con estructura en hoja B-plegada. Es capaz de degradar BA
en su estado monomérico (Kurochkin & Goto 1994). In vitro, la IDE puede
degradar tanto la forma BA40 como BA42. Los péptidos formados fras la
degradacién no tienden a agregarse en forma de oligdmeros, por lo que los

productos de la degradacién no son toxicos (Chesneau et al. 2000).

La enzima convertidora de endotelina (ECE) es una metaloproteasa
fransmembrana que cataliza la conversion de pro-endotelina en endotelina
vasoactiva (ET). La isoforma 1 de esta enzima parficipa activamente en la
degradacion del BA (Eckman et al. 2003).



La enzima conversora de angiotensina (ECA) es una znc-
metaloproteasa unida a la membrana capaz de inhibir la agregacién, depdsito
y toxicidad del BA al procesarlo proteoliticamente. Esta enzima es capaz de

degradar tanto el BA40 como el BA42 enddgenos (Hemming & Selkoe 2005).

Ademds de la degradacién proteolitica, existen reacciones mediadas
por células implicadas en la eliminacion del BA. Asi, la microglia es capaz de
engullir el BA extracelular. Los astrocitos participan en su degradacién a través
de internalizacion del BA mediada por receptor y facilitando su transferencia

desde el SNC hasta la circulacion sanguinea (Querfurth & Laferla 2010).
% Tipos de depésitos extracelulares de B-amiloide

Las placas amiloideas o seniles (PS) son agregados proteicos
extracelulares formados principalmente por el péptido BA, que se deposita
tanto en el parénquima cerebral como en la pared de los vasos sanguineos
cerebrales. Ademds, en las placas aparecen otros componentes (Atwood et al.

2002). En la Figura 5 se muestra un dibujo original de A. Alzheimer.

Figura 5. Dibujo original de Alois Alzheimer de las placas seniles. Alois
Alzheimer realizé6 una serie de dibujos de las preparaciones histolégicas
procesadas con tincion de plata, en las que observé acumulaciones
extracelulares, que hoy en dia se conocen como placas seniles, formados
fundamentalmente por BA.

Los depdsitos de BA se dividen en placas neuriticas y placas difusas
(Dickson 1997; Selkoe 2001; Armstrong 2006):
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Placas difusas:

Son depdsitos extracelulares no fibrilares, también denominados placas
preamiloides. Son placas difusas o amorfas sin nicleo compacto. Se relacionan
con el parénquima cerebral y estn compuestas fundamentalmente por BA42
(Dickson 1997).

Placas neuriticas:

Son depdsitos extracelulares de aspecto filamentoso formados
principalmente por fibrillas de BA42, ademds de BA40 (Perl 2010). Asociadas a
estas placas aparecen neuritas distréficas inmunopositivas para Tau y células
de la microglia, mientras que la astroglia se localiza en la periferia (Streit et al.
2009). El tiempo de formacion de este tipo de placas es desconocido, ya que
pueden formarse gradualmente durante un largo periodo de tiempo, incluso
anos. Su famano oscila entre 10 y 120 um, mientras que la densidad es muy
variable. Algunos autores las subdividen en placas primitivas, (esféricas y sin
nUcleo compacto) que aparecen en zonas cercanas a los axones y las sinapsis,
y placas cldsicas (con nucleo amiloide denso, redondo y compacto y un halo
alrededor) que se asocian espacialmente a los vasos sanguineos (Armstrong
2006; Armstrong 1998).

Los principales componentes que conforman los tres tipos de placas

seniles se resumen a continuaciéon en la Tabla 1.

Tipo de placa Composiciéon molecular

APP truncada, BA42/43, ApoE, al-antiquimiotripsina, glicosaminoglicanos

PS Difi
ffusa sulfatados, factores del complemento (C1q, C3, C4)
PS Neuritica APP, BA42/43, ubiquitina libre y conjugada, antigeno A68 PHF, Tau
Primitiva fosforilada, cromogranina A, s100b.

eNUcleo: 3A42/43, factores del complemento, inmunoglobulinas,
PS Neuritica Clasica a2-macroglobulina, ApoE, antitripsina
eHalo: a-sinucleina, cromogranina A, PHF.

Tabla 1. Tipos y composicion de las placas seniles. Modificado de (Armstrong
2006).
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+ Acumulacién intracelular de B3-amiloide

En los afnos 80 cuando se identificd por primera vez la existencia de BA
en el interior celular, determindndose, ademds, que su presencia dentro de las
neuronas no era dependiente de la edad y que este depdsito solia estar ligado
a los ovillos neurofibrilares. Estudios mds recientes han determinado que la
mayoria del BA intraneuronal corresponde fundamentalmente al BA42 (Gouras
et al. 2000).

La acumulacién intracelular de BA en neuronas y astrocitos parece
tratarse de un acontecimiento temprano en la patogénesis de la EA. En este
sentido, se han detectado acUmulos intracelulares de BA en las células
piramidales del hipocampo y de la corteza entforrinal (D’ Andrea et al. 2002), las
regiones con afecciones patoldégicas mds evidentes, tanto en pacientes con
defectos cognitivos leves, propensos a la EA, como en modelos animales
transgénicos de la EA (LaFerla et al. 2007). Esta acumulaciéon de BA intracelular
se da incluso en individuos sanos. El empeoramiento del déficit cognitivo y la
formacidn de las PS conlleva un descenso en los niveles infraneuronales de BA
(Gouras et al. 2000). Ademds, es posible encontrar BA en el interior de células
microgliales, ya que forman parte del sistema regulador fagocitico que intenta
controlar los depdsitos extracelulares (Fu et al. 2014; Lai & MclLauring 2012; Lee
& Landreth 2010).

La acumulacién intracelular de BA se produce por dos motivos, uno de
ellos es que una vez sintetizado, no sea secretado vy, el segundo, que tras ser
secretado al exterior sea posteriormente recaptado hacia el interior celular
(Bayer & Wirths 2010; Oddo et al. 2006). Tal y como se ha resumido anteriormente
en el presente documento, la APP puede estar en la red trans del Golgi, en el
reticulo endopldsmico, sistema endosomo-lisosomal y en la membrana
mitocondrial ademds de en la plasmdtica, por lo que el BA puede formarse en
dichos compartimentos celulares y quedarse en el interior celular. También
cabe la posibilidad de que el BA secretado sea recaptado por la célula. En este
sentido, se han identificado transportadores especificos, como la subunidad
alfa 7 del receptor nicotinico de acetilcolina (a7nAChR), que posee dalta
afinidad por el BA 'y se internaliza tras su unidén (Wang et al. 2000). El receptor de
ApoE, denominado LDLR (receptor de lipoproteinas de baja densidad),

también contribuye a la internalizacion del BA, asi como los receptores NMDA.
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Parece existir un balance entre el amiloide infracelular y el extracelular, ya que
la eliminacion de BA extracelular con inmunoterapia reduce la cantidad de
amiloide infracelular (Oddo et al. 2006). Diversos autores han demostrado que
la aparicion de amiloide intraneuronal precede a la formacién de filamentos
pareados helicolidales formados por la proteina Tau hiperfosforilada, debido a
que el BA intracelular afecta a la funcidn mitocondrial y de los proteosomas,
aumentando los niveles de calcio intracelulares y provocando una disfuncion

sindptica, lo que facilita la hiperfosforilacion de Tau (LaFerla et al. 2007).
< Formas oligoméricas del B-amiloide

Hoy en dia se piensa que las placas amiloides no son el principal agente
causal de los problemas sindpticos o la pérdida neuronal, ya que no siempre el
numero de placas amiloides se correlaciona bien con la gravedad de la
patologia. Se ha descrito la existencia de formas tdxicas solubles de BA
oligomérico capaces de generar estos danos (Bayer & Wirths 2010). Estas formas
son capaces de difundir por el parénquima cerebral, provocando pérdida
sindptica y fallos cognitivos graves correlacionados con los niveles de BA
soluble. Los grandes agregados insolubles amiloides parecen estar rodeados

por un gran numero de oligbmeros mds pequenos y difundibles.

Actualmente, se cree que las formas oligoméricas solubles, mds
peguenas y difundibles serian las causantes de las danos mds tempranos de la
EA, incluso en momentos pre-sintomdticos (Haass & Selkoe 2007). Existen
multitud de tipos de amiloide oligomérico soluble. Los tipos de ensamblaje y sus

principales caracteristicas se resumen a continuacién en la Tabla 2.

Hoy en dia se conoce que los ADDLs (ligandos difundibles derivados del
BA) vy los oligbmeros solubles de bajo niUmero pueden inhibir el mantenimiento
de la potenciacion a largo plazo en el hipocampo e intervenir de forma rdpida

y reversible en la memoria.
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“Ensamblaje”

Caracteristicas Referencias
oligomérico
Intermediarios de la fibrilizacion del (Harper et al.
Protofibrillas (PFs) BA; ~150x2 nm; estructura de hojaB  1997; Walsh et al.
plegada 1999)
Estructuras tipo rosca con un (Bitan et al. 2003;
Estructuras anulares didmetro exterior de 8-12 nm y uno Lashuel et al.
interior de 2-2,5 nm 2002)
Hexameros, octdameros
. . . . . v (Lambert et al.
Ligandos difundibles dodecédmeros; sus niveles 1998 Gong et al
derivados del BA (ADDLs) correlacionan bien con el deterioro '2003? ’
cognitivo
3 (Lesné et al.
BA*56 Aparente dodecamero
2006)
; : Producidos por células en cultivo; (Walsh et al.
Monémeros, dimeros y .
; alteran la estructura y funcion 2000; Walsh et al.
trimeros solubles bA s
sinaptica 2002)

Tabla 2. Caracteristicas de los distintos estados de agregacion del BA. (Modificado de
(Haass & Selkoe 2007).

Ademds, los oligdbmeros solubles de BA pueden interferir en la
sefdlizaciéon de receptores como NMDA (N-metil-D-aspartato) o AMPA (alpha-
amino-3-hidroxi-5-metilisoazol-4-propionato) en la membrana sindptica (De
Felice et al. 2007), permitiendo el inicio de la respuesta LTP, pero no su
permanencia, debido a que la presencia de BA provoca la internalizacién de
los receptores NMDA mediante endocitosis (Haass & Selkoe 2007). Los
oligébmeros pueden inducir cambios en la membrana neuronal y glial, lo que
conlleva a la alteracién de las vias de sefalizacion, perturbacion de la
homeostasis del calcio, produccién de especies reactivas de oxigeno, provocar
cascadas inflamatorias y disfunciones mitocondriales (Rego & Oliveira 2003;
Mafttson 2000).

% Hipotesis de la cascada amiloide

El descubrimiento del BA como principal componente de las placas
seniles permitié formular la hipdtesis de la cascada amiloide. Esta teoria
propone que el depdsito de BA es el evento inicial de la EA, provocando la

formacién de los ovillos neurofibrilares, la muerte celular vy, finalmente,
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demencia (Beyreuther & Masters 1991; Hardy & Allsop 1991; Hardy & Higgins
1992; Selkoe 1991).

En la Ultima década, la hipdtesis de la cascada del BA se ha modificado
de manera que se postula que cambios graduales en el estado estacionario
del BA, debidos a cambios en su metabolismo, provocarian el inicio de la
cascada amiloide, ya sea por sobreproduccién de BA42, incrementando la
proporcién BA42/BA40 o por falta de degradacién del mismo. Este incremento
favoreceria la formacién de oligbmeros de BA42 que acabarian formando
placas difusas. Ello provocaria la activacion de la respuesta inflamatoria
(astroglia y microglia) en el momento de la formacién de las placas
extracelulares, dando lugar a la pérdida de las espinas sindpticas y neuritas
distréficas. Con el tiempo se genera estrés oxidativo y se ve afectada la
homeostasis neuronal. Posteriormente, estos cambios neuronales provocarian
danos en el fransporte axonal y que la actividad fosfatasa de las quinasas
estuviera alterada, provocando la hiperfosforilaciéon de la proteina Tau v,
consecuentemente, la formaciéon de ovillos neurofibrilares. Esto a su vez,
conllevaria alteraciones en la funcién sindptica, sutiles en un inicio, pero cada
vez mds graves y permanentes. Finalmente, la cascada terminaria con la
muerte neuronal masiva y un estado de demencia progresivo (Selkoe & Hardy

2016). Esta hipdtesis se esquematiza en la Figura 6.

24



O Incremento niveles de BA,
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Figura 6. Eventos moleculares que constituyen la Hipotesis de la cascada
amiloide. Modificado de (Selkoe & Hardy 2016).

% B-Amiloide 25-35

Dentro de los fragmentos de BA estudiados, el undecapéptido BA25-35
representa el fragmento mds corto de BA procesado in vivo por proteasas
cerebrales (Kubo et al. 2002). Este péptido es el fragmento mds corto capaz de
formar grandes fibrillas con estructura de hoja-B8 y que retiene toda la
neurotoxicidad del BA completo (Stepanichev et al. 2006; Tickler et al. 2005;
Mafttson et al. 1997; Lau et al. 2003). Por ello se considera al BA25-35 como el
dominio funcional del BA, responsable de sus propiedades neurotdxicas
(Stepanichev et al. 2006; Stepanichev et al. 2003; Stepanichev MYu et al. 1998;
Stepanichev et al. 2005; Limén et al. 2009)

Estructuralmente puede dividirse en dos dominios: uno hidrofilico, que
contiene el sitio de plegamiento en B, y ofro hidrofébico, necesario para una
agregacion estable (Millucci et al. 2010). La estructura se muestra en la Figura
7.
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Estudios in vitro han mostrado que, a diferencia del péptido completo,
el fragmento 25-35 no requiere de envejecimiento para llegar a ser toéxico (Pike
et al. 1995), y forma fibras inmediatamente fras su disolucion (Hensley et al.
1994).

In vivo, el BA25-35 se encuentra en neuronas del subiculo y corteza

entorrinal de cerebros de pacientes con EA.

El BA25-35 se acumula en cerebros de pacientes en forma racémica
(de L a D-Ser%). Se ha sugerido una conversién in vivo de [D-Ser?] BA40 a
fragmentos téxicos como el [D-Ser26] BA25-35, lo que provoca una drdstica
pérdida neuronal en la caopa CAl del hipocampo al potenciar la
excitotoxicidad (Kubo et al. 2002; Kubo et al. 2003).

25 28,.29 35
\ /\ /
Dominio Dominio
Hidrofilico Hidrofébico
Sitio de Necesario para la
plegamiento agregacion estable
enp

Figura 7. Estructura del péptido BA25-35. Cadena de aminodcidos y dominios
estructurales del péptido amiloide 25-35, que se considera el dominio funcional
del BA. Modificado de (Millucci et al. 2010).

La proteina Tau es un fosfolipopéptido que se encuentra asociado alos
microtUbulos del citoesqueleto, cuya funcion es estabilizar los microtUbulos y
favorecer su oligomerizacién, por lo que es critica para la supervivencia celular,
ayudando a mantener la estructura interna de la célula. Cuando se produce
una hiperfosforilacién andémala de esta proteina, los microtUbulos del
citoesqueleto se desorganizan y la proteina Tau al ser insoluble tiende a
agregarse formando filamentos apareados helicoidales (PHF), los cuales forman
finalmente los ovillos neurofibrilares (NFT o tangles) intracelulares caracteristicos
de la enfermedad de Alzheimer (Figura 8). La hiperfosforilacion de Tau se

produce en las neuronas con degeneracion neurofibrilar y en las neuritas
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distréficas alrededor de los depdsitos amiloides, dando lugar a placas neuriticas
(Li et al. 2016). Tau tiene 79 residuos de serina y tfreonina que son sensibles a la
fosforilacién por enzimas quinasas, como son principalmente la proteina
quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5), la quinasa glucégeno sintasa 3 (GSK-
3). las protein fosfatasas PP-1y PP-2A y otras serintreonin proteina-quinasas (Lee
et al. 2001; Igbal & Grundke-Igbal 2008). Debido a la presencia de NFTs
infracelulares formados por la proteina Tau hiperfosforilada, la EA se considera
una taupatia, término que agrupa distintas enfermedades con depdsito
anormal de Tau altamente fosforilada en neuronas y en células gliales. Ademds
de la EA, existen otras taupatias como son la enfermedad de Pick, la pardlisis
supranuclear progresiva, la degeneracién cértico-basal, la enfermedad de los
granos argiréfilos y otras taupatias ligadas a mutaciones en el gen de Tau, como

la demencia fronto-temporal (Lee et al. 2001).

Figura 8. Dibujo original de Alois Alzheimer de los ovillos neurofibrilares. Alois
Alzheimer realizé una serie de dibujos de las preparaciones histolégicas
procesadas con tincién de plata, en las que observé acumulaciones
intraneuronales en forma de hilos o maraias, que actualmente se conocen como
ovillos neurofibrilares formados por la proteina Tau hiperfosforilada.

Se sabe que la existencia de grandes cantidades de BA, asi como el
estrés oxidativo en las células o cambios en la transduccién de senales, pueden
provocar una desregulacién en la actividad de las serin-treonin quinasas que
fosforilan a Tau, provocando su hiperfosforilacion y la generacién de los ovillos

neurofibrilares. Sin embargo, no todo el Tau hiperfosforilado forma PHF, ya que
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mds de un 40% permanece en el citosol sin agregarse. La formacion de ovillos
provoca una degeneracién del transporte axonal, lo que conlleva una pérdida
sindptica, generacién de neuritas distroficas y la muerte neuronal (Igbal &
Grundke-lgbal 2008).

El aumento en la expresion y fosforilacion de Tau con la edad no afecta
al inicio ni al progreso de la patologia amiloidead, ya que el procesamiento y
posterior acumulaciéon de BA se produce de forma mds temprana en el
desarrollo de la enfermedad que la formacién de NFTs (Nisbet et al. 2015; J Gotz
et al. 2001; Lewis et al. 2001). Ademds, la existencia de mutaciones en Tau
provoca neurodegeneracién en ausencia de acumulacion de BA, sugiriendo
que la generacién de NFTs no provoca un aumento en los niveles de BA,
corroborando la hipétesis de la cascada amiloide, siendo el BA el que favorece

la formacién de ovillos neurofibrilares (Oddo et al. 2007).

El BA es una potfente “toxina” mitocondrial que afecta de forma
especial al pool mitocondrial sindptico (Mungarro-Menchaca et al. 2002). Asi,
la exposicion al BA inhibe enzimas clave mitocondriales tanto en el cerebro
como en mitocondrias aisladas (Bolanos et al. 2009). Una de las mds atacadas
es la Citocromo C Oxidasa o complejo IV de la cadena de transporte de
electrones (CTE). Se ha sugerido que la disfuncién mitocondrial en la EA podria
explicarse, al menos en parte, por la inhibicion de la actividad enzimdtica de la
Citocromo C Oxidasa por unidn del BA1-42 a la subunidad 1 de dicha enzima
(Hernandez-Zimbron et al. 2012). De esta manera, la cadena transportadora de
electrones, la produccion de ATP, el consumo de oxigeno y el potencial de
membrana mitocondrial se ven afectados (Chen & Yan 2007; Bolanos et al.
2009).

La disfuncidn mitocondrial es una caracteristica prominente vy
tfemprana en la EA, de manera que casi la totalidad de las funciones
mitocondriales se ven deterioradas en esta enfermedad (Schmitt et al. 2012),

como se describe a continuacion.

eMetabolismo energético reducido. La reduccién del metabolismo energético

en el cerebro enfermo es una de las anomalias mejor documentadas en la EA.
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De hecho, el bajo metabolismo glucolitico y su declive se consideran una
herramienta Util para monitorizar cambios en la cognicién y funcionalidad en la
EA y MCI, empledndose cada vez mds para ayudar al diagndstico y predecir el
futuro deterioro cognitivo (Marcus et al. 2014; Bolanos 2016).

eAlteraciéon de enzimas mitocondriales. Se ha demostrado que varias enzimas
del metabolismo oxidativo, entre ellas el complejo a-cetoglutarato
deshidrogenasa, el complejo piruvato deshidrogenasa y la citocromo ¢ oxidasa
(Caspersen 2005), ven reducida su expresion y/o actividad en la EA (Querfurth
& Laferla 2010). Durante la fosforilacién oxidativa, los transportadores de
electrones liberan energia que conduce a la formacién de ATP. Se ha descrito
que el BA podria inhibir la respiracién mitocondrial interaccionando con la
subunidad a de la ATP-sintetasa, causando una disminucidn en los niveles de
ATP (Schmidt et al. 2008). Esta alteracion se ha correlacionado de forma
significativa tanto con el estado clinico del paciente como con el niUmero de
placas seniles (Schmidt et al. 2008).

eAlteracion en la homeostasis del Ca?*. Las mitocondrias son almacenes
infracelulares de Ca?* citosdlico, que internalizan principalmente por uniporte y
liberan mediante intercambiadores Na*/Co?t o H*/Ca?". Incrementos
anormales de Ca?* citosdlico conllevan un rdpido cumulo del catién en la
mitocondria, hecho especialmente importante en el SNC dada la funcién del
Ca?t en la neurotransmision, plasticidad a corto y largo plazo y regulacion de la
transcripcién génica (Berridge 1998; Xia & Storm 2005; LUscher & Malenka 2012).
Adicionalmente, la pérdida de la homeostasis del Ca?* puede potenciar
excitotoxicidad, un fendmeno intimamente ligado a  procesos
neurodegenerativos. Las mitocondrias no funcionales contribuyen a la pérdida
de homeostasis del Ca?* intracelular. De hecho, se ha observado una mala
gestion del catién en células periféricas de pacientes con EA. Ademds, existen
evidencias indirectas que sugieren un elevado Ca?* intracelular en cerebros de
pacientes debido a que la quinasa dependiente de calmodulina y las
calpainas estdn elevadas en neuronas vulnerables de forma temprana en el
proceso de la enfermedad (Green & LaFerla 2008; Bojarski et al. 2008; Woods &
Padmanabhan 2012).

eDNA mitocondrial (mtDNA). Estd descrito que la presencia de BA incrementa
los niveles de radicales libres directa o indirectamente. El miDNA, debido a su

localizacién (en la principal fuente de ROS en la célula) y a su carencia de
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histonas e infrones, es especialmente sensible al efecto de las especies reactivas
de oxigeno (ROS) generadas por el BA. Las mutaciones producidas al mismo por
el dano oxidativo llevardn a la generacién de proteinas de la cadena de
fransporte electrénico alteradas, lo que amplificard la produccidn de radicales
libres y terminard por desencadenar la muerte celular (Bozner et al. 1997; Spuch
et al. 2012). En presencia de BA, la ABAD (AB-binding alcohol dehydrogenase,
una enzima intracelular presente en la matriz mitocondrial) incrementa la
fragmentacion del miDNA inducida por el BA (Lustbader et al. 2004).
ePotencial de membrana mitocondrial (AWm). El AWm puede verse reducido
por multiples mecanismos, incluyendo la deficiencia de sustratos oxidables por
la mitocondria, un blogqueo en la respiraciéon y por oxidacién de proteinas de la
CTE, como el Complejo |, que es el mds sensible a la oxidacién (Aimeida &
Bolanos 2001; Garcia et al. 2005). El Complejo | oxidado ROS altera tanto el flujo
de protones como de electrones, lo que conduce a la despolarizacion de la
mitocondria. Ademds, el BA interacciona de forma directa con la Ciclofilina D
(CypD), un componente del Poro de Permeabilidad Transitoria mitocondrial
(PTP) que se une a la Ciclosporina Ay vuelve los canales mds sensibles al Ca?*
(Casley et al. 2002; Du et al. 2008). Ademds, el BA intramitocondrial bloquea la
entrada a la mitocondria de proteinas codificadas en el nicleo, de manera
que el AWm se ve reducido (Sirk et al. 2007).

eVia apoptdtica. El BA induce proteinas que se activan con estrés ademads de
p53, las cuales se relacionan con la apoptosis. Ademds, la apertura del PTP
conduce ala activacién de caspasas (Y. Zhang et al. 2002). La mitocondria estd
posicionada en el centro de la via intrinseca de la apoptosis, y muchos
elementos de dicha via estdn alterados o activados en el cerebro de la EA
(Wang & Youle 2009).

eDindmica mitocondrial alterada. Las mitocondrias son orgdnulos altamente
dindmicos que experimentan continuamente eventos de fusion vy fisibn que
regulan la morfologia, distribucién y nUmero de mitocondrias. En neuronas
tratadas con BA se han hallado incrementada la expresidon de genes de fision
(Drp1 y Fis1) y disminuidos los de fusidn (Mfn1, Mfn2 y Opal). Estudios de
microscopia electrénica en neuronas tratadas con BA se ha evidenciado un
aumento de la fragmentacion mitocondrial asociada a una fisibn excesiva. A

su vez, estos cambios dan lugar a modificaciones en la morfologia mitocondrial,
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encontrédndose mitocondrias mds grandes y redondeadas en la EA (Wang et al.
2008).

Estas alteraciones en la funcién mitocondrial se esquematizan a

continuaciéon en la Figura 9.

B-Amiloide o

Disminicién del potencial
O de membrana mitocondrial

Alteracion en la homeostasis
del Calcio

Figura 9. Eventos principales que conducen a la disfuncion mitocondrial en la EA. El BA
induce la reduccion del metabolismo energético y altera proteinas mitocondriales, de manera
que se produce un exceso de ROS que dafa el mtDNA. A su vez se ve reducido el potencial
de membrana, lo que favorece la pérdida de capacidad tamponadora de calcio, asi como la
salida del citocromo c y la activacion de la apoptosis intrinseca. Asimismo, la dindmica
mitocondrial se encuentra alterada, de manera que se favorece el proceso de fusidén
mitocondrial.

1.2.3.- Pérdida neurondl y sinc'lp’rica en la Enfermedad de
Alzheimer

La pérdida neuronal y sindptica en la corteza cerebral y en el
hipocampo es la causa principal del declive cognitivo en la EA, tal y como
demuestran varios estudios en humanos (Masliah et al. 1989; Masliah et al. 1991;
Terry et al. 1991; Serrano-Pozo et al. 2011) y en modelos animales (Shankar &
Walsh 2009).
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Se ha descrito que algunas dreas del cerebro son especialmente
vulnerables a los procesos neurodegenerativos de la EA, de manera que
podrian manifestar disfuncidén neuronal desde las primeras etapas de la
enfermedad. Asi, la pérdida neuronal es especialmente prominente en el
hipocampo, fundamentalmente en la regién CAl y en la corteza cerebral,
pérdida que va aumentando conforme la enfermedad progresa (Brun &
Englund 1981).

La pérdida neuronal se manifiesta primeramente en el Idbulo temporal
medial (Scahill et al. 2002). La corteza entorrinal es la primera zona en afectarse,
seguida del hipocampo, la amigdala y el parahipocampo (Lehericy et al. 1994;
Chan et al. 2001; Dickerson et al. 2001; Killiany et al. 2002).

A pesar de que la pérdida neuronal es una caracteristica de la EA, los

mecanismos por los cuales ocurre no estdn del todo bien establecidos.

Apoptosis en la Enfermedad de Alzheimer
Se han observado incrementos en la muerte neuronal por apoptosis
tanto en la forma esporddica como en la genética de la EA (Eckert, Marques,
et al. 2003). La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que estd por
la familia de proteinas Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) regulada por la activacion de
varias cisteinil-aspartato proteasa o caspasas. La apoptosis puede estariniciada
por el estrés oxidativo, dafo en el DNA, desequilibrio en la homeostasis del Ca?*
o estrés del reficulo endopldsmico (Culmsee y Landshamer, 2006). Las dos vias
por las que puede iniciarse la apoptosis son (1) la infrinseca o mitocondrial y (2)
la extrinseca o mediada por receptor.
1) La via intrinseca o mitocondrial se inicia en la mitocondria. Estd regulada
por la familia de proteinas Bcl-2, dentro de la cual unos miembros son anti-
apoptoéticos (Bcl-2, Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large)) y otros son
proapoptdticos multidominio (Bax (Bcl-2 associated X protein) y Bak (Bcl-2
homologous antagonist killer)) o de tipo “BH3-only” (Bim (Bcl-2-like protein
11), Bid (BH3 inferacting-domain death agonist), Bad (Bcl-2-associated death
promoter protein)). Las proteinas BH3-only activan a las proapoptdticas

multidominio, capaces de generar un poro en la membrana mitocondrial,
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mientras que las anti-apoptdticas inhiben la formacién del poro. La
formacion del poro mitocodrial permite que el citocromo ¢ retenido en el
interior de la mitocondria se libere al citoplasma, donde formard complejo
conla procaspasa-9, que se activard y junto con APAF1 (apoptosis protease-
activating factor-1), forman el apoptosoma, que corta a la procaspasa-3,
generando caspasa-3 activada, que es la caspasa efectora (Taylor et al.
2008; Aimeida 2013).

Existen numerosas evidencias de la activacién de la via intrinseca o

mitocondrial de la apoptosis en la EA. En este sentido, se ha demostrado la
implicaciéon de la familia Bcl-2 en la progresion de la apoptosis en la EA. Asi,
se ha observado una disminucién en la proteina anti-apoptdtica Bel-2 en
neuronas humanas (Paradis et al. 1996) a la par que un incremento en los
niveles de proteinas pro-apoptdticas Bax y Bak en cerebros de pacientes
con EA (Kitamura et al. 1998) y en neuronas humanas en cultivo (Paradis et
al. 1996), aunque el mecanismo es aln desconocido. Este balance a favor
de las proteinas pro-apoptdticas conlleva una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial y liberacién de citocromo ¢ al citosol (T. Liu et al.
2013). También existen evidencias de la activacion de caspasa 9 (Sun et al.
2011) y caspasa 3 tanto en neuronas primarias expuestas a BA (Sun et al.
2011) como en cerebros de pacientes con EA (Louneva et al. 2008).
2) La via extrinseca o de receptores de muerte se inicia con la unién a
receptores de muerte de membrana (Fas y TNFR (fumor necrosis factor
receptor) con sus ligandos. Se inicia una cascada infracelular de eventos en
la que se activan las caspasas iniciadoras de la apoptosis, como la caspasa-
8y 10 que, asu vez, activan ala caspasa-3, de naturaleza efectora, llevando
a fin el proceso apoptdtico (Taylor et al. 2008).

Al igual que en el caso anterior, también existen evidencias de la
implicacién de esta via en la EA. Asi, se ha observado una sobreexpresién
de TNFR en células periféricas de pacientes de EA (Perry et al. 2001).
Ademds, se ha detectado activacion de la caspasa 8 en presencia de Fas
en cerebros de pacientes con EA tanto en corteza como en hipocampo
(Yew et al. 2004).

A continuacién, en la Figura 10 se muestra la manera en la que los

distintos elementos de ambas vias se ven afectados en la EA.
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Figura 10. Afectacion de los distintos elementos que conforman las vias
intrinseca y extrinseca de la apoptosis en la EA.
Excitotoxicidad en la Enfermedad de Alzheimer
La excitotoxicidad es un fendmeno patolégico que ocurre de forma
particular en las neuronas por sobreestimulacion de receptores NMDA y AMPA
de glutamato. Esta excesiva estimulacién conlleva la entrada masiva de Ca?*
en la neurona que activa una serie de enzimas, incluyendo las fosfolipasas, las
endonucleasas, y proteasas tales como la calpaina, que, a su vez, activan
distintas vias de sefalizacién molecular implicadas en daio y muerte neuronal.
Se ha relacionado la acumulacién de BA con incrementos en la
sensibilidad de las neuronas a sufrir excitotoxicidad (Olney et al. 1998) ademds
de con la excesiva estimulacion de receptores NMDA (Miguel-Hidalgo et al.
2002). Adicionalmente, se ha sugerido que este fendmeno adquiere mayor

importancia en etapas tardias de la enfermedad (lkonomovic et al. 1999).

Avutofagia en la Enfermedad de Alzheimer

El término autofagia se refiere a un proceso catabdlico mediante el
cual componentes celulares, orgdnulos y proteinas mal plegadas son
degradados en lisosomas para su reciclaje (Klionsky et al. 2011; Levine &
Kroemer 2008). La autofagia se inicia mediante la formacién de vesiculas con

doble membrana, denominadas autofagosomas, que  secuestran
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componentes celulares en un ambiente degradante. Los autofagosomas son
transportados entonces a través de microtibulos hacia la regién perinuclear
(que contiene la concentracién mds elevada de lisosomas), donde se fusionan
con lisosomas para formar autolisosomas. En estas estructuras, los materiales
capturados, asi como la membrana interna, son degradados por encimas
lisosomales (Levine & Kroemer 2008). En estudios de microscopia electrénica en
pacientes con EA se ha observado, en neuritas distréficas asociadas a placas
amiloides, la acumulacién de vacuolas autofdgicas (VAs). Este descubrimiento
supuso la primera evidencia de la participacién de la autofagia en la
patogénesis de la EA (Nixon et al. 2005). Al contrario que en cerebros sanos, en
los que la presencia de VAs apenas es detectable, la abundancia de VAs en
pacientes y en modelos animales de EA parece indicar que una protedlisis
lisosomal autofdgica alterada podria ser la causa de la acumulaciéon

patolégica de proteinas en la EA (Liang & Jia 2014).

Son muchos los estudios que sugieren que las sinapsis y las dendritas, las
especializaciones a través de las cuales las neuronas reciben y envian sefales,
son particularmente vulnerables a la EA. La plasticidad sindptica es la
capacidad de las sinapsis para reforzar o debilitar el contacto entre dos
neuronas como respuesta al incremento o disminucion de la actividad de las
mismas, proporcionando la base para los distintos tipos de memoria vy
aprendizaje. Los fipos de plasticidad sindptica son la potenciacion (LTP) vy la
depresion (LTD) a largo plazo. Actualmente se reconoce que los efectos que se
producen en la plasticidad sindptica son la base del declive cognitivo que se

produce en la EA (Koffie et al. 2011).

Los oligbmeros de BA se pueden embeberse en las membranas lipidicas
(Canale et al. 2013; Yates et al. 2013) formando poros amiloides anulares y
canales idnicos de membrana que inducen cambios aberrantes en el
citoesqueleto de las espinas dendriticas (Lee et al. 2014; Arispe 2004; Lacor et
al. 2007). Ademds, la localizacion de estos oligdmeros en la sinapsis implica la
activacion de muchos receptores tales como los receptores de glutamato
NMDA y AMPA, el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) y el de la
neurotfrofina p75 (p75NTR), seguido de la agrupaciéon aberrante de receptores

metabotrépicos de glutamato (MGIUR5). Todo ello conduce a la pérdida
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neuronal y el fallo de LTP (Walsh et al. 2002). En particular, la activacién de
receptores NMDA y AMPA por oligdbmeros solubles de BA desencadena la
disfuncion mitocondrial mediada por Ca?t y la disminucién de niveles de la
proteina quinasa Il (CaMKIl) dependiente de Caz*/Calmodulina en las sinapsis.
Estos eventos de acompanan de una pérdida dramdtica de proteinas

sindpticas como son la PSD-95, dinamina-1 y sinaptofisina (Sivanesan et al. 2013).

La pérdida de sinapsis y de espinas dendriticas observada en cultivos
neuronales expuestos al BA y en cerebros de modelos transgénicos de EA es
desproporcionada respecto a la pérdida neuronal, y es el hecho que mejor
correlaciona con el declive cognitivo en pacientes con EA (Palop et al. 2006;
DeKosky & Scheff 1990; Lue et al. 1999; Bayer & Wirths 2010). En estos modelos la
degeneracién va precedida por fallos en la actividad sindptica y por actividad
aberrante en las red (Palop & Mucke 2010; Marchetti & Marie 2011), sugiriendo
que esta disfuncién sindptica es una manifestacién temprana de la EA y que

contribuye a su progresion.

Los principales eventos responsables de la disfuncidn sindptica en la EA

se esquematizan a continuacién en la Figura 11.
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Figura 11. Eventos principales que conducen a la disfuncion sindptica en la
EA. Las moléculas de BA pueden actuar sobre las membranas neuronales tanto
provocando malformaciones en las mismas, como actuando sobre receptores
de membrana, lo que lleva a la pérdida de sinapsis y espinas dendriticas con el
consiguiente deterioro cognitivo en la EA.
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1.3.- GENETICA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La susceptibilidad conferida por multiples genes y por las posibles
interacciones entre ellos influye en el riesgo de padecer EA. De este modo,
debido a la fuerte base genética de la EA, algunos autores la han definido
como una enfermedad genética. Tal es asi que estudios demuestran que la
genética juega un papel importante en hasta el 80% de los casos de EA (Gatz
et al. 2006; Tanzi 2012; Lambert et al. 2013; Bettens et al. 2013). Asi, detrds de la
edad avanzada, la historia familiar es el segundo gran factor de riesgo para la
EA. La EA se considera una enfermedad genética dicotémica que presenta dos
formas: la forma temprana o familiar de la enfermedad (Early Onset-Familial
Alzheimer’s Disease, EO-FAD) que se caracteriza por una herencia de tipo
mendeliana, y la forma tardia o esporddica (Late Onset AD, LOAD), sin un

patrén de herencia definido (Tanzi 2012; Bettens et al. 2013).

La EA familiar se diagnostica en familias con mds de un miembro que
sufre AD. Generalmente, los casos familiares son de comienzo temprano (antes
de los 65 anos), aunque se han descrito casos de comienzo tardio (Bekris et al.
2010). La forma familiar se debe, en su mayoria, a mutaciones raras y altamente
penetrantes en uno de estos fres genes principales: APP, PSENT y PSEN2

(Presenilina 1y 2 respectivamente) (Cacace et al. 2016).

La mayoria de mutaciones en el gen de la APP se localizan en los
exones 16 y 17, bien en la zona de corte de la a-secretasa, en la zona central
de la regidon amiloide o en la zona de corte de la y-secretasa (Weggen & Beher
2012). Estas mutaciones dan cuenta Unicamente del 9% de los casos familiares

de EA (AD mutation database; http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/).

La mayoria de casos familiares de EA estd causada por mutaciones en
los genes PSEN1 y PSEN2, los cuales poseen una estructura muy similar y
codifican proteinas con alta homologia: la Presenilina 1y la Presenilina 2. Ambas
proteinas forman parte del complejo enzimdtico y-secretasa, responsable del
segundo corte de la APP (Rogaev et al. 1995; Sherrington et al. 1995; Levy-Lahad
et al. 1995; Bekris et al. 2010). En la Tabla 3 se muestran las mutaciones en estos

genes implicados en la etiopatogenia de la EA.
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Fenotipo Edad de

Gen Proteina Cromosoma Mutaciones R
molecular comienzo
Incrementa la
Proteina producciéon y
APP precursoa 21921 24 agregacion 39-67
amiloide deBAvyel
ratio fA42/40
PSENT  Presenilina 1 14624 185 Incrementael o 2
ratio BA42/40
- Incrementa el
PSEN2 Presenilina 2 1931 14 ratio BA42/40 39-85

Tabla 3. Genes y sus mutaciones implicados en el desarrollo de Enfermedad de Alzheimer
precoz. (Tanzi 2012)

La forma tardia o esporddica de la EA es la mds comun, y se caracteriza
por una edad de comienzo superior a los 65 anos. En la forma esporddica se ha
observado un complejo patrén de herencia en el cual los factores genéticos
frabajan conjuntamente con factores ambientales para determinar el riesgo de
sufrir EA.

Se sabe que polimorfismos génicos comunes tienen influencia sobre la
susceptibilidad a padecer LOAD aproximadamente en el 50% de los casos. Sin
embargo, hasta el momento la Unica variante génica considerada como un
factor de riesgo establecido para LOAD es el alelo 4 del gen de la

apolipoproteina E, localizado en el cromosoma 1913 (Strittmatter et al., 1990).

A partir del establecimiento del alelo 4 como factor genético de riesgo,
se han analizado posibles asociaciones de cientos de genes con la EA. Durante
los Ultimos anos, la estrategia mds comiUn para encontrar nuevos genes
candidatos para el riesgo de sufrir EA ha sido el estudio de asociacién del
genoma completo (GWAS). Asi, se han idenfificado mds de 20 loci de
susceptibilidad. La relacién entre dichos loci y la progresion de la demencia no
se ha estudiado exhaustivamente, poniendo de manifiesto la necesidad de
emplear ofras estrategias para identificar mds genes implicados en las
manifestaciones patoldgicas de la EA (Wang et al. 2015). En la Tabla 4 se
muestran los genes asociados a un aumento del riesgo de padecer EA vy el

mecanismo responsable de dicho riesgo.
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Fenotipo molecular
Gen SNP Localizacion Incremento l

del riesgo propuesto
rs429358 Eliminacion de BA;
APOE 19913 400-1500 e (R
rs7412 metabolism lipidico
CD33 rs3865444 19g13.3 10 Eliminacion de BA
CLU rs11136000 8p21.1 10 Eliminacion de BA
CR1 rs3818361 1932 15 Eliminacién de BA

Produccion y
PICALM rs3851179 11q14 15 eliminacion de BA;
sefalizacion celular

Produccion y
BIN1 rs744373 2q14 15 eliminacion de BA;
sefalizacion celular

Metabolismo lipidico,

ABCA7 rs3764650 19p13.3 20 e W
CD2AP rs9349407 6p12.3 10 Sefializacion celular
EPHA1 rs11767557 7934 10 Sefializacion celular
ADAM10 rs2305421 15g21 10 Produccion de BA

Tabla 4. SNPs (single nucleotide polymorphisms) asociados con el riesgo de padecer EA
esporddica y su mecanismo patogénico propuesto. Adaptado de (Tanzi 2012).

La apolipoproteina E es una glucoproteina plasmdtica implicada en el
transporte de colesterol y otros lipidos en los diferentes tejidos. Es la principal
apolipoproteina que se encuentra en el tejido cerebral, fundamentalmente en
las células de la glia, interviniendo en los procesos de crecimiento vy
regeneracion del tejido nervioso durante su desarrollo y tras diferentes tipos de
lesiones, asi como en el metabolismo del BA cerebral (Bu 2009). El gen humano
APQOE contiene varios SNPs distribuidos a lo largo del gen (Nickerson et al. 2000).
Dos SNPs en el exdn 4 (rs429358: de Timina a Citosing; rs7412: de Citosina a
Timina) dan lugar a tres haplotipos APOE que codifican tres isoformas proteicas
distintas: ApoE2, ApoE3 y ApoE4 que difieren en los aminodcidos de las

posiciones 112 y 158. Estas diferencias alteran profundamente la estructura y
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funcién de la ApoE (Mahley et al 2006). En la Tabla 5 se muestra la frecuencia

alélica poblacional de las distintas variantes polimorficas.

aminoacido aminoacido %enla
Alelo APOE rs429358 rs7412 ..
112 158 poblacion
€2 TCG Cys TCG Cys 5-10
€3 TCG Cys CGC Arg 70-80
€4 CGC Arg CGC Arg 10-15

Tabla 5. Polimorfismos de la ApoE que dan lugar a las distintas variantes y su frecuencia en
la poblacion. (Robert W Mahley & Huang 2012)

En humanos existen tres genotipos homocigdticos (APOE2/2, E3/3 and
E4/4) y tres heterocigotos (APOE3/2, E4/3 and E4/2). La frecuencia de los alelos
en la poblacién mundial es de 8,4%, 77,9% y 13.7% para ApoE2, ApoE3 y ApoE4
respectivamente. Sin embargo, la frecuencia del alelo E4 incrementa
dramdticamente (~40%) en pacientes con EA (Farrer et al. 1997). El alelo 4 no es
ni necesario ni suficiente para provocar la enfermedad, pero actia como un
factor de riesgo genético que disminuye la edad de comienzo de la EA de
manera dependiente de su concentracion, tanto en la forma esporddica de la
enfermedad como en la familiar de comienzo tardio (Corder et al. 1993;
Saunders et al. 1993). Asi, el alelo 4 tiene un importante efecto “dosis"”-
dependiente en el riesgo y edad de comienzo de la EA de manera que segun
aumenta el nUmero de alelos E4 de 0 a 2, el riesgo aumenta del 20 al 90%,
mientras que la edad de comienzo disminuye de los 84 a los 68 anos (Corder et
al. 1993; C.-C. Liu et al. 2013).

Para poner en conjunto los distintos genes cuyas mutaciones o
polimorfismos estdn relacionados con la EA, en la Figura 12 se muestra de
manera esquemdatica la contribucion como factor causal o de riesgo de cada

uno de los genes mencionados en la presente memoria.
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Figura 12. Genes que contribuyen al riesgo de desarrollar EA. El esquema muestra
genes cuyas variantes influyen en el riesgo de padecer EA. Los distintos genes se han
clasificado en funcién de (1) la contribucidn al riesgo, (2) la frecuencia poblacional y
(3) el mecanismo por el cual modifican el riesgo. Modificado de (Scheltens et al. 2016).

2.- p53

La proteina supresora tumoral p53, producto del gen Tp53, se descubrid
en 1979 como una proteina de 53 kD unido al antigeno T SV40 grande en
tumores y células transformadas, por lo que se postuld como un oncogen (Lane
and Crawford, 1979, Linzer and Levine, 1979).

Esta proteina, también conocida como ‘“guardidn del genoma”
desempena importantes y diversas funciones celulares, como son el control del
ciclo celular, senescencia y apoptosis, entre otras. Es por ello que sus niveles
infracelulares estdn sujetos a una estrecha regulacion. Asi, en condiciones
fisioldégicas, la proteina p53 se encuentra en niveles muy bajos, con una vida
media breve (~5-20 minutos), debido fundamentalmente a la degradacion via
proteasoma tras su poliubiquitinacion por la E3-ubiquitina ligasa MDM2. No
obstante, en condiciones de estrés celular, p53 se estabiliza por modificaciones

post-traduccionales, de manera que se incrementa su vida media y se acumula
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en elinterior de la célula provocando, en muchos casos, la muerte celular (Lavin
& Gueven 2006).

2.1.- ESTRUCTURA DE p53

La proteina p53 es un factor de transcripcion inducible por estrés,
bioldgicamente activo en forma de homo-tetrdmero, de manera que contiene
4 x 393 residuos de aminodcido (Chan et al. 2004). La proteina p53 se estructura

de la siguiente forma:

«El Dominio de Activacidn Transcripcional o TAD (residuos del 1 al 62) de
p53 se encuentra en el extremo N-terminal y es esencial para la actividad
franscripcional de p53. EITAD conecta el reconocimiento de los genes diana
con su expresion mediante unién directa a co-activadores y componentes
de la maquinaria transcripcional. Este dominio puede a su vez subdividirse
en TAD1 y TAD2. El TAD2 parece esencial para la activacion franscripcional
de varios genes pro-apoptdticos.

eA confinuacién se encuentra el Dominio Rico en Prolina o PRD (residuos
63-94) (Joerger & Fersht 2010). Este dominio es esencial para la actividad pro-
apoptdticay supresora del crecimiento mediada por p53 (Harms et al. 2005).

eLos residuos 94-292 forman el Dominio de unién al DNA o DBD, y confieren
a la proteina p53 su capacidad de unidn al DNA. El DBD es responsable del
reconocimiento y unidén de p53 a sus DNA duplex diana de manera
secuencia-especifica.

El Dominio de Senalizacién de Localizacion Nuclear o NLS (residuos 316-
324) regula la entrada de p53 al nicleo.

eL0s residuos 325-355 estdn involucrados en la tetramerizacion de p53, la
cual es esencial para su actividad in vivo (Chan et al. 2004).

oEl Dominio C-terminal o CTD estd formado por los residuos 356-393, lleva
a cabo importantes funciones reguladoras y es responsable de la
modulacién a la baja de la unidén a ADN del DBD (Harms et al. 2005; Joerger
& Fersht 2010).

Esta estructura se esquematiza en la figura 13.
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Figura 13. Organizacion estructural de la proteina p53. El esquema muestra los
distintos dominios estructurales de la proteina p53.

La proteina p53 interacciona con un amplio panel de patrones
proteicos. La mayoria de estas interacciones proteina-proteina se readlizan
a fravés del TAD, algunas lo hacen a través del CTD y sélo unas pocas
mediante el dominio de unién a ADN (Joerger & Fersht 2010). Ademds, las
regiones N- y C-terminal de p53 contienen multitud de residuos de
aminodcidos susceptibles de modificaciones post-traduccionales, las
cuales modulan tanto la activacion como la estabilizaciéon y la unidn a sus
dianas de p53 (Xu 2003; Feng et al. 2005).

2.2.- ESTABILIZACION DE p53

Las modificaciones post-fraduccionales de p53 juegan un papel
fundamental en la estabilizacion y regulaciéon de la proteina (Appella &
Anderson 2001).

Se han descrito mds de 36 residuos de aminodcidos modificados en p53
(Kruse & Gu 2009). Los tipos de modificaciéon post-traduccional incluyen
fosforilacién, acetilacion, metilacion, ubiquitinacion, nedilacién y sumoilacién
(Appella & Anderson 2001; Kruse & Gu 2008; Kruse & Gu 2009). La modificacién
mds comun es la fosforilacion, la cual da cuenta de todas las modificaciones
descritas en la regién N-terminal, asi como de la mayoria de las observadas en
el DBD y en la regidon C-terminal (Appella & Anderson 2001; Bode & Dong 2004;
Lavin & Gueven 2006; Gu & Zhu 2012).

Las modificaciones implicadas en la estabilizacion de la proteina p53
incluyen fosforilaciones, acetilaciones y O-glicosilaciones (Gu & Zhu 2012),

esquematizadas a continuacion en la Figura 14.
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Figura 14. Modificaciones post-traduccionales de p53 directamente implicadas en
su estabilizacion. El esquema muestra las modificaciones post-traduccionales de p53
mas importantes implicadas en su estabilizacién, como son la fosforilacion (P),
glicosilacion (G) y acetilacién (Ac).

De todas las modificaciones descritas en la proteina p53, la fosforilacion
en la Ser-15 (Ser-18 en el ratén) es la mejor caracterizada, y se lleva a cabo,
fundamentalmente, por la kinasa ATM (Saito et al. 2002) y por CDK5 tanto de
forma directa (Lee et al. 2007) como de forma indirecta a través la activacién

de ATM (Tian et al. 2009).

La activacion de p53 requiere de la estabilizacion de la proteina
mediante modificaciones post-traduccionales, las cuales interrumpen su

interaccién con MDM2 (Hooper et al. 2007).

Hasta el momento existen evidencias indirectas de que la estabilizacién
de p53 puede estar mediando, al menos en parte, el dano cerebral que se

produce en la EA.

Se ha observado una relacién enfre algunos productos del
metabolismo de la APP y p53 en la EA. Asi, se ha descrito que el péptido BA42
induce la muerte neuronal mediada por p53 a fravés de la estabilizacion de Bax
(Y. Zhang et al. 2002). Ademds, el dominio infracelular de la APP, AICD, controla

p53 a nivel franscripcional (Alves da Costa et al. 2006).

En varios estudios realizados en pacientes se ha visto un incremento de
los niveles de p53 en individuos con EA comparado con individuos sanos
(Hooper et al. 2007; Kitamura et al. 1997). En este sentido, un estudio in vifro

sefala que el péptido PA42 activa directamente el promotor de p53 (Ohyagi

44



et al. 2005). Adicionalmente, en estudios de asociacidon genética de pacientes
con enfermedad de Alzheimer se han encontrado genes de susceptibilidad,
citados en el apartado 1.3.2 del presente documento, que son dianas de p53:
BINT, PICALM y CR1 (Merlo et al. 2014).

Todos estos indicios parecen indicar que la estabilizacién de p53 vy la
regulacién de sus dianas transcripcionales desempenan un papel importante

en los procesos de muerte neuronal en la EA.

La kinasa dependiente de ciclina 5 o CDK5 es una serina-treonina
quinasa que se activa mediante unién a la subunidad reguladora p35. La
actividad de CDK5 estd determinada por la concentracion disponible de p35
(Lee et al. 1996; Zhu et al. 2005), que estd, a su vez, controlada por el balance
entre su sintesis y su degradacion, asi como por fosforilacién (Zhao et al. 2009;
Hisanaga & Endo 2010). CDK5-p35 se encuentra asociada a membrana
plasmdtica por miristoilacion de p35. Durante el fendmeno de excitotoxicidad,
la activaciéon de los receptores ionotrépicos de glutamato, fundamentalmente
NMDA, promueve la entrada de Ca?* al interior de la célula, lo que provoca la
activacién de calpainas que rompen p35 y se genera p25. Esta se une a Cdk5
provocando la hiperactivacién de la quinasa (Lee et al. 2000; Kusakawa et al.
2000; Nath et al. 2000; Maestre et al. 2008) tal y como muestra la Figura 15.

Estimulo
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O ; é)l 5 del complejfz CDK5-p25. la

\”\"‘ Caks ) entrada masiva de Ca?* en el

e T interior neuronal por

® O Col N ol \ sobreestimulacion de

’ o " Inactivada @) receptores NMDA activa las

[Calpaina) © © ' calpainas, y éstas, a su vez
EEy ———e generan p25 a partir de p35.

El complejo CDK5-p25. El activador de CDKS5 fruncado, p25, posee
propiedades distintas a su precursor, p35. Asi, la vida media de p25 es
significativamente mds larga que la de p35 (unas 3 veces superior) (Patrick et

al. 1998), su unidn a CDK5 es mds fuerte que con p35 (Amin et al. 2002) vy la
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ausencia de unién a la membrana por miristoilacion permite actuar al complejo
CDK5-p25 en localizaciones subcelulares diferentes, pasando de la periferia
celular a regiones mds peri-nucleares o al interior del ndcleo, alterando asi el
patrén de sustratos a fosforilar (Kusakawa et al. 2000; Patrick et al. 1999; Asada
et al. 2008). De este modo, el complejo CDK5-p25 es mds estable y mds activo

que su precursor (Lopes & Agostinho 2011; Maestre et al. 2008).

Mientras que p35 se relaciona con supervivencia neuronal, la
hiperactivacién de CDK5 por p25 tras la sobreestimulacion de receptores
NMDA, promueve muerte neuronal por apoptosis (Patrick et al. 1999; Maestre et
al. 2008; Liu et al. 2015). Las diferentes funciones fisioldégicas y patoldgicas
asociadas a los complejos CDK5-p35 y CDK5-p25 se esquematizan a

continuaciéon en la Figura 16.
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Figura 16. Papel diferencial de CDK5 en supervivencia o muerte neuronal en funcion de su
union a los activadores p35 o p25. CDK5 puede estar formando complejo tanto con p35
como con su forma truncada, p25. Mientras que el complejo CDK5-p35 esta
fundamentalmente implicado en neurogénesis y neuroplasticidad, los estimulos
neurotdxicos, como laisquemia o el BA, favorecen la conversién del dicho complejo en CDK5-
p25, el cual, fundamentalmente, desempena acciones deletéreas para la neurona, como son
favorecer la generacion de BA y la hiperfosforilacion de Tau, la intervencién en la disfuncién
mitocondrial y sinaptica, la re-entrada en ciclo celular, llevando todo ello a la apoptosis
neuronal. Modificado de (Liu et al. 2015).

Existen numerosas evidencias de la participaciéon de CDK5 en los
procesos fisiopatoldégicos propios de la EA. Asi, fallos en la regulacién de CDK5

afectan a varias vias de senalizacion intracelular en la EA, actuando como un
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enlace entre distintas vias neurotdxicas en la enfermedad (Liu et al. 2015; Lopes
& Agostinho 2011; Cruz & Tsai 2004b; Lopes et al. 2010):

e Se ha relacionado la EA con una activacién aberrante de CDK5 y sus
activadores p35 y p25 (Cruz & Tsai 2004a; Patrick et al. 1999) y con un
incremento en los niveles de la kinasa en cerebros de pacientes con EA
(Lee et al. 1999; Crews et al. 2011).

e Laforma truncada p25 puede generarse en presencia de BA (Lee et al.
2000).

e CDKS5induce la formacién de BA mediante fosforilacién de la APP (Liu
et al. 2003; Zheng et al. 2005) y de la presenilina 1 (Lau et al. 2002),
haciéndolas mds propensas al metabolismo amiloidogénico.

e Numerosos estudios in vitro e in vivo muestran la relacién de la
activacién de CDK5 por parte del BA con la fosforilacién de Tau y la
progresion de los ovillos neurofibrilares (Cruz et al. 2003; Maccioni et al.
2001).

e CDK5 media lareentrada en ciclo celular provocada por BA (Lopes et
al. 2009).

2.3.- FUNCIONES DE p53

La mullitud de funciones atribuidas a pS53 pueden dividirse en

frasncripcionales y no transcripcionales.

Como mejor se ha caracterizado a p53 es en relacién a su funcién
como factor de transcripcidn. Asi, p53 se une de manera especifica a
secuencias del DNA vy fransactiva un gran nimero de genes con diversas
funciones, entre las que destacan: parada de ciclo celular (p21, 14-3-3s,
GADD45), apoptosis (Bax, PUMA, Noxa, Killer/DRS, Fas/CD95, Perp), autofagia
(Dram1), antioxidante (Sestrina 1y 2, GPX1) y metabolismo (TIGAR, SCO2) (Yu et
al. 1999; Riley et al. 2008; Mirza et al. 2003; B. Wang et al. 2014).
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Ademds de actuar como factor de transcripcién, p53 posee funciones
bioldgicas adicionales que desempena de forma independiente de

franscripciéon y en distintas localizaciones subcelulares.

e Asi, en el nlcleo, p53 interviene en procesos de transrepresion,
replicacion del DNA y recombinacién homdéloga (Gatz & Wiesmdiller
2006).

e Entre las acciones citoplasmdaticas de p53 destacan la duplicacién de
centrosomas y la inhibicién de la autofagia (Green & Kroemer 2009).

e La funcidon mitocondrial mejor caracterizada de p53 es la induccién de
la apoptosis, que se detalla en el apartado 2.3.3.2 del presente
documento. Ademds de inducir la apoptosis, p53 regula la necrosis y
autofagia, y ejerce un papel de control de calidad mitocondrial
mediante control de la mitofagia, preservacion del ADN mitocondrial,
regulacién del metabolismo de la glucosa vy la fosforilacion oxidativa,
manteniendo el estado redox y regulando la dindmica mitocondrial (D.
B. Wang et al. 2014).

La demostracion de que p53 promueve la apoptosis tiene importantes
implicaciones en el SNC, en el que la muerte celular se observa tanto durante
el desarrollo, como en respuesta al dano y en enfermedades
neurodegenerativas, como son la EA y la Enfermedad de Huntingfon (Raff et al.
1993; Stefanis et al. 1997; Ghavami et al. 2014).

Una vez activado, p53 puede inducir su actividad apoptdtica mediante

distintas vias:

Numerosos estudios han establecido que p53 promueve la apoptosis
mediante transcripcion, ya sea activando o reprimiendo la expresion de un
panel de proteinas pro- y anti-apoptdticas, respectivamente (D. B. Wang et al.
2014):

En cuanto a la via extrinseca, p53 activa transcripcionalmente Fas/Fas
ligando y DR5/KILLER (Bieging & Attardi 2012).
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En cuanto a la via intrinseca o mitocondrial, p53 induce la expresion de
PUMA, Noxa, Bid, Bad, Bax, p53AIP1y APAF1, entre ofros (Riley et al. 2008; Mirza
et al. 2003; Nakamura 2004). Ademds, reprime la expresidon de Bcl-2 (Miyashita
T, Krajewski S, Krajewska M, Wang HG, Lin HK, Liebermann DA, Hoffman B 1994)
y Bcl-xL (Sugars et al. 2001) (D. B. Wang et al. 2014).

En la Ultima década se ha evidenciado el papel de p53 como inductor
de apoptosis de manera no transcripcional (Haupt et al. 1995), que incluye su
accién directa en la mitocondria (Vaseva & Moll 2009; Green & Kroemer 2009)
e interacciones proteina-proteina (Green & Kroemer 2009; Fernandez-
Fernandez & Sot 2011).

Varios estudios han descrito la presencia de p53 en fracciones
mitocondriales tras sufrir un estrés (Sansome et al. 2001; Marchenko et al. 2000).
Consecuentemente, la mera presencia de p53 en la membrana mitocondrial
externa parece ser suficiente para desencadenar apoptosis en ausencia de
una senal externa de estrés (Marchenko et al. 2000; Mihara et al. 2003; Gomez-

Sanchez et al. 2011).

En respuesta a estrés, un pool citoplasmdtico de p53 se transloca
rédpidamente a la membrana mitocondrial externa, donde se comporta como
una proteina “BH3-only”, la cual interacciona fisicamente con miembros anti-
apoptdticos (Bcl-xL, Bcl-2) y/o pro-apoptdticos como PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis), Bax y Bak. Esta familia es un grupo de proteinas
definido por la presencia de una regién con similitud de secuencia, llamada
dominio BH3, y por ello son llamadas proteinas “BH3-only". Esta actividad de p53
como proteina “BH3-only” sorprende en cierta medida ya que carece de
dominio BH3. Estas interacciones de p53 con miembros de la familia Bcl-2
facilitan la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa mediada
por Bax/Bak para dar lugar a la liberacion del Citocromo ¢ y la activacién de
la cascada de caspasas (Marchenko et al. 2000; Mihara et al. 2003; Arima et al.
2005; Gomez-Sanchez et al. 2011).

Existen dos tipos de proteinas BH3: activadoras y facilitadoras (Letai et
al. 2002). Los activadores se unen de forma transitoria y activan directamente a

Bax/Bak en la mitocondria, mientras que los facilitadores permiten la activacién
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de Bax de manera indirecta al formar complejo con Bcl-2 y Bel-xL. PUMA actiua
y como activador (Chipuk et al. 2004) como facilitador (Kuwana et al. 2005) de
pP53.

PUMA parece ser el enlace entre las vias apoptdticas de p53
dependiente e independiente de transcripcion (Vousden 2005), ya que unad vez
inducida su expresion por p53 tras un estrés, se transloca a la mitocondria,
donde interacciona con Bcl-xL permitiendo la liberacién de p53 para activar a
Bax (Zilfou & Lowe 2009).

Existen evidencias de que p53 desempena un papel esencial en la
muerte neuronall en muchos desérdenes neuroldgicos, obtenidas tanto de
modelos in vifro como in vivo (Chang et al. 2012; Culmsee & Mattson 2005). En
este sentido, diversos estudios han implicado a p53 en la muerte neuronal tanto
en enfermedades neurodegenerativas agudas como el ictus (Crumrine et al.
1994; Culmsee et al. 2001) y el traumatismo cerebral (Napieralski et al. 1999),
como en enfermedades neurodegenerativas crénicas, como son la
enfermedad de Parkinson (Duan et al. 2002) y la EA (De La Monte et al. 1997;
Culmsee et al. 2001).

Tanto en modelos animales como en cerebros de pacientes con EA se
han descrito evidencias de esta relacion (Sajan et al. 2007). Se han observado
aumentos en la inmunorreactividad de p53 en neuronas danadas en cerebros
de pacientes con EA (De La Monte et al. 1997). Ademds, se ha encontrado un
patrén similar en cerebros de animales tfransgénicos que sobre-expresan BA1-42
(LaFerla et al. 1996). En este modelo de ratén transgénico, se han asociado
niveles elevados de p53 en neuronas con expresion citoplasmdatica de BAy con
eventos caracteristicos de la apoptosis, como rotura de cadenas del DNA.
Ademds, se han detectado elevados niveles de expresion de factores
apoptdticos, incluida la proteina p53, en cerebros de pacientes con Sindrome
de Down, los cuales comparten algunas de las alteraciones caracteristicas de
la EA (de la Monte 1999). Md&s aun, estudios en neuronas primarias humanas
muestran que el BA42 intracelular es capaz de provocar apoptosis neuronal a

fravés de p53 y Bax (Y. Zhang et al. 2002). La implicacién de p53 en la muerte
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neuronal en la EA no se reduce sélo a las neuronas, ya que la inhibicidon de las
vias de senalizacion dependientes de p53 en microglia es capaz de atenuar la

neurotoxicidad inducida por el BA25-35.

Sin embargo, no todos los datos que relacionan p53 con la EA van en
este sentido. Asi, segun Merlo et al., p53 parece tener un papel neuroprotector
ante la muerte neuronal provocada por la presencia de agregados de Tau. Asi,
p53 prevendria la neurodegeneracién mediante la regulacién de genes
sindpticos como BINT o el gen de la sinaptotagmina. La expresidon de estos
genes podria inducir una recuperacion de la funcién sindptica, que es uno de
los acontecimientos tempranos en la EA y que conduce a la pérdida de
funciones cerebrales (Merlo et al. 2014). Ademds, en un modelo de toxicidad
por BA en keratinocitos humanos en los que inactivan p53, Blasco et al.
concluyen que la apopfosis en este tipo celular debida a la toxicidad por BA es
independiente de p53 (Blasko et al. 2000).

Pese a que la implicacion de p53 en el Alzheimer parece estar
establecida, el papel que esta molécula juega en la enfermedad es
controvertido. Ademds, los mecanismos moleculares responsables de la
estabilizacién, activacion e induccién de la apoptosis por parte de p53 no se

han esclarecido hasta el momento.

2.H.- POLIMORFISMO 7p53 Arg/2Pro

El polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 (rs1042522) se localiza en el
coddén 72 del exdn 4 de dicho gen. Este SNP se debe a la sustitucion de un Unico
par de bases: el cambio de una citosina (CCC) por una guanina (CGC)
(Matlashewski et al. 1987).

Se han observado grandes diferencias de frecuencias alélicas en el
coddn 72 en funcidén de la etnia. En el hemisferio norte, el alelo Pro’2 muestra un
gradiente norte-sur (Sjalander et al. 1996), desde una frecuencia de 0,17 en
suecos a 0,63 en los nigerianos (Beckman et al. 1994). En Europa Occidental,
América del Norte, Central y Sur y Japdn, el alelo mds comin es Arg72, con
frecuencias que oscilan entre 0,60 y 0,83 (Pinto et al. 2008). Sin embargo, las

frecuencias de Pro’2 mds elevadas (superiores a 0,40) se han observado en
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afroamericanos (Jin 1995, Weston 1992) y en chinos (Peixoto Guimaraes-2001
Ngan 1999)(Pinto et al. 2008). Se ha sugerido que esta correlacion linear entre
el alelo Pro72 y |a latitud se debe a una seleccién de este alelo en individuos de

ambientes expuestos a mayor luz ultravioleta (Beckman et al. 1994).

La sustituciéon del par de bases en el coddn 72 provoca el cambio de
un aminodcido prolina por uno arginina (Matlashewski et al. 1987) en el Dominio
Rico en Prolina (PRD) de la proteina p53, que tal y como se ha indicado en el
apartado 2.1, es esencial para su actividad pro-apoptdtica. Este cambio en la
estructura primaria de la proteina dentro de la regién PRD es responsable de las

diferencias observadas en ambas variantes polimdrficas (Thomas et al. 1999):

En cuanto a la actividad transcripcional, la variante Pro72 es mds activa
que la Arg’2. Esta diferencia no seria debida a diferencias en la capacidad de
unién especifica al ADN sino a diferencias en la capacidad de unién a

elementos de la maquinaria franscripcional (Thomas et al. 1999).

Se han reportado diferencias en cuanto a la actividad apoptética de
ambas variantes. Algunos autores no han observado diferencias en la
capacidad apoptdtica pero si en la cinética de la misma, siendo mds rdpida la
variante Arg’2 (Thomas et al. 1999). Otros estudios, sin embargo, si encuentran
diferencias en cuanto a la capacidad de inducir apoptosis. Un estudio muestra
que la mayor capacidad apoptética observada en la variante Arg72 se debe a
una mayor localizacién mitocondrial asociada a un exporte nuclear mds
eficiente que en la variante Pro72 (Dumont et al. 2003). Estudios mds recientes
muestran que la mayor eficiencia apoptdtica tras dano isquémico asociada a
la variante Arg’2 se debe a la traslicacion por parte de p53-Arg’?2 a la
mitocondria, donde se une e inactiva a Bcl-xL. Asi, el secuestro de Bcl-xL da
lugar a la salida de citocromo ¢ al citosol, asi como a la activacién de la via
intrinseca de la apoptosis por activacion de la caspasa 9 (Gomez-Sanchez et
al. 2011).

Estas diferencias en cuanto a actividades biolégicas observadas en
ambas variantes de la proteina p53 tienen repercusiones a nivel clinico. Asi,
teniendo en cuenta la diferente capacidad apoptdtica de ambas variantes, se

ha estudiado la influencia del polimorfismo Arg72Pro ampliamente en cdncery
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en enfermedades neurodegenerativas (Gomez-Sanchez et al. 2011; Lanara et
al. 2013).

En este sentido, se ha establecido una relacién entre el SNP Arg72Pro
de Tp53y el prondstico funcional en pacientes que han sufrido unictus (Gomez-
Sanchez et al. 2011). El estudio muestra que el genotipo Arg/Arg se relaciona
con un peor estado funcional tras ictus, tanto isquémico como hemorrdgico

(Gomez-Sanchez et al. 2011).

En glaucoma primario de dngulo abierto, primera causa de
neurodegeneracion optica, se ha descrito la importancia del polimorfismo
Arg72Pro en cuanto al riesgo, de manera que los pacientes con mayor riesgo

son los que portan el alelo Pro (Neamatzadeh et al. 2015).

Se han publicado numerosos estudios en pacientes sobre la influencia
del polimorfismo Arg72Pro en relacién al riesgo (Lanara et al. 2013), prondstico
(Cescon et al. 2009) y respuesta al tratamiento (Tecza et al. 2015) de una amplia
variedad de tipos de cdncer. Asi, se ha descrito que ser portador del alelo Pro72
incrementa el riesgo y susceptibilidad en cdncer de pulmdn (Qico & Hu 2013) y

mama (Goncalves et al. 2014), entre otros (Whibley et al. 2009).

53












1.- HIPOTESIS

La oligomerizacién de péptidos B-amiloide representa un evento central en la
etiopatologia de la enfermedad de Alzheimer. Asi, oligdmeros de BA
desencadenan cascadas de sefdlizacion que implican, entre otros, la
alteracién de la homeostasis del calcio, produccién de especies reactivas de
oxigeno, procesos inflamatorios y disfuncidon mitocondrial, culminando todo ello
en la apoptosis neuronal. Aunque estd bien establecido el efecto neurotdxico
del BA, se desconocen los mecanismos moleculares implicados en dicha
neurotoxicidad, lo que explica, al menos en parte, la ausencia de un

tratamiento especifico y eficaz en esta grave enfermedad.

Se ha descrito la acumulacion de la proteina p53 en dreas cerebrales danadas
de enfermos y modelos animales de EA, lo que le identifica como una posible
diana molecular implicada en el proceso neurodegenerativo. Dado la potente
actividad pro-apoptdtica de p53, especialmente en neuronas, nosotros
pensamos que la acumulacion de p53 y proteinas relacionadas podria
desempenar una funcidén esencial en la neurotoxicidad del BA. Ademds, el
estudio de los mecanismos moleculares implicados en la cascada neurotdxica
del BA nos permitird identificar nuevas dianas moleculares con el objetivo de

establecer nuevas vias de actuacién terapéutica en la EA.

Hasta el momento, la variabilidad genética del polimorfismo del gen ApoE es el
factor mds importante asociado a la predisposicidon de la EA. Recientemente,
hemos descrito que el SNP humano Arg72Pro de p53 regula la suscepfibilidad
de las neuronas a la apoptosis causada por la isquemia y, en consecuencia,
determina el prondstico funcional de pacientes de ictus. Aqui proponemos que
el SNP podria tener un efecto mds general, de manera que también estaria
implicado en la susceptibilidad de las neuronas al BA, lo que podria condicionar

la predisposicién a sufrir la enfermedad.
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2.- OBJETIVOS

A la vista de los antecedentes e hipdtesis, nos propusimos los siguientes

objetivos:

1. Caracterizar la funcidon de p53 en la via de sefdlizacién responsable de

la apoptosis neuronal causada por el B-amiloide

2. Investigar el efecto del polimorfismo humano Arg72Pro de Tp53 en la

susceptibilidad de las neuronas al B-amiloide

3. Estudiar el impacto de las variantes polimérficas de ApoE sobre el
efecto modulador del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 en la

neurotoxicidad del B-amiloide
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1. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

1. ESPECIES ENSAYADAS Y CONDICIONES DEL
ANIMALARIO

Para la readlizacion del cultivo primario de neuronas corticales,
empleamos de ratén Mus musculus, L.1758 (Muridae, Roden, Mammalia) de la
cepa C57 de 14,5 dias de gestacién, asi como embriones Wild type y Knock-out
para la proteina p53 (posterior genotipado en 1.3), criadas y suministradas por
el Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca.
También se utilizaron embriones de 14,5 dias de gestacién procedentes de
ratones Knock-in para el polimorfismo humano de p53 Arg72Pro, que han sido
cedidos por el Prof. G. David Jonhson (The University of Texas MD Anderson
Cancer Center, Smithville, TX) y se encuentran ya en el animalario del Servicio

de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Los animales se criaron en jaulas y se mantuvo un ritmo de oscuridad de
12 horas, con la fase de oscuridad entre las 20:00 y las 8:00 horas del dia
siguiente. La humedad oscilé entre el 45% y el 65% y la temperatura entre los
20°C vy los 25°C. Los animales se alimentaron ad libitum con una dieta sdlida
estdndar (17% de proteinas, 3% de lipidos, 58,7% de glucidos, 4,3% de celulosa,
5% de minerales y 12% de humedad) y tuvieron en fodo momento acceso libre

al agua de bebida.

La edad gestacional de las hembras se controld limitdndose a una
noche el tiempo de cohabitacion de las hembras virgenes con los machos. A
las 9:00 horas de la manana siguiente se separaron aquellas que presentaban
espermatozoides en el frotis vaginal, acompanados de células epiteliales de la
vagina caracteristicas del dia fértil del estro. Bajo estas condiciones, el periodo

de gestacién se asume que es de 19,5 dias para la ratona.

Todos los tratamientos con animales cumplen con la normativa vigente
de la comisién europea del 18.06.2007 (2007/526/CE) y la legislacion espanola
(RD/1201/2005) sobre las lineas directrices relativas al alojamiento y cuidado de

los animales utilizados para la experimentaciéon y otros fines cientificos.
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1.2. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS CORTICALES

Para la realizacién del cultivo primario de neuronas corticales se
emplearon embriones de 14,5 dias para las ratonas. Todo el proceso se realizé
en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar (TC48, Gelaire Flow
Laboratories, Virginia, EEUU) y a temperatura ambiente (excepto la tripsinizacion
que se realizd a 37°C). Tras sacrificar las gestantes por dislocacién cervical con
previa anestesia con CO2 inhalado, se procedié a una rdpida histerectomia
para la obtenciéon de los embriones. Con ayuda de ftijeras, pinzas y papel
impregnado en etanol al 70% se retird el créneo y se extrajo el cerebro (sin
cerebelo ni bulbo). El tejido se disgregd en la solucidon de disgregacién (NaCl
116 mM, KCI 5,4 mM, NaHyPO4 1,01 mM, MgSOy4 1,5 mM, NaHCO3 26 mM, D-

glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/I, albumina fraccién V al 0,3% p/v y DNAasa Tipo
I 20 ug/ml pH 7,1), utilizando un bisturi y se dejé sedimentar el tejido durante 4
minutos. Tras retirar el sobrenadante, el tejido disgregado se incubd durante 10
minutos a 37°C en la solucidn de fripsinizacién (solucién de disgregacion
suplementada con fripsina al 0,025% p/v), agitdndola suavemente a intervalos

de 4 minutos.

La tripsinizacién se detuvo anadiendo suero fetal de ternera (FCS;
Roche, Roche Applied Science, Barcelona, Espaia) a una concentfracion final
del 10% (v/v). A continuacion, se centrifugd durante 5 minutos a 500 x g.
Seguidamente se aspird el sobrenadante y el sedimento se resuspendid
suavemente unas 9 veces en la solucidon de disgregacién con una pipeta
Pasteur de vidrio siliconada. Tras un periodo de sedimentacién de 4 minutos, el
sobrenadante que contenia las células disociadas se recogié cuidadosamente
en un tubo de pldstico tipo “Falcon” de 50 mL. Este proceso se repitié una vez
mds. La combinacion de los sobrenadantes obtenidos se centrifugd durante 5
minutos a 500 x g. Las células se resuspendieron en el medio de cultivo
especifico para el crecimiento neuronal Neurobasal suplementado con B27 2%
y glutamina 2 mM (Life Technologies, California, EEUU; antibidtico: penicilina G
100 U/ml; estreptomicina 100 ug/mil; anfotericina B 0.25 ug/ml). Se realizd el
conteo de las células viables, tras la tincidon de la suspensién celular con azul de
tripano (suspensidn celular 10 ul; medio de cultivo 30 pl; azul de tripano 40 yl),
empleando la cdmara cuenta glébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen,

Alemania) y el microscopio de contraste de fases.
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Las células se resuspendieron en medio de cultivo especifico para el
crecimiento neuronal (Neurobasal suplementado con B27 2% y glutamina 2 mM;
antibidtico: penicilina G 100 U/ml; estreptomicina 100 ug/ml; anfotericina B 0.25
pg/ml). Se realizd el conteo de las células viables, fras la tincidn de la suspension
celular con azul de tripano (suspensidn celular 10 ul; medio de cultivo 30 ul; azul
de tripano 40 pl), empleando la cdmara cuenta gldbulos y el microscopio de

contraste de fases.

La densidad de siembra fue de 1,8-105 células/cm?, sobre placas de
cultivo de poliestireno (Nunc. Thermo Fisher Scientific, Roskiltd, Dinamarca) de
12, 24 y 96 pocillos, con una superficie de 4, 2 y 0,32 cm?/pocillo
respectivamente, aligual que placas de 20, 60 y 145 cm?, previamente tratadas
con 10 pyg/ml de poli-D-lisina (PDL) (Sigma Aldrich, Misuri, EEUU). Las células se
mantuvieron en un incubador (Forma 310, Thermo Scientific, Barcelona, Espana)
termostatizado a 37°C en atmdsfera hUmeda al 5% de COa. Al tercer dia en
cultivo el medio se reemplazd por medio fresco. Las células se utilizaron en el
dia 8-9. Estos cultivos de neuronas responden a la activacién quimica de
mensajeros infracelulares que sugieren la presencia de receptores sindpticos

funcionales (Almeida et al. 2004).

Figura 17. Neuronas corticales en cultivo primario. Microfotografias de
contraste de fases de neuronas corticales primarias de ratéon a 9 DIV.

1.3. IDENTIFICACION GENOTIPICA DE EMBRIONES

Para la identificacién genotipica de los embriones de ratén se empled

la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
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secuencias especificas de los distintos alelos de p53, identificando asi los

individuos wild type (W), los heterocigotos y los Knock-out (Ko) de p53.

En primer lugar se extrae ADN gendmico mediante digestion de un
fragmento de la cola (2-4 mm) del embrién durante 40-60 minutos a 55°C en
agitaciéon (1300 rpm) con proteinasa K (100 ug/ml, Sigma-Aldrich), en un medio
famponado a pH=8,5 que contiene KCI (50 mM), MgClz (1,5 mM), Tris-HCI (10
mM), gelatina al 0,01% (p/v), Nonidet P-40 al 0,45% (v/v) y Tween-20 al 0,45%
(v/v). Terminada la reaccién de digestidn, se inactiva la proteinasa K con calor,
a 95°C durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugan las muestras a 7000 x
g durante 15 segundos para separar los restos de tejido no digerido. En el
sobrenadante resultante se mide la concentracion de ADN en un
espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). En una alicuota
de cada muestra se readliza la correspondiente dilucién para lograr una
concentracién final igual en todas las muestras, y se analiza el genotipo de los

animales mediante PCR.

La identificaciéon genotipica de los animales se realizd mediante la
amplificacién de fragmentos especificos del gen de p53. Para cada reaccion
se prepard una mezcla de reaccién compuesta por: 14,4 yl de agua libre de
nucleasas, 2,5 ul de Buffer EcoTaq (10X), 5 ul de Betaina (5 M), 0,75 ul de MgCla
(50 mM), 0,5 pl de dNTPs (10 mM), 0,25 pl de cada uno de los primers (Fw.p53,
Rv.p53 y Fw.pPNT; 100 yM cada uno), 0,3 ul de EcoTaqg y 1,5 ul de muestra.

Las secuencias de los primers empleadas para amplificar nuestros

fragmentos especificos son las siguientes:

Fw.p53 5-TGG TTT GTG CGT CTT AGA GAC AGT 3’
Rv.p53 5°-AAG GAT AGG TCG GCG GTT CAT 37
Fw.pPNT 5°-CCA GCT CATTCCTCCCACTCA 3°
Tabla 6. Oligonucledtidos empleados para la identificacion genotipica de
embriones de p53.

El Fw.pPNT es un oligo que reconoce secuencias del vector que se
utiliza para generar los individuos KO p53 y es necesario para poder amplificar
el alelo KO durante la PCR.
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La PCR se realizé en el termociclador Eppendorf (Mastercicler® ep,
Eppendorf, Eppendorf Inc.; Enfield, EEUU), con temperatura de anillamiento de

58°C y 35 ciclos de amplificacion, siguiendo el esquema:

35 ciclos
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Figura 18. Esquema de PCR. El esquema muestra las temperaturas de los
distintos pasos y los ciclos de amplificacién empleados para identificar los
individuos Wt y Ko de p53.

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% (p/v) en tampdn Tris-acetato-EDTA (dcido etilen-di-amino-tetra-
acético) (TAE/EDTA) al que se le afadieron 6 pl/100 ml de Midori Green. Como
marcador de peso molecular se utilizd el Plus DNA ladder 1Kb (Thermo Fischer

Scientific).

La visudlizacién de las distintas bandas de DNA amplificado se realizé
mediante la utilizacién de un transiluminador (Gel Doc XR, Bio-Rad Laboratories,
S.A.; Hercules, California, EEUU) y el soffware Quantity One (Bio-Rad

Laboratories).
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2.- MODELO IN VI7RO DE NEUROTOXICIDAD POR B-
AMILOIDE.

El modelo de neurotoxicidad in vitro consiste en el tratamiento de las
neuronas con oligdmeros del péptido B-Amiloide 25-35 (bioNova Cientifica S.L.,
Madrid, Espana). Recurrimos al empleo de oligdmeros al ser consideradas las
especies mds neurotdxicas en la EA, asi como al empleo del BA25-35 por ser el
dominio activo del péptido completo, tal y como se recoge en el apartado

1.2.1.1 de la infroduccién del presente documento.

Para la obtencién de oligbmeros, primeramente se disolvieron los
péptidos en agua ultrapura a una concentracién de 1 mM. Los péptidos

disueltos se incubaron durante 3 dias a 37°C para permitir su agregacion.

Asi, a las neuronas en cultivo primario se les reemplazd el medio de
cultivo por medio fresco con 10 uM de BA25-35 oligomerizado 24 horas antes de
la utilizacién de las mismas. A las células control se les reemplazd el medio por
medio fresco en ausencia de BA. Como confrol adicional se emplearon células
a las que se les reemplazé el medio por medio fresco con 10 uM de BA35-25
(bioNova Cientifica S.L.) manipulado de la misma manera que el BA25-35, con
la particularidad de que el BA35-25 actia como control debido a que no posee

capacidad de agregarse para formar oligdmeros.

Para la redlizacion de perfiles temporales, el medio se reemplazd por
medio fresco con 10 uM de BA25-35 a las 2, 4, 8, 16 y 24 horas antes de la

recogida de muestras.

En los estudios inmunocitoquimicos se empled el péptido BA25-35
biotillado (bioNova Cientifica S.L.).

3.- TRANSFECCIONES CELULARES
3.1.- SILENCIAMIENTOS

Para reducir la expresion de especifica de ciertas proteinas se
emplearon siRNAs (RNA pequeno de interferencia). Los siRNA se infrodujeron en

las células mediante transfeccion, empleando para ello el reactivo catidnico

66



Lipofectamine RNAIMAX™ (Life Technologies) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Los silenciamientos proteicos se verificaron mediante transferencia
tipo Western o mediante reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
(RT-gPCR).

Las secuencias y las condiciones de los silenciamientos realizados

quedan recogidas en la Tabla 7.

siRNA Diana Secuencia 5’-3’ Condiciones Referencia
(Maestre et
sicdk5  Cdks AAGCCGUACCCGAUGUAUC 100nM, 3 al. 2008;
dias Zheng et al.
2007)
(Hasegawa
. 100 nM, 2 &
Sip53 p53 CCACUUGAUGGAGAGUAUUUU dias Yoshikawa
2008)
Como el (Cuende et
siLuc Luciferasa CUGACGCGGAAUACUUCGAUU siRNA de al. 2008)
interés ’

Tabla 7. siRNAs empleados para reducir la expresion de Cdk5 y p53. La tabla
recoge las secuencias y condiciones de transfeccién de cada uno de los siRNA empleados.

3.2.- PLASMIDOS

Para conseguir la expresidon de especifica de cada una de las variantes
polimdrficas del gen de la ApoE (E2, E3 y E4), se emplearon pldsmidos cedidos
por Andrew S. Plump (Rockefeller University, NY, EEUU), que contienen cada una
de las variantes. Los pldsmidos se introdujeron tanto en neuronas p53-Pro”2
como en las p53-Arg’2 mediante transfeccidon, empleando para ello el reactivo
catiénico Lipofectamine LTX Plus Reagent™ (Life Technologies) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, 12 horas antes de la recoleccién de las mismas.
A estos efectos, los pldsmidos se utilizaron a una concentracion final de 1,6

pug/mil.

H.- TRATAMIENTOS CELULARES

Las neuronas en cultivo primario se trataron durante 24 horas con
Pifitrina-a (PFTa) (Sigma Aldrich) con la finalidad de inhibir la actividad

transcripcional de p53. Para ello se reemplazé el medio de cultivo por medio
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fresco con PFTa 10 uM 24 horas antes de la utilizacion de las células. A las células

control se les reemplazd el medio con medio fresco en ausencia de PFTa.

Las neuronas en cultivo primario se frataron durante 24 horas con MK-
801 (Sigma Aldrich)) con la finalidad de inhibir de forma selectiva y no
competitiva los receptores NMDA. Para ello se reemplazd el medio de cultivo
por medio fresco con MK-801 10 uM 24 horas antes de la utilizacion de las
células. A las células control se les reemplazd el medio con medio fresco en

ausencia de MK-801.

5.- DETERMINACION DE LA APOPTOSIS NEURONAL
POR CITOMETRIA DE FLUJO

La muerte celular por apoptosis se determindé mediante citometria de
flujo, tras tenir las células con anexina V conjugada con DY634 (Immunostep,
Salamanca, Espana) y 7-amino-actinomicina D (7-AAD) (Becton Dickinson
Biosciences, Nueva Jersey, EEUU). El método se basa en la deteccién de la
fosfatidilserina, un fosfolipido que en las células apoptdticas se transloca del
interior al exterior de la membrana plasmdtica. La anexina V es una proteina
antficoagulante vascular que posee una gran afinidad por la fosfatidilserina. Por
ello, unida a un fluorocromo adecuado, permite la identificacion de las células
apoptdticas tras su unidn a dicho fosfolipido localizado en su superficie celular.
Sin embargo, la anexina V también es capaz de unirse a la fosfatidilserina en el
interior de aquellas células que no tienen intacta su membrana plasmdatica
(consideradas como necrdticas). Por ello, junto con la anexina V se utilizd un
colorante que se une especificamente al DNA de las células necréticas, el 7-
AAD, para asi poder identificar exclusivamente las células apoptdticas. De este
modo, sélo aquéllas células inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron

ser negativas para el 7- AAD, se consideraron apoptdticas.

Las células se despegaron, se resuspendieron en Binding Buffer (BB:
10mM Hepes, 140mM NaCl, 2,5mM CaCle; pH=7,4) y se incubaron con Anexina
V-DYé34 y 7-AAD durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Tras la incubacién se anadié mds BB para dejar las células a una concentracion
de ~ 10¢/ ml.
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Las senales de la anexina V y del 7-AAD se analizaron en los canales FL4
Y FL3, respectivamente, de un citbmetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences),
equipado con un haz Idser de argdn de 15mW sintonizado a 488 nm, utilizando
los programas CellQuest™ para adquisicion de eventos y Paint-A- Gate™ PRO
para el andlisis de los mismos (BD Biosciences). Los resultados se expresaron
como porcentaje de neuronas apoptdticas, correspondientes a las neuronas
Anexina+/7AAD-. En determinados experimentos, las determinaciones se
realizaron previa seleccién de poblaciones celulares identificadas mediante

marcaje fluorescente con GFP.
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Figura 19. Registro de apoptosis medida por citometria de flujo. Registros de
citometria de flujo en los que se observa la poblacién de neuronas apoptéticas
(rojo), considerdndose como tales las Anexina+/7-AAD-.

6.- DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (Aysm) COMO INDICE DE INTEGRIDAD
MITOCONDRIAL

La evaluacién del potencial de membrana (Aym) se redlizd por

citometria de flujo, siguiendo las instrucciones del sistema comercial

MitoProbeTM DIlC| Assay Kit for Flow Citometry (Life Technologies). Esta sonda,

dado su cardcter catidnico, se acumula en las mitocondrias polarizadas, por lo

qgue su pérdida es un indice de despolarizacion mitocondrial.
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Las células se despegaron, se resuspendieron en tampdn fosfato salino
(PBS: NaCl 136 mM; KCI 2,7 mM; NazHPO42H20 7,8 mM; KH2PO4 1,7 mM; pH 7,4)
con 50 nM de la sonda, y se incubaron durante 30 minutos a 37°C en un bano
con agitacion suave y protegidas de la luz. Tras la incubacion con la sonda, las
células se centrifugaron a 700 x g durante 3 minutos y los sedimentos se

resuspendieron en tampon fosfato salino.

Los valores de AWm se expresaron como porcentajes. Se empled el
desacoplador mitocondrial carbonil cianuro 3-clorofenilhridrazona (CCCP)
10uM duranre 15 minutos para definir el 0% de AWm. La senal del fluorocromo se
analizé en el canal FL4 del citdmetro de flujo FACScadlibur. Se utilizaron los
programas CellQuest™ para adquisicidon de eventos y Paint-A- Gate™ PRO para
el andlisis de los mismos. En determinados experimentos, las determinaciones se
realizaron previa seleccién de poblaciones celulares identificadas mediante

marcaje fluorescente con GFP.
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Fluorescencia
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Figura 20. Sonda mitocondrial DilC;. Estructura de la sonda DilC;, apta para
atravesar las membranas mitocondriales debido a su alta hidrofobicidad y
caracter catidnico.

7.- DETERMINACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS
MEDIANTE ANALISIS DE TRANSFERENCIA TIPO
WESTERN

7.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

1.11. Extraccién de proteinas totales

Para obtener extractos celulares de proteinas totales, las células se

lavaron con PBS y se lisaron en tampdn RIPA (dodecilsulfato sédico 1%, EDTA 10
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MM, Triton Tx-100 1% v/v, NaCl 150 mM, Na2PO4 10 mM, pH 7,0), suplementado
con inhibidores de fosfatasas (NasVOs 1 mM, NaF 50 mM) y de proteasas
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 uM, aprofinina 50 ug/ml, leupeptina 50 ug/ml,
pepstatina 50 ug/ml, anti-papaina 50 ug/ml, amastatina 50 ug/ml, bestatina 50
pg/mil, y el inhibidor de tripsina soybean) y se hirvieron durante 5 minutos. Los
extractos se centrifugaron a 13,000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante se

tfrasladd a un nuevo tubo y se congelaron a -80°C.

Con objeto de aislar las fracciones mitocondrial y citosdlica de las
células fratadas, se utilizé un protocolo de fraccionamiento diferencial (Aimeida
& Medina 1998), que se resume en la Figura 21. Para ello, se utilizaron 7-10- 107
de células, previamente sembradas en placas de 145 cm? (Nunc. Thermo Fisher
Scientific). Una vez alcanzada la confluencia, y tras lavar con PBS a 4°C, las
células se desprendieron de la placa mediante raspado en medio de
aislamiento mitocondrial (MAM), consistente en una disolucion de sacarosa 320
mM, EDTA dipotdsico 1 mM, Tris-HCI 10 mM y una bateria de inhibidores de
proteasas (AEBSF 2 mM, Aprotinina 0,3 uM, Bestatina 130 uM, EDTA T mM, E-64 14
UM, Leupeptina 1 uM), ajustada a pH 7,4.

Tras centrifugar a 600 x g durante 5 min a 4°C, el precipitado celular se
resuspendid en 1 ml de MAM y se sometidé a un proceso de homogeneizacion
con un pistlo de teflén, con objeto de lisar la membrana plasmdtica
manteniendo intactas las mitocondrias. Tras 18-20 agitaciones a 600 rpm, se
retird una alicuota del homogenado celular (H), y el resto se centrifugd a 1.300
x g durante 10 min a 4°C, conservando el sobrenadante (S1), que contiene la

fraccion mitocondrial.

El precipitado se resuspendié en 1 ml de MAM, que se centrifugd a 1.300
x g durante 10 min a 4°C, conservando el nuevo sobrenadante (S2). Este
protocolo se repitid hasta dos veces mds con cada fraccién (S1 y S2, hasta
observar la desapariciéon de cualquier precipitado. En ese momento, S1y S2 se
sometieron a una nueva centrifugacion, a 17.000 x g durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante de S1 se conservd, constituyendo la fraccidn citosdlica. Los
precipitados de ambos tubos (S1+S2), que representan la fraccidén mitocondrial,

se combinaron y resuspendieron en tampdn RIPA para andlisis de expresion
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proteica. La pureza de las fracciones mitocondrial y citosdlica se comprobd
mediante andlisis de la actividad citrato sintasa y lactato deshidrogenasa,
exclusivas de mitocondria y citosol, respectivamente. El grado de pureza de

cada fraccioén fue de un 95-98%.

HOMOGENADO
CELULAR

Centrifugar o 1300 x g
(10 min @ 4°C)
&
CELULAS J

v
I

'

PRECIPITADO

Resuspender en
ImL de MAM

/\ Centrifugar a 1300 xg
(10 min @ 4°C)
SOBRENADANTE )
SOBRENADANTE
Precipitado
J (descartar)

[ | J
{\ 1.Centrifugar x2 @ 1300 x g (10 min @ 4C)
conservar el sobrenadante cada vez
§  2Cenfrifugar sobrenadantes a 1700 x g S
(12min @ 4°C)
EXTRACTO CITOSOLICO EXTRACTO MITOCONDRIAL / ~ Sobrenadante
(sobrenadante) (precipitados) (descartar)

MITOCONDRIAS

Figura 21. Fraccionamiento subcelular. La obtencién de las fracciones mitocondrial
y citosolica de células se realizd por un procedimiento de centrifugacion diferencial.
Para ello, se homogeneizaron las células con un pistilo de teflon, obteniendo un
homogenado celular. Tras centrifugarlo a 1.300 x g {10 min a 4°C), se conservaron el
sobrenadante (S1) y el sobrenadante que resulté de la resuspension del pellet (S2).
Después de 2 centrifugaciones de ambos sobrenadantes a la misma velocidad, el
precipitado mitocondrial (P1+P2) se obtuvo al centrifugar S1yS2a 17.000 x g (12 min
a 4°0).

72



7.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS

La concentracién de proteinas de las muestras se midid mediante el
ensayo del dcido bicinconinico (BCA; Pierce,Thermo Fisher Scientific, lllinois,
EE.UU.). Este método se basa en la reduccion del Cu2+ (azul) a Cu+ por parte
de las proteinas de la muestra, el cual es capaz de reaccionar con el BCA
originando una solucién morada que se midié espectrofotométricamente en el
lector de placas Varioskan Flash (Thermo Fischer, Vantaa, Finlandia) a 562 nm.
Se ufilizd la albUmina sérica bovina (BSA) como estdndar y todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.

7.3. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN SDS-PAGE

La obtencidn de extractos proteicos totales se realizd después de lavar
las células con PBS v lisarlas con tampdn RIPA suplementado con los inhibidores
de fosfatasas y proteasas (ver Seccién 7.1.1.). Los extractos se recogieron en
hielo e inmediatamente se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a
13,000 x g durante 10 minutos. La concentracién de proteinas se determind en

el sobrenadante mediante el método colorimétrico del BCA.

Las proteinas (10-100 ug) de los extractos obtenidos se separaron
mediante electroforesis en gel de poliacriamida SDS-PAGE (solucién de
acrilamida / bisacrilamida 29:1 o solucion de acrilamida / bisacrilamida 29,2:0,8;
BioRad Laboratories S.A.) al 8, 10, 12 6 15%, dependiendo del peso molecular
de la proteina de interés. Para identificar dichos pesos moleculares, se utilizd un
marcador de peso molecular (Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific). Las proteinas se separaron utilizando un sistema de
electroforesis vertical (MiniProtean-3®, BioRad Laboratories, California, EE.UU.) y

tampon de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0,1% p/v, pH 8.,3).

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se sometfieron a

electrofransferencia e inmunodeteccidon mediante la técnica de Western Blot.
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74. INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN
BLOT

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se fransfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham
Biosciences, Nueva Jersey, EE.UU.) utilizando el sistema Mini-Transblot (Bio-Rad)
y tampdén de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v, pH
8.3). A continuacién, se bloguearon las membranas durante 1 h con leche
(Sveltesse, Nestle) al 5% (p/v) en TIBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20al 0,1%
v/v; pH 7,5) a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron a 4°C
durante toda la noche en una solucion de TIBS suplementado con BSA al 2 %
(p/v), que contenia el anticuerpo deseado (ver Tabla 8). Como control de
carga, se utilizaron para extractos totales anti-GAPDH (Ambion, Austin, Texas,
EEUU) y para extractos mitocondriales, anti-porina (voltage dependent anion
channel, VDAC, Calbiochem, Darmstadt, Alemania). Al dia siguiente, las
membranas se lavaron 3 veces con TIBS y se incubaron con el anficuerpo
secundario correspondiente, conjugado con la peroxidasa de rébano (HRP), en
TTBS con leche al 2% durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar las
membranas 3 veces con TIBS, y una con TBS (TTBS sin Tween-20), las membranas
se incubaron, segin la proteina a detectar, con los reactivos de
quimioluminiscencia Super Signal West Dura (Pierce), Western Blotting Luminol
Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Texas, EE.UU.] e Immobilon Western
Chemiluminiscent HRP Substrate (Merck Millipore; Darmstadt, Alemania),
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Finalmente, las membranas se
expusieron a una pelicula de auto-radiografia (Fuji Medical X-Ray Film, Fuijifilm)

para detectar la senal.
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Anticuerpo Especie  Dilucion Referencia Casacomercial

Anticuerpos Primarios

P53 Raton 1/250 554157 BD
PUMA Conejo 1/1000 Ab54288 Abcam
Bax Conejo 1/500 Sc-493 Santa Cruz
P21 Raton 1/500 556431 BD
Caspasa 3 activa  CONejo 1/1000 96615 Cell Signalling
CDK5 Conejo 1/750 Sc-173 Santa Cruz
P35/p25 Conejo 1/500 Sc-820 Santa Cruz
Citocromo ¢ Conejo 1/250 Sc-7159 Santa Cruz
VDAC Conejo 1/1000 PC548 Calbiochem
GAPDH Raton 1/10000 4300 Ambion

Anticuerpos Secundarios

1/10000 170-6516 BioRad
1/10000 Sc-2030  Santa Cruz

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en esta memoria en estudios de expresion
proteica por transferencia tipo western. En esta tabla se muestran los
anticuerpos primarios y secundarios utilizados para los estudios de expresion
proteica por transferencia de Western Blot (WB). Se especifican la especie,
dilucién empleada, la referencia y la casa comercial de cada anticuerpo.

1.5. *STRIPPING* DE MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

En ocasiones, las membranas de nitrocelulosa de los Western Blot se
reutilizaron y se incubaron de nuevo con un anticuerpo primario distinto al inicial.
Para ello, fue necesario realizar stripping de las mismas, que consiste en incubar
las membranas en un tampdn para “stripping” (Restore Western Blot Stripping
Buffer, Thermo Scientific) durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces
con TIBS a temperatura ambiente y se volvié a bloquear la membrana con
leche al 5% (p/v). A partir de este momento, la incubacién de los anticuerpos y

el revelado se realizé6 de igual manera a la mencionada en la seccién anterior.
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Figura 22. Esquema de la determinacion de la expresion proteica mediante andlisis de
transferencia tipo western. El esquema muestra la electroforesis de proteinas en SDS-PAGE
seguida de la transferencia a membranas de nitrocelulosa e inmunodeteccion.

8- INMUNOCITOQUIMICA Y MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Para los ensayos de inmunocitoquimica las neuronas se cultivaron en
cubreobjetos de cristal esterilizados al fuego y fratados con una solucién de poli-

L-ornitina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich) y fibronectina 1 ug/ml (Sigma-Aldrich).

Alos 9 DIV las neuronas se lavaron con PBS, se fijaron con formaldehido
al 4% (v/v) en PBS durante 30 minutos. Después se incubaron con glicina 0,1 M
en PBS durante 20 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,25% (v/v)
en PBS durante 5 minutos. A continuacién, se incubaron en la solucion de
bloqueo (Triton X-100 al 0.1% v/v y suero de cabra al 10% v/v en PBS) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Seguidamente, se incubaron con los
anticuerpos anti-MAP2 1/500 (Sigma-Aldrich), anti-Caspasa 3 activa 1/300 (Cell
Signalling) o anti-p53 1/100 (Becton Dickinson Biosciences) en suero de cabra al

5% en PBS durante toda la noche a 4°C en agitacién suave. Al dia siguiente, se
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lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con los anficuerpos secundarios
conjugados con los fluordforos Cy3 o Cy5 a una dilucién 1/500 (Jackson
ImmunoResearch, EEUU) en suero de cabra al 5% en PBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacién suave. Posteriormente se
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con los marcadores nucleares DAPI 30
UM (Sigma-Aldrich) o TOPRO3 30 uM (Molecular Probes, Invitrogen).

Los cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS y una vez con agua
estéril, tras lo cual se montaron sobre portaobjetos utilizando el reactivo
SlowFade Antifadeld® (Invitrogen) para evitar la pérdida de fluorescencia. La
visualizacién y adquisicion de microfotografias confocales se llevd a cabo
utilizando una magnificacion de 63X en un microscopio Leika y de 100X en un
confocal spinning disk Roper Scientific con microscopio Olympus IX81. Las

imdgenes se procesaron con el software ImageJ 1.49s.

9.- OBTENCION Y MANIPULACION DEL ARN
9.1. EXTRACCION DE RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo con el kit comercial Genelute™

Mammalian Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) segun las instrucciones del fabricante.

Las neuronas a los 9 DIV se lisaron con una mezcla de B-
mercaptoetanol:Lysis Solution en proporcién 1:100 (v/v). Los lisados se filfraron
con Genelute Filtration Column para eliminar los restos celulares y desechar el
DNA, haciéndolos pasar por una columna con filtfro y centrifugdndolos a 16,000
x g. Posteriormente, se anadié un volumen equivalente de etanol al 70% en
agua DEPC (Di-etil-piro-carbonato) libre de RNasas y se vorted hasta mezclar
completamente. A continuacién, se pasé la mezcla por Genelute Binding
Column, donde se adherié el RNA. Se eliminé el filtrado y nos quedamos con la

columna gue se lavé una vez con Wash Solution 1.

Una vez separado el RNA, se tratd la columna con 100 U de DNAsa |
(DNAse |, RNAse-free, Roche) durante 15 minutos a temperatura ambiente en
un tampdn compuesto por Tris-HCI 400 mM, NaCl 100 mM, MgClz 60 mM y CaCle
10 mM; pH 7,9. Tras la incubacidn, para eliminar todos los restos de DNA y evitar

la amplificacion de DNA gendmico, se lavaron las columnas fres veces, una con
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Wash Solution 1y otra con Wash Solution 2 Concentrate/ethanol, lo que permitié
un secado completo de la columna. Finalmente, el contenido de la columna
se eluyd en un eppendorf nuevo con 50 ul de Elution Solution mediante

cenfrifugado a 16,000 x g durante T minuto.

El RNA purificado quedd en el filtrado y se midié la concentracién con
un espectrofotdbmetro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). El ratio de
absorbancia de 260 frente a 280 nm (A260 / A280), que determina la pureza
del RNA, fue de 1,8 - 2.

9.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
A TIEMPOREAL O CUANTITATIVA (qPCR)

Mediante esta técnica analizamos la expresidn de multiples genes (ver
Tabla 9) que cuantificamos de forma relativa respecto a un control interno de

expresidén constante (housekeeping).

En la PCR a tiempo real los procesos de amplificacién y deteccién se
producen de manera simultdnea, gracias a la emisién de fluorescencia por
parte del SYBR Green (Applied Biosystems), fluorocromo que se intercala entre
las hebras de DNA bicatenario, de modo que la fluorescencia es proporcional

a la cantidad de producto de PCR amplificado (amplicdn).

Antes de andlizar la expresién de los diferentes genes, se puso a punto
la concentracién de cada oligonucledtido empleado como cebador (primer)
y se calcularon las eficiencias de amplificacion de los primers disehados con los
software Geneious (Biomatters Limited, Auckland, Nueva Zelanda) y Amplifix,
(Universidad de Marsella, Marsella, Francia) utilizando diluciones seriadas de
RNA. Se consideraron 6ptimas las eficiencias comprendidas entre el 85 vy el
115%. Las condiciones en las que se emplearon los distintos oligonucledtidos se
resumen en la Tabla 9. Este paso es necesario para poder comparar la expresion

de los diferentes genes mediante el Método Comparativo de Ct (AACH).
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Eficiencia

Gen Secuencia 5’-3 Volumen (%)
p53 Comercial (BioRad) 1 pl/reaccion -
F: AGCTACAACATCCTTGGTGA
0,6 pl de una
Cdks solucion 10 uM 9.7
R: ATGCGCTGCACAGGGTTACA "
F: TCAGCAATGCCTCCTGCACCA 06uld
Gapdh © 1l de una 108,2

R: GCATGGACTGTGGTCATGAG solucién 10 uM

Tabla 9. Caracteristicas y condiciones experimentales de los oligonucleétidos. En esta tabla
se muestran tanto la secuencia como la concentracion optimizada para la gPCR de cada uno
de los primers empleados en esta memoria junto con el calculo de las eficiencias para cada
gen de estudio

Para la cuantificacién de expresion de los genes de estudio, se utilizé el
kit comercial Power SYBR® Green RNA-to-Ct™ [-Step Kit (Applied Biosystems,
California, EE.UU.), que permite acoplar la retrotranscripcién y la amplificacion
en un Unico paso. Se partié de 100 ng de RNA y el volumen final por reaccion
fue de 20 pl. Todas las reacciones se hicieron por triplicado utilizando el

termociclador Mastercycler ep Realplex (Eppendorf).

El perfil de cada reaccién fue el siguiente: un ciclo de 30 minutos a 48°C
(etapa de retrotranscripcion), un ciclo de 10 minutos a 95°C (activacion de la
enzima DNA polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacion) y

1 minuto a 60°C (anillamiento y elongacién).

El valor que se obtuvo por cada reaccion fue el Ct (threshold cycle), es
decir, ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable
dentro de la fase lineal. Se obtiene asi el Ct para cada uno de los genes de
estudio y para el housekeeping (Gapdh). El incremento de Ci (ACH es la

diferencia entre el Ct de cada gen y el Cide la Gapdh.

El Método Comparativo de Ct relaciona el nUmero de copias entre las
distintas condiciones, que se obtiene al final de una reaccién optimizada

emplando la férmula:
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D-AAC,
2- [(Cfmuesfro - CTGAPDH) - (Cfcolibrodor - CTGAPDH)]

Consideramos cdalibrador la condicién sobre la que se compara la
expresidon y sobre la que se relativiza los resultados ddndole el valor de 1. Niveles
de expresion igual a 1 indican que la muestra problema presenta la misma
expresidon de un determinado gen que el control. Niveles >1 indican que hay un
incremento de expresién con respecto al control, y niveles <1 indican que la

expresion disminuye con respecto al conftrol.

Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresiéon (fold o
n° de veces de expresion) entre la muestra problema y un calibrador o control

(cuantificacion relatival).

9.3. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES
HORIZONTALES DE AGAROSA

Esta técnica se utilizé tanto para separar los productos de PCR
amplificados, como para separar los productos de la digestién realizada con
enzimas de restriccion y asi poder distinguir diferentes fragmentos de DNA en
funcién de su tamano.

Antes de la electroforesis, se anadidé a las muestras tampdn de carga
(azul de bromofenol al 0,25%, xileno cianol al 0,25% y ficol al 15%). La
electroforesis se realizé en geles de agarosa inmersos en una solucién TAE 1X
(TAE 50X; Tris-acético 2 M, EDTA 0,05 M, acético glacial al 10%, pH 8,0), a voltaje
constante de 90V durante 1 hora. Para calcular el tamano de las bandas
obtenidas, se incluyeron en los geles el marcador de peso molecular de 1 Kb
Ladder Marker (Biotools, Madrid, Espana), que presenta un patrén de bandas
que oscila de 0,25 a 10 Kb, o el marcador DNA Weight Marker Xlll (50 pb ladder,
Roche) cuyo patrén de bandas oscila de 50 a 2642 pb.

Para la realizacion de los geles se utilizd agarosa (Seakem® LE Agarose,
Lonza, Basilea, Suiza) de baja electroendosmosis (menor nUmero de grupos
dacidos cargados a pH bdsico), para incrementar la movilidad electroforética
del DNA, a una concentracién variable 0.8 - 2% en funcion del tamano de la
banda de interés.

A los geles se les anadié Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics
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Europe GmbH, Dueren, Alemania), que es una sonda fluorescente que se excita
a 350 nm emitiendo luz verde a 540 nm cuando se intercala en la doble hebra
del DNA. Para la visudlizacion de las bandas se expuso el gel a un
fransiluminador de luz UV (Bio-Rad) vy, para el posterior andlisis de las imdgenes,

se utilizé el sistema digital Gel Doc (Bio-Rad).

10.- MEDIDA DE CALCIO INTRACELULAR

Para estimar los cambios en la concentracion de Ca?* libre intracelular
([Ca?*]¢) en cultivo primario de neuronas, se empled la sonda fluorescente Fura-
2/AM (éster de Fura-2-acetoximetil; Life Technologies), unindicador fluorescente
permeable a la membrana plasmdtica. Tras la unidn del Ca2* con Fura-2, el
madximo de excitacién de fluorescencia fluctia de 380 nm (libre de Ca?*) a 340
nm (saturado de Ca?*), mientras que el méximo de emisién de fluorescencia se

mantiene inalterado a ~ 505 nm (ver Figura 23).

Las neuronas de 8-10 DIV sembradas en placas de 96 pocillos (Nunc) y
se incubaron con Fura-2 (2 mM; disuelto en DMSO) durante 40 minutos en
Neurobasal a 37°C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con Standard
Buffer (NaCl 140 mM, KCI 2,5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM, NazHPO4 2H20
1.2 mM, MgSOs 1 mM y CaCl2 1T mM, pH 7,4) durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, el Standard Buffer se retird y se reemplazd por Experimental Buffer
(NaCl 140 mM, KCI 2,5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM, Na2HPO4 2H20 1
mM y CaCl2 2 mM, pH 7,4), en presencia o en ausencia de MK-801 (10 uM)
(inhibidor de los receptores de glutamato NMDA).

Las emisiones de fluorescencia a 505 nm, después de las excitaciones a
340 y 380 nm, respectivamente, se registraron a infervalos de 1 segundo en un
espectrofluorimetro Variokan Flash (Thermo Fischer) a 37°C. Después de 10
segundos aproximadamente, se anadi® NMDA (agonista de receptores
glutamatérgicos de NMDA) a concentracién excitotdxica (100 uM) o RA25-35
(10 uM), en ambos casos junto con glicina 10 uM. Las emisiones se registraron

durante 50 segundos mds.
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Los cambios en la concentracién de Ca?t infracelular se estimaron
calculando el ratio de la fluorescencia emitida a 505 nm, obtenida después de
la excitacién a 340 nm, dividida por la obtenida después de la excitacion a 380
nm (F340 / F380). El ruido de fondo se determind a partir de los valores obtenidos

en las células carentes de Fura-2 (sélo en presencia del vehiculo DMSO).
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Figura 23. Deteccion de Ca** intracelular con la sonda Fura-2. La unién de Ca** a
la sonda produce cambios en la fluorescencia de excitacion de la misma: de 380
nm, cuando la sonda estalibre de Ca?*, a 340 nm cuando la sonda esta unida a Ca*.

Il.- TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todas las determinaciones en células en cultivo fueron realizadas, al
menos, por triplicado de un minimo de tres cultivos. Los valores se expresaron
como medias * S.E.M. (error estdndar de la media) en, al menos, tres
experimentos independientes. La significatividad se determind mediante
andlisis de la varianza (ANOVA), seguido del test de Bonferroni (para
comparaciones multiples) o el test de la t de Student (para comparaciones
entre dos Unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p < 0,05 se
considerd estadisticamente significativo. El andlisis estadistico se realizdé con

ayuda del software SPSS Statistics v23 (IBM, Nueva York, EEUU).
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1.- ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO IN VI7RO DE
NEUROTOXICIDAD CAUSADA POR B-AMILOIDE

Como hemos descrito en la Introduccidn, el BA es el principal
componente de las placas amiloides presentes en los cerebros de pacientes
que sufren la EA, lo que lo convierte en un elemento clave en el proceso
neurodegenerativo asociado a esta enfermedad (Querfurth & Laferla 2010;
D’'Andrea ef al. 2002; LaFerla et al. 2007; Armstrong 2006). Aunque el efecto
neurotéxico del BA estd bien establecido, se desconocen los mecanismos
moleculares implicados en dicha neurotoxicidad, o que explica, al menos en
parte, la ausencia de un fratamiento especifico y eficaz en la EA (Kayed &
Lasagna-Reeves 2012; Mondragdn-Rodriguez et al. 2012; Lansdall 2014;

Yiannopoulou & Papageorgiou 2013).

Para profundizar en los mecanismos moleculares responsables de la
muerte neuronal causada por el BA, objetivo fundamental del presente trabajo,
en primer lugar nos planteamos establecer un modelo de muerte neuronal in

vitro mediada por BA, que nos permitiera estudiar el proceso.

11.- El BA25-35 induce opop’rosis en neuronas

corticdles de ratén en cultivo primario.

El péptido BA25-35 constituye el fragmento mds corto capaz de formar
grandes fibrillas con estructura de hoja-B8 y que, por tanto, retiene la actividda
neurotdxica del BA completo (Stepanichev et al. 2006; Tickler et al. 2005;
Mattson et al. 1997; Lau et al. 2003). Es mds, se ha considerado al BA25-35 como
el dominio funcional del BA, responsable de sus propiedades neurotdxicas
(Stepanichev et al. 2006; Stepanichev et al. 2003; Stepanichev MYu et al. 1998;
Stepanichev et al. 2005; Limén et al. 2009). Por ello, decidimos incubar las
neuronas en presencia de BA25-35 previaomente oligomerizado, vy
determinamos la apoptosis neuronal por citometria de flujo. Como control
empleamos el péptido BA35-25, sin actividad neurotéxica (Almeida et al. 2005),
en las mismas condiciones. Como se muestra en la Figura 1, la incubacién con

BA25-35 durante 24 horas indujo la apoptosis neuronal desde una
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concentfracion de 10 uM, por lo que decidimos utilizar esta concentracion en

sucesivos experimentos.
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Figura 1. El BA induce apoptosis en neuronas corticales en cultivo
primario. Las neuronas se incubaron en presencia de A25-35 (10 y 25 pM)
durante 24 horas y la apoptosis neuronal se determiné mediante citometria
de flujo. Como control se utilizaron neuronas incubadas con fA35-25 (10 y
25 uM, 24 horas). Los datos son medias + S.E.M, *p<0,05 vs BA35-25; (ANOVA
post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos independientes).

1.2.- EIBA25-35 se acumula en el citosol de neuronas
corticdles de ratén en cultivo primario.

Los oligdmeros intracelulares de BA son las especies mds neurotdxicas
asociadas ala EA. Por ello, y una vez fijadas las condiciones de tratamiento con
BA, nuestro siguiente paso fue estudiar si el BA25-35 era capaz de localizarse en
el interior de las neuronas corticales en cultivo primario. Para ello, las neuronas
se incubaron con oligbmeros de BA25-35 biotinilado durante 8, 16 y 24 horas.
Para identificar la posicidn del péptido en las neuronas, se realizaron andlisis de
inmunorreaccién con el marcador especifico neuronal MAP2 (Microtubule-
Associated Protein 2; rojo) y con el marcador nuclear TOPRO3 (azul). Como se
observa en la Figura 2, los oligdmeros de BA25-35 biofinilado (verde) son
capaces de penetrar en el interior neuronal, ya desde las 8 horas de
fratamiento. Ademds, una vez en el interior, se acumulan en el citoplasma de

manera dependiente del fiempo de fratamiento.
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16h BA( 25-35) 24h BA( 25-35)

Figura 2. El BA25-35 se internaliza en las neuronas y se acumula en el citosol. Las neuronas
se trataron o no (Control) con oligémeros de BA25-35 biotililado (10 uM) a distintos tiempos
(8, 16 6 24 horas). Se realizaron inmunocitoquimicas para determinar la localizacion del 3A25-

35 (verde). Se utilizé6 MAP2 (rojo) como marcador neuronal y TOPRO3 (azul) como marcador
nuclear. Barra = 50 uM.
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13.- Los oliggmeros de BA25-35 inducen

despolcrizccién mitocondrial previa a la cpop’rosis
neuronal.

La disfunciéon mitocondrial es un evento temprano en la EA, de manera
qgue casi la totalidad de las funciones mitocondriales se ven afectadas (Schmitt
et al. 2012; Bolanos et al. 2009; Chen & Yan 2007). Resultados previos de nuestro
grupo han puesto de manifiesto la importancia de la funcién mitocondrial en el
balance entre la supervivencia y la muerte de las neuronas (Garcia et al. 2005;
Veas-Pérez de Tudela et al. 2015; Aimeida & Bolafios 2001). Por ello, decidimos
investigar el posible efecto del BA sobre el potencial de membrana mitocondrial
en neuronas. Como se observa en la Figura 3a, el BA25-35 provocd la
despolarizacidon mitocondrial desde las 8 horas de tratamiento, a juzgar por la
disminucién en el potencial de membrana mitocondrial. Ademds, y para
estudiar la implicacién de la disfuncién mitocondrial sobre la neurotoxicidad del
BA, decidimos determinar la apoptosis neuronal en las mismas condiciones
experimentales. En la Figura 3b observamos que el BA25-35 indujo la apopfosis
neuronal desde las 16 horas de fratamiento, es decir, posterior a la
despolarizacién mitocondrial, lo que sugiere que el daino mitocondrial puede
ser causa, y no consecuencia, del proceso apoptdtico. Dado que el
mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial es esencial para la
supervivencia neuronal (Garcia et al. 2005; Veas-Pérez de Tudela et al. 2015;
Almeida & Bolanos 2001), nuestros resultados indican que la disfuncion

mitocondrial causada por el BA puede ser responsable de su neurotoxicidad.
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Figura 3. El BA25-35 induce despolarizacion mitocondrial y muerte neuronal por apoptosis.
Las neuronas se trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante 4, 8, 16 y 24 horas.
Como control adicional se emplearon neuronas tratadas con 10 uM de 3A35-25 durante 24
horas. El potencial de membrana mitocondrial (a) y apoptosis (b) se analizaron mediante
citometria de flujo, tal y como se describe en Material y Métodos. Los datos son medias + S.E.M,
*p<0,05 vs control; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos independientes).

l4.- La estabilizacién funcional de p53 media la

neurotoxicidad provocodc por o|igémeros de BA25-

35.

Una vez establecido el modelo de neurotoxicidad del BA, decidimos

investigar los mecanismos moleculares implicados en dicho efecto. Entre las

dianas moleculares con actividad pro-apoptdtica, especialmente en las

neuronas, destaca p53. Asi, la estabilizacién de p53 provoca la apoptosis

neuronal mediante un mecanismo que implica, entre otros, la disfuncidon

mitocondrial (Vaseva & Moll 2009; Green & Kroemer 2009; Gomez-Sanchez et

. 2011; Marchenko et al. 2000; Mihara et al. 2003). Se ha descrito la

acumulacion de p53 en dreas cerebrales danadas de enfermos y modelos

animales de EA. Por ello, decidimos estudiar la posible implicacién de p53 en

nuestro modelo experimental de neurotoxicidad. Mientras que los niveles de

RNAmM de p53 se mantuvieron constantes durante el tratamiento (Figura 4),
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observamos una acumulacion de p53 desde las 4 horas de tratamiento con el
BA, que se mantuvo incluso hasta las 24 horas (Figura 5). Es mds, comprobamos
que la estabilizacién de p53 era funcional, ya que se correspondia con un
aumento en la expresidon de su diana PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) y de la caspasa 3 activa, ambos conocidos marcadores de la ruta
apoptdtica. Cabe destacar que la acumulacidon de p53 se observd con
anterioridad a la disfuncion mitocondrial (Figura 5) y la activacion de la
caspasa-3. Este hecho, junto con la acumulacién de PUMA, que es una proteina
que ejerce su accién apoptdtica a través de la via intrinseca o mitocondrial
(Ren et al. 2010), sugieren que pP53 podria estar implicada en el dano
mitocondrial causado por el BA en las neuronas. Por tanto, nuestros resultados
demuestran que el BA induce la estabilizacion de p53 en las neuronas,
mediante un mecanismo post-fraducional, Io que le convierte en una diana a
tener en cuenta en la activacion de la ruta de sefalizacidén que implica dafo

mitocondrial y la subsecuente apoptosis neuronal.
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Figura 4. EI BA25-35 induce la estabilizacion de p53. La expresion del
MRNA de p53 se analizé mediante RT-qPCR en neuronas tratadas con
BA25-35 10 pM a distintos tiempos. Se empleé la Gapdh como
housekeeping o gen de referencia para los andlisis de RT-gPCR. Los
datos son expresados como la media = S.EM (ANOVA, post hoc
Bonferroni; n=3 experimentos independientes).
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Figura 5. El BA provoca la activacion de la apoptosis tras la estabilizacion
de p53. Las neuronas se trataron con BA25-35 10 uM durante 4, 8, 16 6 24
horas. Se realizaron andlisis de transferencia tipo Western de los niveles de
expresion de p53, PUMA y Caspasa 3 activa. La expresién de GAPDH se utilizé
como control de carga.

2.- FUNCION DE p53 EN LA NEUROTOXICIDAD
ASOCTADA AL B-AMILOIDE.

2.1.- La disfuncién mitocondrial y activacién de la
apoptosis neurondl causada por el BA esta mediada
por la estabilizacién de p53.

Con objeto de demostrar la posible implicacion de p53 en la
neurotoxicidad del BA, recurrimos a dos estrategias experimentales
encaminadas a reducir los niveles neuronales de p53, como son la transfeccion
de las neuronas con siRNA contra p53 (sip53) y el uso de neuronas procedentes

de ratones knockout (KO) de p53.

2.1.1.- El silenciamiento de p53 previene el daffo neurondl
causado por el B-amiloide.

Tras comprobar la eficacia del siRNA seleccionado para reducir la
expresion de p53 (sip53) mediante la determinacién de los niveles de p53
(Figura éa), determinamos la apoptosis neuronal mediante citometria de flujo.

Como se muestra en la Figura éb, el silenciamiento de p53 previno la muerte
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neuronal causada por el BA en las neuronas, lo que indica que la

neurotoxicidad del péptido estd causada por la estabilizaciéon de p53.
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Figura 6. La reduccion de los niveles de p53 previene la despolarizacion mitocondrial
y la apoptosis neuronal causadas por el BA. Las neuronas se transfectaron con siRNA
contra laluciferasa (siControl) o p53 (sip53). Tras 48 horas de la transfeccién, las neuronas
se trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas. (a) Se realizaron
analisis de transferencia tipo Western de los niveles de expresion de p53. La expresion
de GAPDH se utilizé6 como control de carga. (b) La apoptosis neuronal se analizé
mediante citometria de flujo la apoptosis tal y como se describe en Material y Métodos.
Los datos son medias £ S.E.M, *p<0,05 vs control; (ANOVA; n=3 cultivos independientes).

212.- La estabilizacién p53 es responscb|e de la
neurotoxicidad del B-amiloide.

Para confirmar la implicaciéon del BA en la neurotoxicidad del BA,
utilizamos cultivos de neuronas procedentes de ratones KO de p53 y se trataron
con BA25-35 (10 yM) durante 24 horas. Como se observa en la Figura 7, la
ausencia de pb53 previno la despolarizacidn mitocondrial y la apoptosis

causadas por el BA en las neuronas.

El andlisis de la expresidon de proteinas mediante Western confirmd que
el BA25-35 estabiliza la proteina p53, asi como de sus dianas moleculares como
son p21, Bax y PUMA, y provocd la activacién de la caspasa 3 activa (Figura
7c). Sin embargo, estos efectos no se observaron en las neuronas carentes de
p53 (KOp53).
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Figura 7. La ausencia de p53 previene la despolarizacion mitocondrial y la
apoptosis neuronal causadas por el BA. Se realizaron cultivos de neuronas
procedentes de ratones silvestres (Wt) y knockout (KO) de p53 y se trataron o no
(Control) con 10 uM de BA35-25 o de BA25-35 durante 24 horas. El potencial de
membrana mitocondrial (a) y la apoptosis (b) se analizaron mediante citometria de
flujo, tal y como se describe en Material y Métodos. (c) Se realizaron andlisis de
transferencia tipo Western de los niveles de expresion de p53, p21, Bax, PUMA y
caspasa 3 activa. La expresion de GAPDH se utilizé6 como control de carga. Los datos

son medias + S.E.M, *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs neuronas Wt tratadas con 3A25-35;
(ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos independientes).
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Por tanto, nuestros resultados demuestran que el BA induce la
estabilizacion de p53 en las neuronas, lo que, mediante interaccidén con la
mitocondria (Gomez-Sanchez et al. 2011) provoca la despolarizacion de la
membrana mitocondria, lo que posteriormente desencadena la apoptosis en

las neuronas, tal y como se ilustra en el esquema 1.
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Esquema 1. La estabilizacion de p53 mediada por el BA es responsable de la disfuncién
neuronal. El BA estimula receptores NMDA, lo cual activa las calpainas por entrada de Ca?* al
interior celular. Esto induce la conversion del cofactor de CDK5, p35, en p25. La
hiperactivacion de CDK5 por la conversion de p35 en p25 media la estabilizacién de p53, la
cual induce la expresién de proteinas proapoptéticas como PUMA, provoca la despolarizacién
mitocondrial. Esto libera citocromo c al citosol y conlleva la activacion de la caspasa 3, dando
como resultado la muerte neuronal por apoptosis.

2.2.- CDKS5 media la estabilizacién de p53, lo cudl
desencadena el dako mitocondrial y la muerte
cpop+6+icc.

Una vez confirmado el papel fundamental que desempena p53 en el
dano neuronal causado por el BA, quisimos ahondar en el mecanismo

responsable de la estabilizacién de p53. Como hemos descrito anteriormente,

la acumulaciéon de p53 causada por el BA no estd relacionada con cambios en
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la expresion de su MRNA (Figura 4) lo que sugiere que es debido a cambios post-
fraducionales de la proteina. Resultados previos han descrito que la
estimulacién excitotdxica de los receptores NMDA en neuronas provoca la
entrada de calcio en el interior de la célula, lo que induce la activacién de las
calpainas que rompen p35 formando p25 y, en consecuencia, activa CDK5
(Lee et al. 2000; Kusakawa et al. 2000; Nath et al. 2000; Maestre et al. 2008).
Ademds, la fosforilacion de p53 enla Ser15, ya sea por accion directa de CDK5
(J. Zhang et al. 2002) o indirecta a través de ATM (Tian et al. 2009), induce la
estabilizacion de la proteina. Estos antecedentes, nos hicieron pensar en CDK5
como la quinasa responsable de la estabilizacién de p53 causada por el BA en

las neuronas.

Con este fin, en primer lugar, analizamos el efecto del BA sobre la
actividad de CDK5 mediante la expresion de sus activadores p35 y p25. Como
se observa en la Figura 8, el BA indujo la expresidon de p25, lo que es compatible
con la hiperactivacion de Cdk5 (Lee et al. 2000; Kusakawa et al. 2000; Nath et

al. 2000; Maestre et al. 2008), tanto en ausencia como en presencia de p53

(Figura 8).

@ Figura 8. El BA induce la conversion del
o o) cofactor de CDK5, p35, en su forma

c &, . .
o 3 truncada p25. Se realizaron cultivos de
MW & = neuronas procedentes de ratones
(kDa) £ ¢ = silvestres (Wt) y knockout (KO) de p53y se
33 —El Cdk5 trataron o no (Control) con 10 uM de
35 —[=m@» ™ & | p35 3A25-35 durante 24 horas. Se realizaron
analisis de transferencia tipo Western de

25 — p25 . -

37 — los niveles de expresion de CDK5, p35 y
IE] GAPDH p25. La expresion de GAPDH se utilizo

como control de carga.

El sienciamiento de Cdk5 se confirmé mediante RT-gPCR (Figura 9a) y
la deteccion de los niveles de la proteina (Figura 9b). El sienciamiento de Cdk5
en las neuronas previno la despolarizacién mitocondrial (Figura 10a) y la muerte
neuronal por apoptosis (Figura 10b) provocadas por el BA. Asimismo, mediante

transferencia fipo Western se evidencié que el silencicomento de Cdk5 era
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capaz de prevenir el incremento en los niveles de las dianas transcripcionales
pro-apoptdticas de p53, Bax y PUMA, asi como la activacién de la caspasa 3,
fras el fratamiento de las neuronas con BA (Figura 10c). Estos resultados sugieren
qgue Cdk5 estd implicada en la estabilizacion de p53. Es mds, demostramos que
la acumulacion de p53 causada por el BA en las neuronas era posterior a la

generacion de p25 (Figura 11) fras la estimulacion con BA.
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Figura 9. Andlisis del silenciamiento de Cdk5. Las neuronas se transfectaron
con siRNA contra la luciferasa (siControl; 100 nM) o Cdk5 (siCdk5; 100 nM). Tras
72 horas de la transfeccion, el silenciamiento de Cdk5 se valoré mediante (a) RT-
pPCR, normalizédndose la expresion frente al mRNA control Gapdh y mediante
(b) de transferencia tipo Western de los niveles de expresion de Cdk5. La
expresion de GAPDH se utilizé como control de carga. Se utilizé como siControl
(100 nM) un RNA de interferencia frente al gen de la luciferasa. Se utiliz6 como
siControl un RNA de interferencia frente al gen de la luciferasa.
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Figura 10. El silenciamiento de Cdk5 es suficiente para evitar la activacion de la via
intrinseca o mitocondrial de la apoptosis en neuronas Wt. Las neuronas se trataron o no
(Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas. Se analizé Las neuronas se transfectaron
con siRNA contra la luciferasa (siControl; 100 nM) o Cdk5 (siCdk5; 100 nM). Tras 72 horas
de la transfeccién, las neuronas se trataron o no {Control) con 10 uM de BA25-35 durante
24 horas. El potencial de membrana mitocondrial (a) y apoptosis (b) se analizaron
mediante citometria de flujo, tal y como se describe en Material y Métodos. (c) Se
realizaron analisis de transferencia tipo Western de los niveles de expresién de Bax, PUMA
y Caspasa 3 activa. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga. Los datos son
medias + S.E.M, *p<0,05 vs control siControl, #p<0,05 vs tratamiento con BA25-35
siControl; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos diferentes)
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Figura 11. La formacion de p25 es anterior a la estabilizacion de
p53 en neuronas tratadas con BA. Las neuronas se trataron o no
(Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas. Se analizaron los
niveles de expresién de p53 y p25 mediante transferencia tipo
Western. La expresion de GAPDH se utilizé como control de carga.
Por tanto, hasta el momento nuestros resultados demuestran que el BA
induce la activacién de Cdk5, que fosforila y estabiliza p53, lo que se traduce

en la disfuncidén mitocondrial y la subsecuente muerte neuronal por apoptosis.

3.- IMPLICACION DEL POLIMORFISMO 7p53

Arg/72ProEN LA MUERTE NEURONAL ASOCIADA AL -
AMILOIDE.

La relevancia de la genética en la EA estd muy establecida en la
literatura. Los factores genéticos responsables de la forma temprana de la EA
estdn ampliamente caracterizados. Por el contrario, existe la necesidad de
encontrar herramientas genéticas robustas para un mejor manejo de los
pacientes de EA esporddica (Gatz et al. 2006; Tanzi 2012; Lambert et al. 2013;
Befttens et al. 2013; Cacace et al. 2016, Goldman et al. 2011; Van
Cauwenberghe et al. 2016). Recientemente, hemos descrito que el SNP
humano Arg72Pro de p53 regula la susceptibiidad de las neuronas a la
apoptosis causada por laisquemia y, en consecuencia, determina el prondstico
funcional de pacientes de ictus (Gomez-Sanchez et al. 2011). Por ello, una vez
establecido el papel decisivo de p53 en la neurotoxicidad del BA, quisimos

analizar la posible funcidn del SNP en la susceptibilidad de las neuronas al BA.
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3.l.- La variante polimérfica Arg incrementa la
suscep+ibi|idcd de las neuronas al BA.

Como una primera aproximaciéon experimental, se realizaron cultivos
primarios de neuronas procedentes de ratones knockin "*humanizados” que
expresan las variantes polimérficas humanas p5372-Arg (que denominamos

grupo Arg) o p5372-Pro (que denominamos grupo Pro).

Como se observa en la Figura 12, la despolarizacion mitocondrial
causada por el BA es significativamente mayor en las neuronas Arg respecto a
las neuronas Pro (Figura 12b). De manera consecuente, la apoptosis provocada
por el BA en las neuronas Arg resultd ser mayor a la producida en las neuronas
Pro (Figura 12b). Es mds, el andlisis mediante transferencia tipo Western revelé
que, a pesar de tener similares niveles de p53, la expresidén de caspasa 3 activa
fue superior en las neuronas portadoras de la variante Arg de p53, que en

aquellas que expresaban Pro (Figura 12c).
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Figura 12. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 condiciona la susceptibilidad de las
neuronas al BA. Se realizaron cultivos de neuronas procedentes de ratones knockin
de las variantes polimérficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se trataron o no
(Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas. El potencial de membrana
mitocondrial (a) y apoptosis (b) se analizaron mediante citometria de flujo, tal y como
se describe en Material y Métodos. El BA35-25 se empled como control adicional (10
UM, 24 horas). (c) Se realizaron analisis de transferencia tipo Western de los niveles de
expresion de p53 y caspasa 3 activa. La expresion de GAPDH se utiliz6 como control
de carga. Los datos son medias +S.E.M, *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs neuronas Pro
tratadas con BA25-35; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos diferentes)

Posteriormente, decidimos analizar el efecto del SNP sobre la
susceptibilidad de las neuronas al BA en funcidn del tiempo. Asi, tanto el estudio
de la determinacion de la apoptosis por citometria de flujo (Figura 13a), como
la deteccion de caspasa 3 activa por andlisis de transferencia tipo Western
(Figura 13b), revelaron que la neurotoxicidad del BA se produjo de manera mds

temprana en las neuronas Arg que en las Pro. De manera complementaria
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fratamos neuronas de ambos genofipos con BA25-35 biotilinado (10 uM) para
analizar mediante inmunofluorescencia la presencia de caspasa 3 activa, asi
como la morfologia neuronal. En la Figura 13c se observa, una mayor expresion
de la caspasa 3 activa en neuronas con genotipo Arg. Ademds, mientras que
en las neuronas Pro la caspasa 3 activa aparece tanto en ndcleo como en
prolongaciones de neuronas que aun preservan su morfologia, en las neuronas
Arg la caspasa 3 activa aparece fundamentalmente en corpuUsculos

procedentes de neuronas que han iniciado un proceso apoptdtico.
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Figura 13. Las neuronas Arg son mds vulnerables al BA25-35 y comienzan a morir desde
tiempos de tratamiento mds tempranos. Se realizaron cultivos de neuronas procedentes
de ratones knockin de las variantes polimorficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se
trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante diferentes tiempos. (a) Se analizé la
apoptosis mediante citometria de flujo, tal y como se describe en Material y Métodos. Los
datos son medias + S.E.M, *p<0,05 vs control, #p<0,05 vs neuronas Pro tratadas con BA25-
35; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 experimentos) (b) Se realizaron analisis de
transferencia tipo Western de los niveles de expresiéon de caspasa 3 activa. La expresion de
GAPDH se utilizé como control de carga. (c) Se realizaron inmunocitoquimicas de neuronas
tratadas con 3A25-35 biotinilado (10 uM, verde) durante 16 horas, para detectar caspasa 3
activa (rojo). Se utilizé6 Map-2 como marcador neuronal (violeta). Barra = 50 uM
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Todos estos resultados revelan que la variante polimérfica Arg
incrementa la susceptibiidad de las neuronas al BA. Dado que en ambos
genotipos el BA induce la estabilizacion de p53, el mecanismo parece ser

independiente de la modulacién de los niveles de la proteina.

3.2.- El polimorfismo Arg7Z2Pro de Tp53no afectaa
la ruta de activacién de Cdk5 en neuronas tratadas

con e| BA

Una vez conocida la vulnerabilidad diferencial entre ambas variantes
polimdérficas de p53, nos propusimos descartar el efecto del SNP sobre la
existencia de vias de sefalizacién adicionales capaces de promover la
estabilizacién de p53 y la consiguiente muerte por apoptosis tras el fratamiento

con BA.

Como ya hemos indicado, la estimulacion excitotdxica de los
receptores NMDA en neuronas provoca la entrada de calcio en el interior de la
célula, lo que induce la activacion de las calpainas que rompen p35 formando
p25 y, en consecuencia, activa CDKS5 (Lee et al. 2000; Kusakawa et al. 2000;
Nath et al. 2000; Maestre et al. 2008). Por ello, decidimos investigar la posible
interferencia del SNP en esta ruta de sefalizacién que pudiera explicar la

diferente susceptfibilidad que confiere frente al BA.

Con tal propésito, primeramente estudiamos la implicacién de los
receptores NMDA en la neurotoxicidad del BA. Como se observa en la Figura
14, la inhibicién de los receptores NMDA previno la activacién de la caspasa 3

en ambos genotipos.
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Figura 14. La neurotoxicidad del BA estd mediada por la activacion de los
receptores NMDA. Se realizaron cultivos de neuronas procedentes de ratones
knockin de las variantes polimorficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se
trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas, en presencia del
inhibidor de los receptores NMDA, el MK-801 (10 uM). Se realizaron andlisis de
transferencia tipo Western de los niveles de expresion de caspasa 3 activa. La
expresion de GAPDH se utilizé como control de carga.

Se sabe que la activacidon de los receptores NMDA conlleva a un
incremento intracelular de Ca?*, que es el responsable de la mayoria de los
efectos excitotdxicos del glutamato (Szydlowska & Tymianski 2010; Arundine &
Tymianski 2003). Por ello, analizamos el efecto del BA sobre los niveles de Ca?*
en neuronas que expresan las variantes polimdrficas Arg y Pro. Como control
positivo, incubamos las neuronas con NMDA, un agonista selectivo del receptor
ionotrépico de glutamato NMDA, a una concentfracidon establecida como
excitotdxica (100 uM) (Almeida & Bolanos 2001; Maestre et al. 2008; Jimenez-
Blasco et al. 2015). Como se observa en la Figura 15, la concentracion de Ca?*
infracelular incrementd en presencia de NMDA, vy, de forma mds discreta en

presencia de BA, de manera similar en neuronas de ambos genoftipos.
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Figura 15. El polimorfismo Arg72Pro de Tp53 no afecta a la concentracion
de Ca** citosdlico libre en neuronas. Se realizaron cultivos de neuronas
procedentes de ratones knockin de las variantes polimérficas de p53 arginina
(Arg) y prolina (Pro) y se trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 o con
100 uM de NMDA. Los registros de las concentraciones de Ca?* citosélico libre
se realizaron mediante fluorescencia, utilizando la sonda fluorescente Fura-2,
tal y como se describe en Material y Métodos.

Estos resultados demuestran que el SNP Arg72Pro de p53 no parece
interferir en la ruta de activacion de los receptores NMDA y, en consecuencia,

en la subsecuente entrada de Ca?* en las neuronas.

Nuestro siguiente paso fue analizar el efecto del SNP sobre la activacion
de Cdk5 mediante andilisis por tfransferencia tipo western de la abundancia
proteica p35/25 y Cdk5 en ambos genotipos. Asi, como se observa en la Figura
16a, los niveles de expresion de Cdk5, asi como el grado de conversién de p35
en p25 provocada por la incubacién con BA durante 24 horas, fueron similares
en las neuronas Arg y Pro. Es mds, el incremento en los niveles de p25 se produjo
ya desde las 2 horas de fratamiento con el BA de manera similar en ambos
genoftipos (Figura 16b), lo que descarta diferencias en la activacion de la

quinasa.
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Figura 16. El polimorfismo Arg72Pro de p53 no afecté a la formacion de p25
causada por el BA en neuronas. Se realizaron cultivos de neuronas procedentes de
ratones knockin de las variantes polimérficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se
trataron o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante (a) 24 horas o (b) 2 y 4 horas.
Se realizaron analisis de transferencia tipo Western de los niveles de expresion de
Cdk5, p35 y p25. Se utilizé GAPDH como control de carga.

Seguidamente, decidimos bloquear la via de estabilizacion de p53
mediante interferencia en la expresién de Cdk5 en ambas variantes del SNP
Arg72Pro de p53. Para ello, recurrimos de nuevo a la transfeccion de las
neuronas con el RNA de interferencia contra Cdk5 (100 nM, 72 horas). Como se
observa en la Figura 17, el silenciamiento de Cdk5 (siCdk5) en las neuronas
previno la despolarizacién mitocondrial (Figura 17a) y la subsecuente muerte
por apoptosis (Figura 17b) causada por el BA en ambas variantes polimorficas.
Asimismo, observamos que la ausencia de Cdk5 fue capaz de prevenir tanto la
estabilizacién de p53 como el incremento en los niveles de las dianas
transcripcionales pro-apoptdticas de la misma, Bax y PUMA, y la activacion de
la caspasa 3, causados por el BA en neuronas, independientemente del

genotipo (Figura 17c).
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Figura 17. El silenciamiento de Cdk5 es suficiente para evitar la activacion de la via
intrinseca o mitocondrial de la apoptosis tanto en neuronas Arg como Pro. Se realizaron
cultivos de neuronas procedentes de ratones knockin de las variantes polimorficas de p53
arginina (Arg) y prolina (Pro) y se transfectaron con siRNA contra la luciferasa (siControl;
100 nM) o Cdks5 (siCdk5; 100 nM). Tras 72 horas de la transfeccién, las neuronas se trataron
o no (Control) con 10 uM de BA25-35 durante 24 horas. El potencial de membrana
mitocondrial (a) y apoptosis (b) se analizaron mediante citometria de flujo, tal y como se
describe en Material y Métodos. (c) Se realizaron andlisis de transferencia tipo Western de
los niveles de expresion de p53, PUMA y caspasa 3 activa. La expresion de GAPDH se utilizé
como control de carga. Los datos son medias + S.E.M, *p<0,05 vs control siControl, #p<0,05
vs tratamiento con BA25-35 siControl; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos
diferentes)
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Por tanto, estos resultados confirman la ruta de senalizaciéon descrita en
apartados anteriores que implican a la activacién de Cdk5 y la subsecuente
estabilizacion de p53 como mecanismo responsable de la disfuncién
mitocondrial y apoptosis neuronal causada por el BA. Es mds, esta cascada de
senalizacion es la misma en neuronas que expresan una u otra variante del
polimorfismo Arg72Pro de Tp53, de manera que, en ambas, Cdk5 induce la
estabilizaciéon de p53, lo que descarta que esta via esté implicada en la

diferente susceptibilidad que confiere el SNP frente a la neurotoxicidad del BA.

3.3.- La actividad Jrr‘c:lnscr‘ipcioncﬂ de p53 no es
responscble de la diferente suscep’ribilidcd que
confiere el polimor‘ﬁsmo Arg72Pro de 7,b53 a las

neuronas fren’re CII BA

Una vez descartada la via de estabilizacién de p53 como la
responsable del efecto del SNP sobre la suscepftibilidad neuronal al BA,
decidimos centrarnos en mecanismos posteriores, como es la posible diferencia

en la actividad trasncripcional de ambas variantes polimérficas, Arg y Pro.

Realizamos un estudio de la apoptosis en neuronas fratadas con BA en
presencia del conocido inhibidor de la actividad transcripcional de p53, PFTa
(Pifithrin ., 10 uM). Como se muestra en la Figura 18, la inhibicion de la actividad
franscripcional de pS53 previno fotalmente la neurotoxicidad del BA en las
neuronas Pro, sin embargo dicho efecto no se observd en las neuronas Arg. Por
tanto, estos resultados descartan que el incremento en la susceptibilidad de las
neuronas al BA que confiere la variante Arg se deba a una mayor actividad
franscripcional, respecto a la variante Pro. De acuerdo con estos resultados,
previaomente hemos descrito que ambas variantes polimdrficas poseen la
misma actividad transcripcional, al menos en los que se refiere a dianas
involucradas en la ruta apoptdtica, como son Bax, y PUMA, entre otras (Gomez-

Sanchez et al. 2011).
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Figura 18. La inhibicion de la actividad transcripcional de p53 previene la
apoptosis causada por el BA en las neuronas que expresan la variante Pro, pero no
ratones knockin de las variantes polimérficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se
trataron o no (Control) con 10 uM de $A25-35 en presencia de Pifithrin o (PFTo; 10
tal y como se describe en Material y Métodos. Los datos son medias + S.E.M, *p<0,05
vs control; (ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos independientes).

3.4 La variante polimérficq Arg de po3 se transloca
a la mitocondria, mientras que la variante Pro se
situa en el nucleo.

Una vez descartadas la cascada de sefalizaciéon responsable de la
estabilizacién de p53 y su actividad transcripcional como mecanismos
responsables de la diferente susceptibilidad de las neuronas Arg a la
neurotoxicidad del BA, nuestro siguiente objetivo fue investigar la posible
diferente localizacién subcelular de las variantes polimérficas. En este sentido,
se ha descrito que p53 tiene una funcidn directa en la apoptosis mitocondrial,
de manera que una fraccién de p53 estabilizado por un estrés se transloca
rdpidamente a la membrana externa mitocondrial (Marchenko et al. 2000;
Gomez-Sanchez et al. 2011). Es mds, nuestro grupo ha demostrado que la
variante Arg de p53 interacciona con Bcl-xL, lo que provoca un dano
mitocondrial en neuronas tras un insulto isquémico (Gomez-Sanchez et al. 2011).
Por ello, finalmente decidimos analizar la localizacién subcelular de las variantes
Argy Pro en neuronas ras el fratamiento con el BA. Como primera aproximacion

experimental, mediante centrifugacion diferencial obtuvimos la fraccion
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mitocondrial y analizamos la acumulacién de p53 mediante fransferencia tipo
Western. Como se muestra en la Figura 19qa, el tratamiento con BA provocé la
acumulacién de p53 en las neuronas que expresan la variante Arg, pero no en
aquellas con la variante Pro. Estos resultfados se corroboraron mediante
inmunocitoquimica. Para ello, las neuronas tratadas con BA25-35 (10 uM) se
incubaron con una sonda que detecta especificamente las mitocondrias
(Cytopainter mitocondrial staining kit Green) y se realizaron inmunocitoquimicas
para detectar p53. Como se observa en la Figura 19b, mientras que en las
neuronas Pro p53 se encuentra fundamentalmente en el nicleo, en las
neuronas Arg se observa que una fraccidon importante de p53 se situa en las

mitocondrias.
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Figura 19. La variante Arg de p53 se acumula en la mitocondria tras el tratamiento
de las neuronas con BA. Se realizaron cultivos de neuronas procedentes de ratones
knockin de las variantes polimérficas de p53 arginina (Arg) y prolina (Pro) y se trataron
o no (Control) con 10 uM de BA25-35. (a) Mediante fraccionamiento subcelular, se
aislaron las fracciones mitocondriales y se analizaré la acumulacién de p53 mediante
transferencia tipo Western. Se utilizé6 VDAC como marcador de carga mitocondrial y
GAPDH como marcador de contaminacion citosdlica. (b) Mediante
inmunofluorescencia se detecté la localizacién de p53 (rojo) en las neuronas. Se
empleo la sonda mitocondrial Cytopainter (verde) y Dapi como marcador nuclear
(azul). Barra = 20 uM.

Estos resultados demuestran que la localizacién mitocondrial de la

variante polimérfica Arg puede ser la responsable de la mayor susceptibilidad

110



que confiere frente al BA. Asi, la interacciéon de la variante Arg de p53 con la
mitocondria, a través de Bcl-xL (Gomez-Sanchez et al. 2011), induce la rdpida
despolarizaciéon mitocondrial,, hecho que es responsable de la alta

susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis inducida por el BA (Esquema 2).
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Esquema 2. La variante polimérfica p53Arg incrementa la susceptibilidad neuronal a la
toxicidad del BA, fundamentalmente, por su acumulacion en la mitocondria. En ambas
variantes del polimorfismo Arg72Pro de Tp53, el BA estimula receptores NMDA, lo que
conlleva entrada de Ca?* en la neurona. La hiperactivacién de CDK5 por conversion de p35 en
P25 media la estabilizacién de p53. Sin embargo, la variante p53Arg se acumula rdpidamente
en la mitocondria, de manera que aumenta la susceptibilidad neuronal al daifio mitocondrial
y la muerte por apoptosis provocada por el BA.

H.- INFLUENCIA DE LOS DISTINTOS ALELOS DE LA
APOLIPOPROTEINA E  (ApoE) SOBRE EL
POLIMORFISMO 7p53 Arg/2Pro.

Los distintos alelos de la Apolipoproteina E (ApoE), E2, E3 y E4, influyen
altamente en el riesgo de padecer EA. De hecho, la variabilidad genética del
polimorfismo de ApoE constituye el factor mds importante asociado a la
predisposicion de la EA Asi, mientras que a la isoforma E2 se le atribuye un papel

protector, la presencia de la isoforma E4 incrementa potentemente el riesgo de
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sufrir EA, ala vez que disminuye la edad de comienzo de la enfermedad (Corder
et al. 1993; C.-C. Liu et al. 2013).

Para analizar el efecto del polimorfismo de ApoE4 sobre las diferencias
observadas en la susceptibilidad al BA entre las variantes polimérficas Arg y Pro,
procedimos a co-fransfectar neuronas corticales primarias de ambas variantes
polimdérficas de p53 con cada una de las fres isoformas de la ApoE junto con
GFP, de manera que nos permitiera seleccionar la poblacién de neuronas
transfectadas (GFP*) con éxito. Mediante citometria de flujo analizamos el
potencial de membrana mitocondrial y la apoptosis neuronal tras el tratamiento
con BA. Como se observa en la Figura 20a, el BA reduce el potencial de
membrana mitocondrial en las neuronas que expresan las isoformas ApoE3 y
ApOE4, pero no en las ApoE2. De la misma manera, el BA indujo la apoptosis en
neuronas de todos los genotipos, si bien la funcién neurotdxica del péptido
resultdé ser menor en las neuronas que expresaron la isoforma E2, lo que es

compatible con el efecto neuroprotector de la misma (C.-C. Liu et al. 2013).

Cabe destacar que mientras que en las neuronas que expresan ApoE3
se manfuvo el efecto del polimorfismo de Arg72Pro de Tp53 sobre la
despolarizacién mitocondrial (Figura 20a) y la apoptosis (Figura 20b) causados
por el BA, dicho efecto no se observd en las neuronas que expresaban la
isoforma ApoE4. Asi, la expresion de la ApoE4 en las neuronas previno la
diferente suscepfibilidad de las neuronas al BA que confiere la variante

polimérfica Arg (Figura 20).
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Figura 20. La presencia del alelo €4 de la ApoE anula el efecto del polimorfismo
Arg72 Pro de Tp53 sobre la neurotoxicidad del BA. Se realizaron cultivos de
neuronas procedentes de ratones knockin de las variantes polimérficas de p53
arginina (Arg) y prolina (Pro) y se co-transfectaron con plasmidos que expresan las
variantes polimodrficas de ApoE (€2, €3 y €4) y el plasmido que expresa GFP, durante
48 horas. El potencial de membrana mitocondrial (a) y apoptosis (b) se analizaron
mediante citometria de flujo en las neuronas transfectadas (GFP*), tal y como se
describe en Material y Métodos. Los datos son medias + S.E.M, *p<0,05 vs control;
(ANOVA post-hoc Bonferroni; n=3 cultivos independientes).

Nuestros resultados demuestran que la presencia del alelo 2 de la ApoE
ejerce un efecto neuroprotector frente a la toxicidad del BA con
independencia del genofipo de p53 que se posea. Sin embargo, la presencia
del alelo 4 de la ApoE elimina las diferencias entre las variantes polimérficas Arg
y Pro, de manera que la vulnerabilidad al dano inducido por el BA en neuronas

Pro alcanza los mismos niveles que en neuronas Arg.

113












La EA es una enfermedad compleja y multifactorial en la que los
eventos fundamentales asociados a la misma se han relacionado, entre ofros,
con los depésitos de BA (Serrano-Pozo et al. 2011; Ittner & Go6tz 2011). Asi, los
oligbmeros de BA desencadenan cascadas de senalizacién que implican, entre
otros, la alteracion de la homeostasis del calcio, produccidon de especies
reactivas de oxigeno, procesos inflamatorios y disfuncién mitocondrial,
culminando todo ello en la apoptosis neuronal (Haass & Selkoe 2007; Sakono &
Zako 2010; Kayed & Lasagna-Reeves 2012). El conocimiento de los mecanismos
moleculares que median la neurodegeneracion asociada a esta enfermedad
es esencial para establecer nuevas vias de actuacion terapéutica que
permitan paliar la pérdida neuronal y, por tanto, el deterioro cognitivo en la EA
(Tarawneh & Galvin 2010; Huang & Mucke 2013; Hong-Qi et al. 2012). A la hora
de estudiar los mecanismos moleculares implicados en la enfermedad, existen
diversos modelos in vitro que persiguen mimetizar los efectos del BAy de Tau en
esta patologia (Calissano et al. 2009). Pese a que existen diversas teorias que
pretenden explicar los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la EA, la
hipétesis mds aceptada actualmente es la Hipdtesis de la cascada amiloide
(Hardy & Higgins 1992; Hardy & Selkoe 2002; Selkoe & Hardy 2016). De acuerdo
con esta hipétesis, la presencia de BA es un factor desencadenante de los
eventos moleculares responsables de la EA, que afecta posteriormente al
metabolismo de Tau (Hardy & Selkoe 2002; Choi et al. 2014). Para estudiar los
mecanismos moleculares que median la neurotoxicidad del BA, aun por
establecer, hemos utilizado un sistema in vitro de estimulacién de neuronas
corticales en cultivo primario con el fragmento 25-35 del BA, considerado el
dominio bioldgicamente activo del péptido amiloide completo (Stepanichev
et al. 2006; Stepanichev et al. 2003; Stepanichev MYu et al. 1998; Stepanichev
et al. 2005; Limdén et al. 2009). Este sistema nos ha permitido establecer que el
BA induce la activacién de la quinasa Cdk5, lo que provoca la estabilizacion
de p53y, en consecuencia, la despolarizacién mitochondrial y la subsecuente

muerte neuronal por apoptosis.

Estd descrito que el dano mitocondrial es un evento temprano en la EA
que, ademds, estd estrechamente relacionado con la neurodegeneracién
(Schmitt et al. 2012; Moreira et al. 2010; Eckert, Keil, et al. 2003). De hecho, el BA
es una potente toxina mitocondrial que afecta de forma dramdtica al pool

mitocondrial sindptico (Mungarro-Menchaca et al. 2002), de manera que es
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capaz de alterar la mayoria de funciones mitocondriales (Mungarro-Menchaca
et al. 2002; Chen & Yan 2007; Bolanos et al. 2009). Resultados previos del grupo
han puesto de manifiesto que el mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial es esencial para la supervivencia neuronal (Garcia et al. 2005;
Veas-Pérez de Tudela et al. 2015; Delgado-Esteban et al. 2000; Alimeida &
Bolanos 2001). En este sentido, hemos observado que el dano mitocondrial
precede a la apoptosis neuronal causada por el BA, de manera que la
despolarizacién mitocondrial es causa, y no consecuencia, del proceso

apoptdtico.

Una de las vias mejor caracterizadas que desencadenan la muerte
neuronal como consecuencia de la disfuncién mitocondrial es la apoptosis
dependiente de p53. En condiciones de estrés celular, p53 ejerce sus funciones
neurotdxicas actuando tanto como factor de transcripcion, induciendo o
reprimiendo la transcripcién de mediadores pro- o anti-apoptdticos (Bieging &
Attardi 2012; Riley et al. 2008), como de forma directa mediante su interaccion
con la mitocondria (Vaseva & Moll 2009; Green & Kroemer 2009; Gomez-
Sanchez et al. 2011). De hecho, frabagjos anteriores de nuestro grupo han
demostrado que p53 interacciona con la proteina anti-apoptédtica Bcl-xL,
secuestrdndola e provocando la apoptosis neuronal tras un insulto isquémico
(Gomez-Sanchez et al. 2011). En el presente trabajo demostramos que la
neurotoxicidad del BA estd mediada por p53, de manera que la estabilizacion
de p53 induce la despolarizacién mitocondrial y, en consecuencia, la muerte
neuronal por apoptosis. Esto concuerda con estudios previos en los que se ha
observado una relacion entre los niveles de p53 y la muerte neuronal tanto en
cerebros de pacientes con EA (Sajan et al. 2007; Morrison & Kinoshita 2000)
como en modelos animales (Morrison & Kinoshita 2000) y en neuronas primarias
humanas (Y. Zhang et al. 2002). Sin embargo, Blasko et al han descrito en un
modelo de neurotoxicidad en queratinocitos humanos que la toxicidad del BA
es independiente de p53, por lo que parece que la relacién entre p53 y la

apoptosis podria ser dependiente del tipo celular.

De todas las modificaciones post-traduccionales implicadas en la
estabilizacion de la proteina p53, la fosforilacion en la Ser-15 (Ser-18 en el ratén)
es la mejor caracterizada. Dicha fosforilacion se lleva a cabo por la quinasa

Cdk5, bien de manera directa (Lee et al. 2007) o indirecta a través de ATM (Saito
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et al. 2002). Ademds, se ha establecido una relacién entre CDK5 vy la apoptosis
neuronal en la EA (Liu et al. 2015). Asi, se han observado acumulaciones de p25,
cofactor activador de CDKS5, en zonas cerebrales danadas de pacientes con
EA, lo que ha permitido relacionar la activacion de CDK5 con la
neurodegeneracion en estos pacientes (Tseng et al. 2002; Lee et al. 2007).
Nuestros resultados demuestran que Cdk5 es la responsable de la estabilizacion
de p53, de manera que la ausencia de la quinasa previene el dano
mitocondrial y la neurodegeneracion causadas por el BA. Trabajos previos del
grupo han demostrado que la activacién de receptores de NMDA implica una
hiperactivacién de la quinasa CDK5 por conversion de su cofactor p35 en la
forma truncada p25 (Maestre et al. 2008). Bajo nuestras condiciones
experimentales, el BA induce la enfrada de Ca?* a través de los receptores
NMDA, que es suficiente para activar a las calpainas responsables de la
protedlisis de p35 a p25 (Maestre et al. 2008). Nuestros datos muestran, ademds,
que esta conversidon de p35 a p25 es anterior a la estabilizacién de p53. Estos
datos, junto con el hecho de que la ausencia de Cdk5 previene la estabilizacion
de p53, demuestran que esta estd mediada por el complejo CDK5-p25. Sin
embargo, nuestros datos no arrojan luz a la manera en que CDKS5 estabiliza p53,
ya que puede hacerlo por fosforilacion directa o bien a través de ATM (Lee et
al. 2007; Tian et al. 2009). En cualquier caso, la ausencia de Cdk5 previene el
dano mitocondrial y la apoptosis neuronal causada por el BA mediante un
mecanismo que implica la acumulacion de p53 en las neuronas. Por tanto,
nuestros resultados posicionan a la quinasa Cdk5 vy la proteina p53 como
elementos clave en la patogénesis de la EA vy, por tanto, como potenciales
dianas moleculares para el establecimiento de nuevas vias de actuacién

terapéutica en la EA.

El polimorfismo Arg72Pro en el coddén 72 de Tp53 consiste en la
sustitucion de una guanina (CGC, que codifica prolina) por una citosina (CCC,
que codifica arginina). Este cambio condiciona que se sintefice la variante
polimdrfica que contiene prolina (p53-Pro) o bien la que contiene arginina (p53-
Arg), denfro del dominio rico en prolina que es esencial para la actividad
apoptoética de la proteina (Thomas et al. 1999; Dumont et al. 2003; Bonafé et al.
2004; Gomez-Sanchez et al. 2011). Asi, se ha descrito que la variante Arg de p53
tiene una capacidad de inducir apoptosis en superior a la variante p53-Pro

(Gomez-Sanchez et al. 2011; Bonafé et al. 2004), lo que relaciona al
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polimorfismo Arg72Pro con la resistencia al desarrollo neopldsico. Ademds, el
polimorfismo regula la susceptibilidad de las neuronas a la muerte excitotdxica.
En el presente trabajo, demostramos que el SNP Arg72Pro de Tp53 determina la
neurotoxicidad del BA, siendo la variante Arg mds susceptible a la misma. El
frabajo de Jeong ef al. atribuye a la variante Arg una mayor capacidad para
transcribir, entre otros, genes pro-apoptdticos como PUMA (Jeong et al. 2010).
Sin embargo, ofros grupos han descrito que dicho efecto es independiente de
la actividad transcripcional de la proteina (Bonafé et al. 2004; Gomez-Sanchez
et al. 2011). Nuestros datos estdn de acuerdo con esta Ultima tendencia y
demuestran que la modulacién de la actividad apoptética que ejerce el SNP
no estd relacionada con diferencias en la actividad transcripcional entre las
variantes polimérficas. De hecho, la neurotoxicidad del BA se previene
totalmente al inhibir la actividad transcripcional de p53 con PFTa. en neuronas
que expresan la variante Pro, pero no en aquellas con la variante Arg. Existen
trabajos que describen que la mayor capacidad pro-apoptdtica caracteristica
de la variante arginina (Thomas et al. 1999) se debe a la interaccidén de p53 con
la mitocondria (Dumont et al. 2003; Gomez-Sanchez et al. 2011). En este sentido,
la mayor vulnerabilidad al BA que describimos en la variante Arg se debe, al
menos en parte, a su mayor capacidad para acumular p53 en la mitocondria,
respecto de la variante Pro que se acumula fundamentalmente en el nicleo.
Estos resultados refuerzan nuestra idea de que la alteracién de la homeostasis
mitocondrial por interferencia con p53 tras su estabilizacién, es la responsable

de la neurodegeneracion asociada al BA.

La diferente susceptibilidad de las neuronas a la apoptosis que confiere
el SNP tiene relevancia en pacientes de distintas patologias, como son el ictus
(Gomez-Sanchez et al. 2011) y el glaucoma primario de dngulo abierto
(Neamatzadeh et al. 2015). Si bien nuestros resulfados en neuronas in vifro
parecen sugerir que el SNP Arg72Pro podria condicionar el riesgo y/o la
progresion de la EA, los escasos estudios que hay en la literatura difieren en sus
conclusiones. Hasta el momento, se han descrito dos frabajos que demuestran
una débil asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro de Tp53 y el riesgo de
padecer EA en una cohorte de judios (Rosenmann et al. 2003) y de italianos
(Scacchi et al. 2009). Sin embargo, es necesario que se realicen nuevos frabajos
para establecer el posible efecto del SNP en pacientes de la EA, especialmente

en relacion a la progresidon del deterioro cognitivo, que es un proceso ligado a
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la neurodegeneracion (Masliah et al. 1989; Masliah et al. 1991; Terry et al. 1991;

Serrano-Pozo et al. 2011; Koffie et al. 2011).

Finalmente, en el presente trabajo investigamos la influencia de los
distintos alelos de la ApoE sobre el SNP Arg72Pro de Tp53. La ApoE, principal
apolipoproteina en el tejido cerebral (Bu 2009), existe como fres isoformas
proteicas distintas: ApoE2, ApoE3 y ApoE4 (Mahley et al. 2006). Hasta el
momento, la Unica variante génica considerada como un factor de riesgo
establecido para LOAD es el alelo 4 del gen de la apolipoproteina E (APOE)
(Strittmatter et al., 1990). Nuestros datos demuestran que la variante ApoE4
neutraliza las diferencias observadas entre las variantes polimérficas Arg y Pro
de p53 en cuanto a la susceptibilidad a la neurotoxicidad del BA, mientras que
la mayor susceptibilidad de la variante Arg se mantiene en presencia de los
alelos 2 y 3 de la ApokE. Este resultado es muy interesante, dado que la mayoria
de la poblacién carece del alelo 4 de la ApoE (Robert W. Mahley & Huang
2012). Por ello, cobra importancia el andlisis del SNP Arg72Pro de Tp53 entre los
pacientes con EA que son ApoE4 negativos. De esta manera, el SNP humano
Arg72Pro de Tp53 se posiciona como un posible biomarcador de riesgo y/o
prondstico de la EA, al menos en los pacientes que no portan el alelo ApoE4. Es
mds, nuestros datos deben tenerse en cuenta para establecer posibles nuevos
biomarcadores de riesgo y/o prondtico en la EA, complementando el efecto

de los polimorfismos de ApoE ya descritos.
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A la luz de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, hemos

obtenido las siguientes conclusiones:

1.- El B-amiloide induce la estabilizaciéon de p53 en las neuronas, que,
por interaccién con la mitocondria, provoca la despolarizacion de la
membrana inferna mitocondrial, y, posteriormente, desencadena la apoptosis

neuronal. Por tanto, p53 estd implicada en la neurotoxicidad del B-amiloide.

2.- La quinasa responsable de la fosforilacion y estabilizacién de p53, en
respuesta al fratamiento con BA, es la proteina quinasa dependiente de ciclina-
5 (Cdk5). Asi, el B-amiloide, a través de la activacién de los receptores NMDA y
la subsiguiente enfrada de Ca?* en la neurona, provoca la la hiperactivacion
de Cdk5 por conversion del complejo Cdk5-p35 en Cdk5-p25, lo que culmina

en la estabilizacion de p53, el daifo mitocondrial y la apoptosis neuronal.

3.- El polimorfismo humano en el exdn 4, coddn 72 del gen Tps3
condiciona la susceptibiidad de las neuronas a la neurotoxicidad del B-
amiloide. Asi, la variante polimérfica Arg de p53 promueve su localizacién en la
mitocondria, lo que desencadena un dano mitocondrial en la neurona,
incrementando la susceptibilidad a la neurotoxicidad causada por el B-

amiloide.

4.- La presencia del dlelo E4 de la apoplipoproteina E abroga las
diferencias entre las dos variantes prolimérficas Arg72Pro de Tp53, Prolina y
Arginina en cuanfo a la susceptibilidad a la neurotoxicidad del B-amiloide,
mientras que la mayor vulnerabilidad de la variante Arg se mantiene en

presencia de los alelos 2 y 3 de la ApoE.
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Conclusién final

Los resultados de la presente Memoria demuestran que el B-amiloide
activa la quinasa dependiente de ciclina-5 lo que promueve la estabilizaciéon
de p53 vy, en consecuencia, la disfuncidn mitocondrial y la apoptosis neuronal.
Asi, hemos identificado a la quinasa Cdk5 y la proteina p53 como elementos
clave en la patogénesis de la EA y, por tanto, como potenciales dianas
moleculares para el establecimiento de nuevas vias de actuacion terapéutica
en la enfermedad de Alzheimer. Es mds, el polimorfismo Arg72Pro de Tp53
modula la susceptibilidad de las neuronas a la neurotoxicidad del B-amiloide,
convirtiéndolo en un posible biomarcador genético de riesgo y/o prondstico de
la enfermedad de Alzheimer, al menos en los pacientes que portan el alelo E2

y E3 de la apoplipoproteina E.
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