Universidad deValladolid

Facultad de Medicina

Papel del neuroprotector
ApoD en el manejo microglial

de agregados amiloides

Autora: Marta Poncela Herrero
Coautor: Miguel Villa Valdés

Tutores: Miriam Corraliza Gomez y Diego Sanchez Romero

Trabajo Fin de Grado Medicina. Curso 2018-2019.



indice

INDICE

g Y U = | N 3
I, INTRODUCCION........occsveseresvesresrssrrsssesssssessssssessssssessssssessssssessssssessssssssssssssssssssssnsen 4
2. MATERIALES Y METODOS. ........ccccvesveseessvesessssssssssssssssssessssssessssssessssssessssssessssssessesnes 7
2.1.  Revision bibliografiCa......cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiincn s essee e e 7
2.2.  Cultivo celular y tratamientos. .....cccccceeiiiiiiiiiiinnnniiiiiniiiiieesmiiisssssissssss 7
2.3.  Preparacion de oligdmeros de B-amiloide.......ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinennnenn, 8
2.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion con Coomassie.......cccccevveirieniiinnniinnnnnns 8
2.5. Estudio de viabilidad celular. ..........ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 9
2.6. Reaccion en cadena de la Polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT- gPCR). ......ccceeeuees 9
2.7. Inmunocitoquimica en células BV2. ........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiineiiieiiieiieiseiesseiesessssesssenne 10
2.8. Inmunohistoquimica en tejido cerebral de raton. .......cccccevieiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnn. 11
3. RESULTADOS.........oeeereeiieeiieeiteeieiisierseisrieisessissssissssirssssissssssssssssssssisssssssssssssssses 12
3.1.  Caracterizacion de los oligdmeros de B-amiloide. ........cccceiiiiiiiiiiiniiiiiiiniiinnnineinnennnnn. 12
3.2. Efecto de los oligdmeros de B-amiloide sobre las células BV2. .........cccceueeeeerrrreeenannnee. 12

3.3.  Analisis del papel de ApoD en la viabilidad de las células BV2 tratadas simultaneamente
(o o T L= T 411 oY T [ RN 13

3.4. Estudio del efecto del R-amiloide sobre la supervivencia de las células BV2 tratadas
[N VZE T4 g T=T o LT oo T 1Y« o D TS 14

3.5. Cuantificacion de la expresion de IL1B en microglia tratada con B-amiloide y ApoD....15

3.6. Inmunocitoquimica de células BV2 tratadas con B-amiloide. ......cccccceviiiiiiiiinninnninnnnnnne 16

3.7. Inmunohistoquimica para Ibal en la microglia de ratén WT y raton ApoD-KO. ........... 17
4. DISCUSION......uuuniminiririrircscsisisesisisssesisssssssssssssssssssssssssssssssasasssasssssssasssssasasssasasas 18
5. CONCLUSION.......cuourururuririririsisisssasisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssens 20
(1 TN o] 1Y o/ 21
Y2 10 1= 23
L B V1 2 (0 24

MARTA PONCELA HERRERO 2



Resumen

RESUMEN

La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina de la familia de las lipocalinas, cuya
expresion se incrementa en las regiones del sistema nervioso central afectadas por la
Enfermedad de Alzheimer. La funcion neuroprotectora de esta proteina frente al estrés
oxidativo, que caracteriza al proceso de envejecimiento y a las patologias
neurodegenerativas, ha sido ampliamente estudiada en neuronas y astrocitos. En este
trabajo se analiza el papel de ApoD en las células BV2 (microglia de raton) expuestas a los
oligbmeros de [-amiloide, que son considerados los responsables del proceso
neurodegenerativo que ocurre en la Enfermedad de Alzheimer. De acuerdo con los
resultados obtenidos, ApoD parece ejercer una funcion protectora frente al dafio generado
por los oligdmeros de Al sobre las células microgliales, que podria estar relacionada con

su actividad antiinflamatoria.

Palabras clave

Apolipoproteina D - R-amiloide - Microglia - Células BV2 - Neurodegeneracion - Enfermedad

de Alzheimer
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa de curso progresivo que
constituye la primera causa de demencia en personas de edad avanzada. Se caracteriza
por la pérdida gradual de la memoria episddica, acompafada de la afectacion de otros
dominios cognitivos (desorientacion, deficiencia del lenguaje, agnosias, apraxias y
disfuncion ejecutiva). Un conjunto de sintomas que dificulta la realizacion de las actividades

de la vida diaria y acaba generando una dependencia funcional progresiva del sujeto (1).

A pesar de que la patogenia del Alzheimer sigue sin establecerse, se cree que todas las
formas de la enfermedad comparten un mismo origen: la sobreproduccién o ausencia de
aclaramiento del péptido R-amiloide (AR). En condiciones normales, dicho péptido se
obtiene del procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP)por las a-
secretasas. Sin embargo, de acuerdo con la hipétesis amiloidea, se cree que en la
enfermedad de Alzheimer se produce un procesamiento anémalo de la APP porlas Ry y-
secretasas, que da lugar a péptidos de R-amiloides.so, 1-42. Estos péptidos, por un lado,
atraviesan la membrana de las neuronas y forman oligémeros, mientras que, por otro, se
agregan en fibrillas formando las placas de amiloide extracelulares caracteristicas de la
enfermedad (1,2).

El depdsito del AR desencadena una respuesta inflamatoria con formacion de radicales
libres, estrés oxidativo y entrada masiva de calcio en la neurona, que conduce a la
disfuncion y muerte neuronal. Por tanto, el péptido AR parece ser el responsable del proceso

de neurodegeneracion que tiene lugar en la enfermedad de Alzheimer (1,2).

La apolipoproteina D (ApoD) humana es una glicoproteina de la familia de las lipocalinas
que parece jugar un importante papel en el proceso neurodegenerativo. Su gen se localiza
en la regién p14.2 del cromosoma 3 y su estructura terciaria consiste en un barril
constituido por 8 laminas [3-antiparalelas, que forman una cavidad o bolsillo que permite la

union de pequenos ligandos hidrofébicos (3).

ApoD se encuentra ampliamente distribuida en el organismo: glandulas adrenales, rifiones,
pancreas, bazo, pulmones, ovarios, testiculos, cerebro, nervios periféricos y liquido

cefalorraquideo. En cambio, a diferencia de lo que ocurre en el resto de las
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Introduccion

apolipoproteinas, su expresion en el higado y el intestino es baja. El sistema nervioso
destaca como uno de los principales tejidos de expresion de ApoD: en el sistema nervioso
periférico se expresa en los fibroblastos del endoneuro y en las células de Schwann y en el

sistema nervioso central en los astrocitos y oligodendrocitos (3).

ApoD es una proteina multifuncién: protege frente al estrés oxidativo reduciendo la
perioxidacion lipidica (4), participa en la diferenciacion neuronal (5) e interviene en la
regeneracion de los nervios dafiados (3). Todas estas funciones puede llevarlas a cabo
gracias a su capacidad de unir diferentes ligandos hidrofobicos (multi-ligando): acido
retinoico, retinol, esfingomielina, acidos grasos, progesterona, anandamida, acido

araquidonico y acido Es-metil-2-hexanoico (5).

Diversos estudios (3,6) informan sobre un aumento de la expresion de ApoD en condiciones
neuropatologicas, como en el proceso de envejecimiento, en las patologias
neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de

Niemann-Pick) o en la lesién de los nervios periféricos.

ApoD es el gen que mas aumenta su expresion en el envejecimiento en varias especies
(7), lo que parece representar un mecanismo protector frente al deterioro cerebral que tiene

lugar durante dicho proceso (8).

En la enfermedad de Alzheimer se ha detectado un incremento de los niveles de ApoD en
el liquido cefalorraquideo y en varias regiones cerebrales afectadas por la enfermedad:
hipocampo (9), corteza prefrontal y corteza entorrinal (10). Este incremento de ApoD se
produce en la linea celular HT22 de origen neuronal sometida al R-amiloide (11), lo puede
deberse a la funciéon neuroprotectora que parece tener dicha proteina frente al estrés
oxidativo. Ademas, se ha detectado ApoD en los depdsitos de AR de los pacientes con

enfermedad de Alzheimer (12).

En un estudio realizado en ratones (13) se evidencié que ApoD ejerce una funcion
reguladora de la patologia amiloidea en la enfermedad de Alzheimer. En ratones con
pérdida de funcion para ApoD (Knock-out) se detectd un aumento del numero de placas de
amiloide en la region hipocampal y cortical, mientras que en ratones con sobreexpresion de

ApoD en neuronas se reducia dicho nimero, asi como los niveles de R-amiloide1.40,1-42 42.
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Se desconoce si ApoD se expresa en la microglia y si puede ejercer algun papel en relacion
con ésta. Las células microgliales son consideradas los macréfagos del Sistema Nervioso
Central, donde juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis en
condiciones fisiolégicas. La microglia modula la sinapsis neuronal y participa en la
neurogénesis postnatal a nivel del hipocampo (esencial para el aprendizaje y la memoria)
(14).

A pesar de que la funcion de la microglia en la enfermedad de Alzheimer todavia no ha sido
esclarecida, se ha relacionado con el depdsito y aclaramiento del 3-amiloide. Se cree que
los oligdbmeros de AR desencadenan una respuesta inflamatoria con participacion de la
microglia activada, que libera una gran cantidad de mediadores inflamatorios que podrian

contribuir al proceso neurodegenerativo que tiene lugar en la enfermedad (15,16).

El papel del neuroprotector de ApoD en el estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiado
en neuronas y astrocitos. En cambio, los estudios realizados en microglia han sido escasos.
Es por ello que en este trabajo queremos estudiar cdmo se comporta la microglia ante el
estrés oxidativo generado por el R-amiloide, y como el tratamiento con ApoD puede
modificar dicho comportamiento. El objetivo principal de este proyecto es determinar si
ApoD ejerce un papel neuroprotector en las enfermedades neurodegenerativas, como la

enfermedad de Alzheimer.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1.  Revision bibliografica.

La busqueda bibliografica se fundamenté en los conceptos claves de este trabajo:
apolipoproteina D (ApoD), 3-amiloide (AR), patologia neurodegenerativa y enfermedad de

Alzheimer (Tabla 1). Dicha revision fue llevada a cabo en la base de datos online PubMed.

TERMINOS FILTROS ARTICULOS
Ninguno 609
Apolipoprotein D 10 ultimos afnos 141
10 ultimos anos + review 3
“Apolipoprotein D” AND 10 ultimos anos 18
“neurodegenerative”
“Apoliporotein D” AND 10 ultimos afos 11
“Alzheimer”
“Apolipoprotein D” AND 10 ultimos anos 8
“amyloid”

Tabla 1. Clasificacion de las palabras claves buscadas, los filtros empleados y el n° de articulos obtenidos.

2.2. Cultivo celular y tratamientos.

La linea celular BV2 (microglia de ratén; Blasi 1990 (17)) se cultiva en el medio RPMI1640
suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS), 1% de L-Glutamina y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S). Las células se mantienen incubadas a 37°C y 5% de CO,.
Los pases de cultivo se realizan cuando se alcanza la confluencia celular y, para ello, se
emplea el GHCKS (NaCl (6,37 g/L), KCI (0.30 g/L), NasCitrato2H,O (3 g/L), glucosa (2 g/L)
y HEPES (4,77 g/L). pH = 7.5), que al causar una disminucién del calcio permite que se

levanten las células y puedan ser transferidas al nuevo medio.

La siembra celular se realiza con la ayuda de la camara de Neubauer, que nos permite
contar el numero de células presente en nuestra suspension celular y calcular el volumen
de ésta necesario para sembrar la densidad celular deseada en el experimento. Una vez
estimado dicho volumen, podemos sembrar las células con su medio correspondiente en

cada pocillo.

Por ultimo, cabe destacar que a lo largo de los experimentos las células BV2 han sido
tratadas con ApoD humana (10, 50 y 100 nM; 3 horas y 24 horas) y oligébmeros de -
amiloide (0.1, 0.5, 1, 2, 5y 10 uM; 3 horas y 24 horas).
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2.3. Preparacion de oligdbmeros de 3-amiloide.

En primer lugar, tras 30 minutos a temperatura ambiente disolvemos 1 mg de Al31.42 en
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP). A continuacion, la solucion obtenida se distribuye
en tres eppendorfs no siliconados que se incuban a temperatura ambiente durante 2 horas,
permitiendo asi la formacion de mondmeros. Posteriormente, se centrifugan los 3 viales a
800g durante 15 minutos y la pelicula que forma el péptido se resuspende en DMSO,
obteniéndose una concentracion de 5 mM. Se sonican las muestras de AR 5 mM durante

10 minutos y se distribuyen en 27 alicuotas que se conservan a -20°C.

Finalmente, 24 horas antes del empleo del péptido AR, afiadimos a cada alicuota DMEM
4,5g/L (sin L-glutamina ni rojo fenol) para favorecer la formacion de oligémeros de A4 a
una concentracion de 80uM. Por ultimo, sonicamos las muestras durante 10 minutos y las

incubamos 24 horas a 4°C (18).

2.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion con Coomassie.

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de docecilsulfato sédico (SDS-
PAGE) nos permite separar las proteinas de acuerdo con su peso molecular. EI SDS
desnaturaliza las proteinas y les aporta una serie de cargas negativas proporcionales a su
tamano. De esta forma, se neutraliza la carga de la proteina y se forma un complejo con
carga negativa que migra hacia el anodo. Como todas las proteinas tienen la misma
carga/unidad de masa su movilidad por el gel depende Unicamente de su peso molecular.
Este tipo de electroforesis nos permite estimar el peso molecular de las proteinas a estudio

al compararlas con otras de peso molecular conocido.

Una vez realizada la electroforesis, se puede llevar a cabo una tincion con Coomassie. El
Coomassie Berillant Blue (CBB) R-250 es un colorante derivado del trifenilmetano que se
emplea en la tincion de las proteinas. Dado que todo el gel queda impregnado del colorante,
debemos destefirlo con una solucién de acido acético para que solo queden marcadas las

proteinas.

En nuestro caso, la electroforesis se realizdé en gel de poliacrilamida al 15% y a voltaje
constante (80V).
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2.5. Estudio de viabilidad celular.

El Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) nos permite estudiar la

viabilidad celular mediante la cuantificacion de la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales. La reaccién que se produce entre el MTT y dichas enzimas mitocondriales
da lugar a la rotura del anillo de tetrazolio y la formacion de cristales de formazan insolubles
de color purpura. Por tanto, existe una relacion entre el color purpura (obtenido por

reduccion del MTT) y la viabilidad celular (19).

Para la realizacion del MTT sembramos nuestras células en 50 pyl de medio RPMI1640
completo a una densidad de 47.000 células/cm?. Una vez realizada la bajada de suero (FBS
1%) y todos los tratamientos necesarios, se retira el medio y se afiade el MTT (62,5 pg/ml).
A continuacion, se incuban las células durante 3 horas a 37°C para que la reaccion con las
deshidrogenasas mitocondriales tenga lugar. Tras este periodo de tiempo, se afiade en
cada pocillo la solucion de isopropanol con Triton X-100 (10%) para solubilizar los cristales
de formazan que se hayan formado. Finalmente, se mide la solucion obtenida en el
espectofotometro (SoftMaxPro) a una absorbancia A=570 nm, a la cual se le resta la

absorbancia del fondo (A=690 nm).

2.6. Reaccion en cadena de la Polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT- gPCR).

La PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) es una variante de la reaccion en cadena de
la polimerasa que nos permite cuantificar la cantidad de DNA amplificado a medida que la
PCR va avanzando. Dicha cuantificacion se realiza gracias al empleo de unos compuestos
fluorescentes, que al unirse al DNA de doble cadena emiten una sefial de fluorescencia

proporcional a la cantidad de DNA amplificado.

La extraccion del RNA de las células BV2 se realiza con 0,5 ml de Qiazol, y su concentracion
y pureza se miden con el espectofotémetro Nanodrop. A continuacién, 500 ng de RNA son
transcritos a cDNA mediante una reaccion de transcripcion inversa (RT) en la que se
emplean: RT buffer 5X, oligodT primers 50uM, random hexamers 100uM, mix de enzima
retrotranscriptasa y dH20. ElI cDNA que se obtiene constituye el sustrato de la PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). Para ejecutar la RT-qPCR en el termociclador se
utiliza el SYBR Green Mix takara (1x) y los primers reverse y forward (200 nM) para cada

gen a estudio (IL13 y L18) mostrados en el Anexo 1.
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En nuestro trabajo, la estimacion de la cantidad de mRNA transcrito se realizé con el método
22T (Anexo 3), que permite analizar cambios relativos en la expresion genética a partir de
una qPCR (20). La expresion del gen de interés IL-113 se normalizé con el gen de referencia

L18 (gen caracterizado por tener una expresion constante en las células).

Las condiciones y los primers empleados en la PCR tienen como objetivo que se
amplifiquen exclusivamente los genes a estudio. Sin embargo, siempre existe la posibilidad
de obtener amplicones de secuencias no deseadas. Para analizar la especificidad de la RT-

gPCR se emplean las curvas de desapareamiento (melting).

En la curva de desapareamiento (Figura 1) de nuestra RT-qPCR solo se obtuvieron los
amplicones de los genes a estudio: L1R (gen de interés) y L18 (gen de referencia).

dF/t. IL1R L18

14

= 4 )

T T T T T T T T T T T
66 67 68 69 70 772 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 8 87 88 89 90 91 92 93 94

Figura 1. Curva de desapareamiento. Se identifican dos amplicones correspondientes a los dos genes a estudio:
IL1B8 (gen de interés) y L18 (gen de referencia). Para ejecutar el melting se emplean temperaturas de 65-95°C.

2.7. Inmunocitoquimica en células BV?2.

Las células BV2 se siembran en 300 pl de medio RPMI1640 completo a una densidad de
22.000 células/cm?. Una vez ejecutados todos los tratamientos pertinentes, realizamos dos
lavados con PBS (tampdn fosfato salino) y fijamos las células con formaldehido al 4%
durante 15 minutos. A continuacion, tras realizar de nuevo tres lavados con PBS, se lleva
a cabo durante 30 minutos el bloqueo con suero de cabra (1% v/v), que nos permite evitar
las uniones inespecificas, y PBS-Tween 20 (0,1%), que permeabiliza la membrana celular
y permite la entrada posterior del anticuerpo al interior de la célula. Acto seguido, afladimos
el anticuerpo primario (anticuerpo de ratén anti 3-amiloide 0,2ug/ml) en solucion de bloqueo

e incubamos la placa a 4°C durante la noche. Al dia siguiente, realizamos 3 lavados con
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PBS, agregamos el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-ratén Alexa 488 1,5
pg/ml) con PBS-Tween 20 (0,1%) e incubamos las células durante 1 hora en oscuridad para
evitar la pérdida de fluorescencia. Posteriormente, realizamos el montaje de los cristales
sobre un porta, afiadiendo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Vectashield) para marcar los
nucleos celulares. Finalmente, visualizamos las muestras al microscopio de fluorescencia

y analizamos las imagenes obtenidas con el programa FlJI.

2.8. Inmunohistoquimica en tejido cerebral de raton.

En nuestro experimento se emplearon dos grupos de ratones: silvestres para ApoD (WT)y
mutados con pérdida de funcion para ApoD (Knock-Out), de los cuales se seleccionaron los

de edad superior a 700 dias (ratones envejecidos).

Los cortes cerebrales se desaparafinan en xileno y se rehidratan con alcohol en
concentraciones decrecientes hasta finalizar en agua. A continuacion, se colocan en un
tampon de desenmascaramiento de antigenos (disolucion en agua de 2.94 g/L de citrato de
sodio (CsHsO7Nas) y HCI (37%) para obtener una disolucion de pH 6.0).

En la inmunohistoquimica las incubaciones se realizan en una camara humeda, para evitar
que se seque el tejido. En primer lugar, colocamos las muestras en una cubeta de histologia
con PBS. Acto seguido, realizamos el bloqueo con suero de cabra (1%) y PBS-Triton X-100
(0,25% v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, afiadimos la
dilucion del anticuerpo primario (anticuerpo de conejo anti-lba1 (wako) 0,5 pg/ml) en
solucion de bloqueo e incubamos los portas a 4°C durante la noche. De nuevo, realizamos
tres lavados con PBS, afnadimos el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-conejo
Alexa 488 1,5 ug/ml) con PBS-Triton X-100 (0,25%) e incubamos las muestras a
temperatura ambiente durante 2 horas en oscuridad. Posteriormente, realizamos tres
nuevos lavados con PBS y colocamos el porta sobre un cubre. Por ultimo, visualizamos las

muestras al microscopio de fluorescencia y estudiamos las fotografias con el programa FIJI.

2.9. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se emple6 el programa SigmaPlot V11.0. Se consideran

los resultados estadisticamente significativos si p-valor < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de los oligdmeros de B-amiloide.

Previo al inicio de nuestros experimentos comprobamos que nuestro protocolo de
oligomerizacion funcionaba correctamente. Para ello, realizamos una electroforesis en gel
de poliacrilamida (15%) tefiido con Coomassie Birilliant Blue. Empleamos como recta patrén
la proteina inhibidora de la tripsina (T.l), de tamafio semejante a los oligdbmeros de AR y

concentracion conocida.

Tal y como se muestra en la Figura 2, en la oligomerizacion obtuvimos una mezcla de

monomeros y oligdmeros.

=
Proteina T.I. (ug) &
o
(<o
<

05 0.75 1 15 2 25

Oligobmeros B-amiloide

Mondémeros B-amiloide

Figura 2. Caracterizacion de los oligbmeros de B-amiloide. Monémeros: 4,5 kDa, oligomeros: 15-20 kDa.

3.2. Efecto de los oligbmeros de B-amiloide sobre las células BV?2.

Iniciamos nuestros experimentos estudiando la viabilidad de las células BV2 en tratamiento
con oligémeros de AR. Con este fin, realizamos un MTT en el que la microglia era sometida
a dosis crecientes de R-amiloide ([AR]: 0, 0.1, 1y 10 yM) durante 24 horas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las células BV2 muestran una reduccion de la
viabilidad al ser expuestas a R-amiloide. Dicha viabilidad disminuye a medida que aumenta
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la dosis del factor estresante (relacion dosis-respuesta) con un resultado estadisticamente
significativo (Figura 3).

Este analisis nos ayudé a determinar que la concentracion de AR mas adecuada para los

futuros experimentos era 1uM, al causar una disminucion de la supervivencia celular del
40%.

*kk

120 1

100 +
80 -

*kk

60 -

Viabilidad

40 A

20 A

0 0,1 1 10
[AB] (uM)

Figura 3. MTT que estudia el efecto de la exposicion a concentraciones crecientes de oligémeros 3-amiloide
durante 24 horas en la supervivencia de las células BV2. Se expresa la viabilidad celular mediante el % de
células viables con respecto al control. Los datos son la media + el error estandar de la media de 3 réplicas
biolégicas. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el control y las distintas
concentraciones de -amiloide (*** p< 0,001; ANOVA de una via).

3.3. Analisis del papel de ApoD en la viabilidad de las células BV?2 tratadas

simultaneamente con 3-amiloide.

Una vez estudiado el efecto de los oligdmeros de AR sobre la microglia, decidimos analizar
el papel que juega la apolipoproteina D en el estrés oxidativo. Para ello, llevamos a cabo
un MTT en el que las células BV2 eran expuestas de forma simultanea a -amiloide ([AR]:
0y 1 uM)y ApoD ([ApoD]: 0, 10, 50 y 100 nM) durante 24 horas.

Los resultados ilustrados en la Figura 4 muestran que ApoD no aumenta la viabilidad de la
microglia sometida a R-amiloide. En cambio, en las células no expuestas al AR, el
tratamiento con ApoD incrementa la supervivencia celular con dependencia de la dosis

empleada (existiendo una tendencia no estadisticamente significativa).
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Figura 4. MTT que analiza el papel de ApoD frente al estrés oxidativo celular causado con oligémeros de -
amiloide durante 24 horas. La supervivencia celular se representa mediante el % de células viables con respecto
al control ([ApoD]= 0 nM + [AB]= 0 uM). Los datos son la media + el error estandar de la media de 3 réplicas
biolégicas. No se encontré una interaccion estadisticamente significativa entre las distintas [ApoD] y el B-
amiloide 1uM (P-valor = 0,246, ANOVA de dos vias). En cambio, si se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre las células no expuestas a 8-amiloide y las expuestas (** P-valor < 0,004, ANOVA de dos
vias).

3.4. Estudio del efecto del B3-amiloide sobre la supervivencia de las células BV2

tratadas previamente con ApoD.

Como muestra el experimento anterior, existe una ausencia de cambios relevantes en la
viabilidad celular al administrar simultaneamente ApoD y oligémeros de AfR. Por ello, nos
planteamos la realizacién de un MTT en el que las células eran tratadas primero con ApoD
([ApoD]= 0, 10, 50 y 100 nM) durante 24 horas, y posteriormente con 3-amiloide ([AR]= 0,
0.1, 0.5y 1 uM) durante otras 24 horas.

120 -
100 -
S 80 - PRy Ta
2 60 - N -
5 ° N | BN
20 -
. N LI
0 0.1 0,5 1

[AB] (UM)

® ApoD OnM & ApoD 50nM OApoD 100nM
Figura 5. MTT que estudia la viabilidad de la microglia expuesta a B-amiloide al ser tratada previamente con
ApoD. Se expresa la viabilidad celular mediante el % de células viables con respecto al control ([ApoD]= 0 nM

+ [AB]= 0 uM). Los datos son la media + el error estandar de la media de 3 réplicas biologicas. Se detecté una
interaccion estadisticamente significativa entre ApoD y -amiloide (***P-valor = 0,008; ANOVA de dos vias).
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La Figura 5 muestra que el tratamiento preventivo de la microglia con ApoD disminuye de
forma estadisticamente significativa el efecto perjudicial que ejerce el R-amiloide sobre las

células.

3.5. Cuantificacion de la expresion de IL18 en microglia tratada con 3-amiloide y

ApoD.
La interleucina 13 (IL1R) es una citocina producida por los macréfagos/microglia activada

que actia como mediador de la respuesta inflamatoria. Para medir su expresion en las
células BV2 expuestas a ApoD y oligdbmeros de AR, realizamos una RT-qPCR. Las

concentraciones empleadas fueron: [AR] =0y 1 uM y [ApoD] =0y 50 nM.

En la Figura 6, podemos observar que la expresion de IL13 aumenta en la microglia
sometida a un estrés oxidativo por oligémeros de AR. En cambio, al exponer a las células
a ApoD se produce una disminucién de la expresion de esta interleucina, que es mas
acentuada en las células BV2 tratadas con 3-amiloide y ApoD. En esta PCR se detect6 una

interaccion estadisticamente significativa entre ApoD y AR.

Expresion de IL1R

2,0 - ; *%
<
) 1.5 1
5
=2
8 10
2
L)
o
[ 0,5
0,0
DMSO + + - -
AB (1pM) - - + +
ApoD (50 nM) - + - +

Figura 6. Cuantificacion de la expresion de IL18 en microglia de ratén. Se representa la expresion de IL183
normalizada respecto al gen L18. Las barras de error representan la desviacion estandar del 24°CT. Se detecto
una interaccion estadisticamente significativa entre ApoD y el 3-amiloide (P-valor < 0,001; ANOVA de dos vias)
y una diferencia estadisticamente significativa entre las células tratadas solo con ApoD y las células expuestas
a ApoD y AB (***P-valor < 0,001, ANOVA de dos vias).
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3.6. Inmunocitoquimica de células BV?2 tratadas con B-amiloide.

Con el objetivo de determinar si las células BV2 fagocitan el R-amiloide, se prepar6 una
imnunocitoquimica en la que se compararon tres situaciones: células control, células en

tratamiento con oligébmeros de AR y células expuestas a AR y ApoD. Para ello, se empled

un marcaje con anticuerpos del 3-amiloide.

DMSO (+) DMSO (-) DMSO (-)
R-AMILOIDE (-) R-AMILOIDE (+) R-AMILOIDE (+)
APOD (-) APOD (-) APOD (+)

Figura 7. Inmunocitoquimica de células BV2 tratadas con B-amiloide. Se visualizaron las muestras en el
microscopio de fluorescencia con el objetivo 20x y se obtuvieron fotos en DIC (imagenes superiores), en DAPI
(marcaje nuclear) y en proteina verde fluorescente-GFP (imagen inferior). No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre las células tratadas solo con B-amiloide y las tratadas con B-amiloide y
ApoD (P-valor =0,923; T-student).
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Por un lado, demostramos que las células no sometidas a R-amiloide no muestran sefial de
fluorescencia (Figura 7) y que la microglia es capaz de fagocitar el AR. Por otro lado, el
anadlisis cuantitativo establece que no existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al marcaje del R-amiloide entre las células tratadas solo con los oligdbmeros y las

células tratadas con AR y ApoD.

3.7. Inmunohistoquimica para Iba1 en la microglia de ratén WT y ratéon ApoD-KO.

Iba1 (ionizing calcium-binding adaptor molecule 1) es una proteina especifica de
macrofagos/microglia, cuya expresion aumenta cuando estas células se activan. Para
comparar la activacién de la microglia en presencia y ausencia de ApoD, hemos llevado a
cabo una inmunohistoquimica con marcaje de Iba1 en cortes de cortex cerebral de ratones
Wild Type (WT) y ApoD Knock-out envejecidos, dado que se considera que durante el
envejecimiento se produce una activacion de las células microgliales

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto al nimero de células

con marcaje de Iba1 entre los ratones WT y los ApoD-KO (Figura 8).

Cuantificacion microglia

N
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Figura 8. Inmunohistoquimica para Ibal en cortes cerebrales de ratén. Se observaron las muestras en el
microscopio de fluorescencia con el objetivo 20x y se obtuvieron imagenes en DIC y en proteina verde
fluorescente-GFP (imagen) de ratones WT (n=6) y ApoD-Ko (h=6). No se detectaron diferencias
estadisticamente signiticativas entre ambos grupos de ratones (P-valor =0,511; T-student).
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4. DISCUSION

Este trabajo tiene como objetivo esclarecer qué papel ejerce ApoD sobre la microglia
expuesta a oligémeros de R-amiloide. Para ello, a lo largo de estos meses nos hemos

planteado una serie de preguntas a las que vamos a intentar dar respuesta a continuacion.

Con el objetivo de analizar el efecto del estrés oxidativo en la microglia, en nuestro
laboratorio se llevaron a cabo varios experimentos en los que se exponia a las células BV2
a diferentes factores estresantes, como el paraquat (21) o el LPS (lipopolisacarido
bacteriano). El efecto deletéreo de estas sustancias sobre la viabilidad de las células BV2
nos hizo preguntarnos: ;Qué ocurre si exponemos a la microglia a oligbmeros de B-
amiloide? Estudios previos evidencian que los oligdbmeros de AR inducen una respuesta
inflamatoria que desencadena la activacién de la microglia, alterando su funciéon de
fagocitosis y aclaramiento del AR fibrilar (15,16). Ademas, dichos oligémeros parecen
disminuir la viabilidad de la microglia, a diferencia de lo que ocurre con la forma fibrilar (15).
Nuestros resultados (Figura 3) corroboran que la viabilidad de estas células disminuye en
presencia de oligémeros de AR con dependencia de la dosis (a mayor dosis de Al menor
viabilidad).

Una vez demostrado el efecto perjudicial del R-amiloide sobre la microglia nos planteamos:
¢Es capaz ApoD de proteger a la microglia del dafio causado por los oligomeros de ARB? El
papel neuroprotector de ApoD ha sido estudiado exhaustivamente a lo largo de los ultimos
anos. Se ha demostrado que su presencia en neuronas ejerce una funcién protectora frente
al estrés oxidativo (13,22). Sin embargo, los estudios sobre su funcién en la microglia han
sido escasos. Por ello, una vez que en nuestro laboratorio se demostré que estas células
no expresaban ApoD, pero que eran capaces de fagocitarla (21), decidimos estudiar el
posible papel neuroprotector de dicha proteina en relacion con la microglia. De acuerdo con
los resultados obtenidos en este trabajo, el tratamiento de la microglia con ApoD simultaneo
al tratamiento con AR no parece proteger a las células del dafio causado por los oligémeros
(Figura 4). Sin embargo, si la microglia expuesta a AR es tratada previamente con ApoD
se atenua la disminucién de la viabilidad celular causada por el 3-amiloide (Figura 5). Este
resultado, parece indicar que ApoD es capaz de prevenir el dafio que causa el estrés
oxidativo en la microglia, pero que una vez que el dafio esta establecido su papel protector

se desvanece. Ademas, en el laboratorio se detectd que el efecto neuroprotector del
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tratamiento con ApoD durante 3 horas es mayor que el del tratamiento durante 24 horas.
Estudios posteriores por inmunocitoquimica revelaron que esa diferencia se debia a que

con el tiempo ApoD se degrada.

Por tanto, al igual que ocurre en neuronas, ApoD parece proteger a la microglia del estrés
oxidativo de los oligémeros de AR cuando se administra de forma preventiva. Pero ;cual es
el mecanismo por el que ApoD ejerce su funcion neuroprotectora? En este trabajo, se ha
detectado que ApoD disminuye la expresion de una citocina proinflamatoria (IL18) y que
dicha disminucion se acentua cuando las células son expuestas a [3-amiloide Figura 6.
Estos hallazgos parecen indicar que ApoD tiene un efecto antiinflamatorio, que es mayor
en presencia de un estrés oxidativo y que podria ser el mecanismo por el que ejerce su
papel neuroprotector. Resultaria interesante ampliar este estudio y analizar la expresion

microglial de citocinas antiinflamatorias (IL10, TGFR, etc) en presencia de ApoD.

Conocido el posible efecto antiinflamatorio de ApoD nos preguntamos: ;Puede esta
proteina alterar la funcién fagocitica de la microglia? En un estudio realizado en nuestro
laboratorio por inmunocitoquimica, no se detectaron diferencias en la fagocitosis del AR por
la microglia entre las células tratadas y las no tratadas con ApoD (Figura 7). Este hallazgo
parece indicar que esta proteina no altera la funcion de fagocitosis de estas células. Sin
embargo, este experimento se realizé con tratamiento de ApoD durante 24 horas y dado
que se ha demostrado que esta proteina se degrada con el tiempo, seria adecuado repetirlo
con un tratamiento a tiempos mas cortos. Ademas, de acuerdo con la literatura cientifica
(15) los oligdmeros de AR si influyen en la funcién fagocitica de las células microgliales y,

por tanto, han podido actuar como un factor confusor en este estudio.

Por ultimo, nos pareci6 interesante analizar qué papel juega ApoD en la activacion de la
microglia. Se cree que durante el envejecimiento se produce una inflamacion crénica en el
cerebro (inflammaging), en la que podria participar la microglia activada. Los resultados
obtenidos demostraron que ApoD no influye en la activacion microglial, al no detectarse

diferencias entre los ratones Wild-Type y los ratones ApoD-KO envejecidos (Figura 8).
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5. CONCLUSION

ApoD ejerce un papel neuroprotector sobre la microglia expuesta a los oligémeros de 13-
amiloide, que son considerados los responsables del proceso de neurodegeneracién que
tiene lugar en la Enfermedad de Alzheimer. Este efecto neuroprotector podria estar
relacionado con la funcion antiinflamatoria que juega ApoD y no tanto con la alteracion de
la fagocitosis o la activacién microglial, sobre las que esta proteina parece tener poca

influencia.
Son necesarios mas estudios para esclarecer la funcion de ApoD en relaciéon con la

microglia y el estrés oxidativo, y de esta forma, conocer la importancia que adquiere dicha

proteina en la Enfermedad de Alzheimer.
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La apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina perteneciente a la familia de las lipocalinas, cuya expresién aumenta en el liquido cefalorraquideo y en
Ias regiones del sistema nervioso central afectadas por la Enfermedad de Alzheimer. E| efecto neuroprotector de esta proteina ha sido estudiado en
neuronas y astrocitos, en los que ha demostrado disminuir el estrés oxidativo causado por los oligomeros de B-amiloide (AB). Se cree que las células
microgliales participan en la fagocitosis y aclaramiento del péptido AR, pero los estudios que relacionan estas células con ApoD son escasos.

€l desconocimiento del papel que juega ApoD sobre la microglia en presencia de AR, nos ha llevado a la realizacion de este trabajo con el objetivo de
descifrar qué funcién puede ejercer en la Enfermedad de Alzheimer.
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Los oligémeros de AR disminuyen la viabilidad de la:

Alzheimer.

s células BV2.

ApoD puede proteger de forma preventiva a las células microgliales del efecto de AR.
ApoD ejerce un papel antiinflamatorio frente al B-amiloide.
Se necesitan més estudios para esclarecer el efecto de ApoD sobre la microglia y su importancia en la Enfermedad de
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Anexo

8. ANEXO
ANEXO 1. RT-gPCR: primers para IL183 y L18.
PRIMER SECUENCIA
Mouse Rpl18-Forward 5-TTCCGTCTTTCCGGACCT-3
Mouse Rpl18-Reverse 5-TCGGCTCATGAACAACCTCT-3
Mouse IL1R-Forward 5-TGTAATGAAAGACGGCACACCCAC-3
Mouse IL1R-Reverse 5-GGCTTGTGCTCTGCTTGTGAGG-3’

Anexo 1. Primers para IL18 y L18.

ANEXO 2: RT-gPCR: amplificacién mediante qPCR a tiempo real.
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Anexo 2. Amplificacién del gen de interés (IL18) y el gen housekeeping (L18) mediante gPCR a tiempo real.
Threshold: linea horizontal roja.

ANEXO 3. RT-gPCR: método 24t

Tratamientos Media Cts | Media Cts ACt AACt 244t
IL1R L18

ApoD 0; AR 0 30.03 24.90 5.13 0 1

ApoD 50; AR 0 29.76 24.21 5.54 0,41 0,75

ApoD 0; AR 1 28.40 23.72 4.68 -0.45 1,36

ApoD 50; AR 1 30.14 23.84 6.30 1.17 0,44

Anexo 3. Cuantificacion relativa de la expresion génica de IL113 respecto L18.
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