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RESUMEN:

La presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la dishomeostasis
del Ca2*intracelular en el envejecimiento y en la Enfermedad de Alzhéimer como base
para el desarrollo de nuevas estrategias eficaces en la prevencion y/o el tratamiento
de esta enfermedad.

La susceptibilidad al dafio tras el ictus isquémico o la neurodegeneracién
aumenta de forma dramatica en el envejecimiento, pero los mecanismos involucrados
en este proceso apenas se conocen. La excitotoxicidad, provocada por la
sobreactivacion de receptores de glutamato, principalmente el receptor tipo NMDA,
puede contribuir al dafio y muerte neuronal de enfermedades neuroldgicas, como la
isquemia o la Enfermedad de Alzheimer. Esta Ultima esta asociada al exceso de
péptido B amiloide. El exceso de este péptido o la formacidn de diferentes agregados
(oligbmeros) resulta toxico para las neuronas. La muerte neuronal que sucede fras la
excitotoxicidad y en la Enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con la
dishomeostasis del Ca? intracelular. Una desregulacion del Ca?* intracelular puede
conllevar a la sobrecarga de Ca%* mitocondrial, pudiendo desencadenar sefiales de
apoptosis y muerte neuronal. Una pequefia despolarizacion mitocondrial, como la
ejercida por protonéforos como el FCCP, es suficiente para prevenir ampliamente la
sobrecarga de Ca%* mitocondrial.

El principal objetivo de esta tesis es conocer si la homeostasis del Ca2
intracelular se ve remodelada con el envejecimiento, y si este hecho se ve modificado
en patologias como la excitotoxicidad y en la Enfermedad de Alzheimer. Para llevar a
cabo este estudio, se han empleado cultivos a largo plazo de neuronas de hipocampo
extraidas de ratas recién nacidas, que como se ha descrito previamente, presentan
muchos de los cambios que suceden durante el envejecimiento in vivo.

Una de las causas que recientemente se ha contemplado en la Enfermedad
de Alzheimer es la alteracion de la sefializacion por Ca2* del reticulo endoplasmico. El
analisis de la homeostasis del Ca?* intracelular mostré un remodelado con el
envejecimiento in vitro, especialmente en las neuronas expuestas a los oligémeros del
péptido B amiloide, en el contenido de los depdsitos intracelulares de Ca?*, la entrada
capacitativa, la cantidad de Ca?* liberada desde ellos mediante agonistas fisiologicos,
y de forma particular en el acoplamiento reticulo-mitocondria. Ademas, se encontrd
que el agonista del receptor de glutamato NMDA vy los oligémeros del péptido
amiloide indujeron apoptosis en las neuronas cultivadas a largo plazo o envejecidas,
pero no en las neuronas cultivadas a corto plazo o jovenes. De forma similar, el



NMDA vy los oligémeros del péptido B amiloide aumentaron la entrada de Caz al
citosol, tanto mas cuanto méas envejecidas estaban las neuronas en cultivo, estudiado
mediante imagen de fluorescencia de Ca? en neuronas cargadas con fura-2. Esta
mayor entrada se correlacion6 con una diferente expresion de las subunidades de
receptor de NMDA, observado por estudios de inmunofluorescencia, de forma
consistente con el envejecimiento in vivo. Es mas, la estimulacion de neuronas
transfectadas con aequorina dirigida a mitocondria mostro que el NMDA y los
oligbmeros del péptido B amiloide indujeron aumento de la concentracién de Ca?
mitocondrial, pero sélo en aquellas neuronas envejecidas en cultivo. En relacion con
ello, la expresion del uniportador de Ca2* mitocondrial, encargado de introducir el Ca2*
a la mitocondria, también aparecié aumentada con el envejecimiento.

Se ha mostrado que los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), de
estructura similar a los desacoplantes mitocondriales, son capaces de proteger frente
a la excitotoxicidad, la Enfermedad de Alzheimer y el deterioro cognitivo asociado al
envejecimiento. De forma consistente, se encontré que ciertos AINEs, entre los que
se incluyen el salicilato, sulfuro de sulindac, indometacina, ibuprofeno y en
enantiomero carente de actividad anti-inflamatoria R-flurbiprofeno, despolarizaron la
mitocondria a concentraciones mucho mas bajas que las requeridas para ejercer la
actividad anti-inflamatoria. En consecuencia, los AINEs, empleados a bajas
concentraciones, previnieron la sobrecarga de Ca2* mitocondrial y protegieron frente a
la muerte celular inducida por el NMDA vy los oligémeros del péptido B amiloide, sin
afectar a la entrada de Ca?* al citosol.

Estos resultados sugieren que el remodelado del Ca?* intracelular, vy
particularmente la mayor captacién de CaZ* por la mitocondria, contribuyen a la mayor
susceptibilidad a la muerte celular que aparece en las neuronas de hipocampo
asociada a la excitotoxicidad y a la Enfermedad de Alzheimer. Compuestos que
prevengan el aumento de Ca2* mitocondrial podréan proteger frente a la muerte celular
asociada al envejecimiento.
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1.Envejecimiento en el Sistema Nervioso Central y
Enfermedades Neurodegenerativas

1.1. El Envejecimiento Fisioldgico Cerebral

El envejecimiento se define como un proceso continuo, universal e
irreversible, que comprende al conjunto de modificaciones morfolégicas vy fisiologicas
que aparecen como consecuencia de la accion del tiempo sobre los seres vivos. Se
caracteriza por una disminucién progresiva de la funcién asi como de la capacidad de
respuesta a agentes nocivos, conllevando finalmente a la muerte. El envejecimiento
es un fendomeno multifactorial, que afecta todos los niveles de organizacidn biolégica,
desde las moléculas a los sistemas fisioldgicos. Las células de todos los seres vivos
envejecen, aunque con un ritmo y unas caracteristicas distintas para cada especie y
para cada individuo de la misma especie. Se han llegado a postular hasta 200 teorias
del envejecimiento, que incluyen desde complejos procesos moleculares hasta
explicaciones metafisicas. Es un proceso que involucra distintos tipos de células,

interacciones celulares y factores internos y externos al organismo.

La vejez no es una enfermedad y la mayor parte de las personas ancianas
gozan de buena salud pero, lo que si es cierto es que determinado numero de
ancianos desarrolla enfermedades cronicas que se aceleran en el envejecimiento,
dado que el organismo es mas fragil. A medida que envejecemos ocurren dos
fendmenos paralelos, un decline fisiolégico normal y un aumento en la prevalencia de
ciertas enfermedades. Algunos de los cambios fisioldgicos que ocurren durante el

envejecimiento humano aparecen reflejados en la Figura 1.
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Figura 1. Modificaciones que pueden producirse en personas de edad avanzada. Basado
en Universidad Maimédnides, Licenciatura en gerontologia, clarin.com. Imagen tomada de
http://quitcigar.blogspot.com.es/2008/12/whats-in-cigarette.html.

» Aminoracion de los sentidos, entre los que se incluyen pérdida progresiva de
la capacidad visual, que conduce a situaciones como presbicia, miopia, cataratas;
pérdida paulatina de audicién (hipoacusia); pérdida gradual del sentido del gusto.

o Pérdida de la elasticidad y de la fuerza muscular.

« Distension creciente de los tejidos que actlian como sostén muscular, debido
al efecto de la gravedad terrestre.

« Disminucion del colageno de la piel y de la absorcién de proteinas. Aparicidn
de arrugas.

e Degeneracidn de las estructuras dseas, por la pérdida de calcio y otros

minerales, especialmente en las mujeres tras la menopausia. Aparicion de



deformaciones debido a osteoporosis, artritis reumatoides. La columna vertebral se
debilita y se curva, pudiendo haber una pérdida de altura de hasta unos 8 cm.

o Aumento de la hipertensién arterial. Arterias mas gruesas y menos elasticas.

« Pérdida de la capacidad de respuesta frente a agentes contagiosos.

 Pérdida de células nerviosas, lo que se traduce en una disminucion de la
eficiencia de la transmisidn nerviosa, afectando a la coordinacién y al tiempo de
respuesta. Estos cambios también pueden llevar a la alteracion del suefio.

o Aparicién de demencias seniles.

« A nivel molecular aparece un acortamiento de los telémeros, alteracion en la

reparacion del ADN y pérdida de la capacidad regenerativa.

El proceso de envejecimiento provoca que la funcién de muchos érganos del
cuerpo se vea disminuida, incluyendo el cerebro. El envejecimiento fisiologico del
cerebro se manifiesta en el ser humano por un deterioro cognitivo lento y
progresivo, asociado a la pérdida de la capacidad para procesar nueva informacién.
Sin embargo, este proceso no se atribuye a una pérdida significativa de neuronas,
sino a alteraciones en las sinapsis y en la plasticidad sinaptica (Gallagher, Landfield et
al. 1996). Ademéas del deterioro cognitivo, puede existir un proceso patolégico
asociado al envejecimiento del cerebro (neurodegeneracién) y que si conlleva
pérdida neuronal. Patologias como la Enfermedad de Alzheimer o la Enfermedad de
Parkinson son mucho més frecuentes en la vejez, y pese a que antes se pensaba que

eran propias del envejecimiento, en la actualidad se sabe que son enfermedades.

A nivel celular, a medida que envejecemos, las neuronas presentan mayor
estrés oxidativo. Se ha visto que los niveles de proteinas, ADN vy lipidos dafiados por
oxidacion aumentan en la edad avanzada en muchas regiones cerebrales de
humanos y roedores (Floyd y Carney 1992). Ademas, algunos estudios han mostrado
un elevado nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species) en tejidos de cerebro de pacientes con enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la Enfermedad de Alzheimer (EA), Enfermedad de Parkinson (EP) y la

Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) (Andersen 2004). Por otra parte, durante el



envejecimiento existe un declive progresivo de la funcién mitocondrial, de forma que
el metabolismo energético se ve alterado (Toescu, Myronova et al. 2000). De este
modo, los niveles de ATP o de NADH, principales sustratos energéticos de las
neuronas, se ven reducidos tanto en el deterioro cognitivo leve como en las
enfermedades neurodegenerativas. Estos sustratos energéticos son particularmente
criticos para la funcién y supervivencia de las neuronas, puesto que estas células
necesitan consumir grandes cantidades de energia para restaurar rapidamente los
gradientes ionicos tras la activacion sinaptica y la generacion del potencial de accién.
Es por ello que la funcién de las proteinas que controlan la excitabilidad de la
membrana y la dinamica de la homeostasis de los iones intracelulares se ve

comprometida.

1.2. Enfermedades Neurodegenerativas Asociadas al
Envejecimiento

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen hoy en dia un importante
problema de salud. Uno de los factores responsables de la alta frecuencia de este tipo
de demencias en la actualidad es el aumento de la longevidad de las sociedades
avanzadas. Por ello, podemos decir que el principal factor de riesgo para este tipo de
enfermedades es el envejecimiento. El envejecimiento no sélo hace que los pacientes
sean mas propensos a padecer enfermedades neurodegenerativas, sino que ademas
perjudica a su propia capacidad de autorreparacion. Ciertos factores genéticos o del
medio ambiente pueden alterar los mecanismos del envejecimiento normal,
contribuyendo a la patologia de las enfermedades neurodegenerativas, aunque la
etiologia de estas enfermedades es en gran parte desconocida. Es importante
distinguir entre el proceso de envejecimiento y las enfermedades asociadas al
envejecimiento, porque si bien todas las personas envejecen, no todos los individuos
padecen enfermedades asociadas a la edad. Sin embargo, el envejecimiento

proporciona un entorno favorable para estas enfermedades (Figura 2).
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Figura 2. Incidencia de enfermedades neurodegenerativas con el envejecimiento.
Tomado de Jesus Avila, Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” (CSIC-UAM). "EI
envejecimiento y la neurodegeneracion” (2010).

El concepto de neurodegeneracion implica defectos en la neurona que
pueden conducir a su muerte. Una de las caracteristicas que distinguen a una
neurona del resto de las células de un mamifero es su alto consumo energético. Es
por ello que, como comentabamos anteriormente, el dafio en la mitocondria,
encargada de suministrar energia a la célula, puede promover enfermedades
neurodegenerativas. Por ofro lado, muchas enfermedades neurodegenerativas se
caracterizan por la acumulacién de proteinas mal plegadas en el sistema nervioso
central (SNC), que dan lugar al dafio oxidativo e inflamatorio que concluye con la
muerte neuronal. Esto incluye agregados del péptido B-amiloide (placas) y la proteina
fosforilada tau (ovillos) en la EA, a-sinucleina (cuerpos de Lewy) en la Enfermedad de
Parkinson (EP), superoxido dismutasa en la ELA o huntingtina mutante en la
Enfermedad de Huntington (EH). Sin embargo, esta vision simplista de que un
agregado proteico por si solo de lugar a una enfermedad determinada esta aun bajo
debate.


http://www.fgcsic.es/lychnos/es_es/autores/jesus_avila

Las enfermedades neurodegenerativas son muy heterogéneas en cuanto a
sus sintomas y sus caracteristicas anatomopatologicas. Cabe decir que no todas las
neuronas son iguales. Esto implica una diferente sensibilidad a los distintos tipos de
dafio que pueden aparecer en cada una de las enfermedades neurodegenerativas.
Asi, en la EP, regiones como la sustancia negra o el cuerpo estriado son
particularmente sensibles a la neurodegeneracion. El estriado también degenera en la
EH, mientras que en la EA las regiones sensibles al dafio son el hipocampo o la
corteza. En parte de este trabajo nos hemos centrado la EA como una de las
principales enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento, por lo

que a continuacion se describen sus caracteristicas principales.

2. La Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es el desorden neurodegenerativo mas comunmente relacionado con
la edad. Se trata de una demencia progresiva e irreversible. Los sintomas clinicos que
presenta son un deterioro progresivo de las habilidades cognitivas, especialmente
aquellas relacionadas con la memoria y el aprendizaje, trastorno del lenguaje y
alteraciones del comportamiento. Inicialmente aparecen pequefias perturbaciones en
la memoria autobiogréfica y desorientaciones espaciales. Con el transcurso de la
enfermedad, se van sumando deficiencias en la atencion, el lenguaje, la orientacion
visuo-espacial, el pensamiento abstracto y el juicio. Puede extenderse por
aproximadamente diez afios. Finalmente, la muerte se da por patologias asociadas y

no por la propia enfermedad.

Esta enfermedad constituye aproximadamente el 70% de los casos de
demencia. La EA afecta actualmente a 30 millones de personas en todo el mundo, y
en paises industrializados alcanza hasta a un 2% de la poblacién. El riesgo de

padecer la EA aumenta dramaticamente con la edad, especialmente en individuos de
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mas de 70 afios. Se prevé que la incidencia de la EA se triplique en los proximos 50

afios debido al aumento de la esperanza de vida.

La EA fue descrita por primera vez en 1907, cuando Alois Alzheimer
comunicé dos alteraciones patolégicas post-mortem en el cerebro de una mujer que
sufria demencia. Describié una sustancia "peculiar" que aparecia como depositos
extracelulares en zonas especificas del cerebro, conocidos actualmente como placas
amiloides (Figura 3 A). Desde 1980 se sabe que estas placas consisten
principalmente en agregados de un pequefio péptido llamado amiloide B (AB). La
segunda lesion descrita por Alzheimer fueron los ovillos neurofibrilares, que aparecen
en zonas intraneuronales (Figura 3 B). A finales de los 80, se esclarecio que los
ovillos estan compuestos por agregados de la proteina tau, que aparece
anormalmente hiperfosforilada. Ambas alteraciones también se encuentran en el
envejecimiento normal, aunque en menor cantidad y con otra distribucion en el

cerebro.

Figura 3. Estructuras andmalas de la Enfermedad de Alzheimer. A. Placa amiloide en el
hipocampo de un paciente con Alzheimer. Las placas contienen proteina amiloide (anormal) y
acetilcolinesterasa. Las estructuras oscuras y triangulares son neuronas en degeneracion, que
presentan ovillos neurofibrilares. B. Ovillos neurofibrilares en el interior de una neurona. Se
aprecian como una acumulacion de filamentos en el citoplasma. Tomado de Daniel Rodriguez-
Ithurralde y Silvia Olivera; Enfermedad de Alzheimer: preocupacion de todos, 2000;
http:/fiibce.edu.uy/neuromol/AlzheiPosdata.html.

Sin embargo, éstos no son los Unicos signos patoldgicos que aparecen en el
cerebro de pacientes con EA, sino que otras alteraciones estructurales y funcionales



son evidentes, como es la presencia de procesos inflamatorios y el estrés oxidativo.
La combinacién de estos cambios patolégicos junto con los efectos de AB y tau,
conlleva disfuncion sinaptica y pérdida neuronal, hasta el punto que post mortem, el
cerebro de una persona con EA puede pesar un tercio menos que el cerebro de un

individuo de similares caracteristicas (Figura 4).

Cerebro Sano Cerebro con Alzheimer

Figura 4. Comparacion de dos cerebros humanos, procedentes de un individuo control
y un individuo que padeci6 la Enfermedad de Alzheimer. La imagen muestra un cerebro
humano sano (izquierda) y el cerebro de una persona con EA (derecha). Foto obtenida de
Foundation For Biomedical Research.

Placas y ovillos estan presentes en regiones del cerebro implicadas en
procesos de aprendizaje y memoria y en el comportamiento emocional, como son la
corteza entorrinal, hipocampo, corteza frontal, encéfalo basal y amigdala (Mattson y
Chan 2003). Aquellas zonas del cerebro con placas amiloides presentan un nimero
reducido de sinapsis, y las neuritas asociadas a estas placas estan dafiadas, lo que
sugiere que el AR dafa las sinapsis y las neuritas. Asi mismo, se ha visto que las
neuronas que emplean glutamato o acetilcolina como neurotransmisor estan

particularmente afectadas.

Factores de riesgo en la EA

Existen dos formas diferentes de EA, iniciadas por diferentes causas, aunque

ambas presentan placas amiloides y ovillos neurofibrilares:



Enfermedad De Alzheimer Esporadica: es la que ocurre en la mayoria de
los casos (90%), y requiere avanzada edad. Se caracteriza por una disminucion
severa y progresiva de las capacidades cognitivas, y un aumento de la muerte
neuronal. El origen de la acumulacién de AB en la EA esporadica no se conoce aun,
aunque ciertas hipdtesis proponen una alteracién del procesamiento de la proteina
precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor protein), una desactivacion
anormal de a-secretasa y activacion de -secretasa, una modulacion anormal de y-
secretasa, o una actividad reducida de las enzimas degradadoras de AB, lo que
causaria un aumento de la produccion de AR, (Hardy y Selkoe 2002, Nathalie y
Jean-Noel 2008). Es mas, las causas que llevan al procesamiento alterado de APP en
la EA esporadica no estan claras, aunque se cree que ciertos cambios en la dinamica

del Ca2* intracelular podrian estar implicados (Green, Smith et al. 2007).

Enfermedad De Alzheimer Familiar: este tipo de EA se desarrolla mucho
mas rapido que la esporadica y se considera hereditaria o de origen familiar. En este
caso, los sintomas aparecen antes de la sexta década de vida. La EA familiar esta
causada por mutaciones raras en los componentes de la via amiloidogénica, como
son APP, ApoE4 o las presenilinas 1 6 2 (PS1 y PS2), que forman parte del complejo
de la y-secretasa. Diversos estudios sugieren la existencia de genes que no
transmiten la enfermedad, pero podrian influenciar la susceptibilidad de padecer EA.
Este es el caso de la apolipoproteina E (ApoE), que aumenta la degradacion del A,
protegiendo asi a las neuronas de la toxicidad que éste causa. El gen APOE codifica
para tres isoformas (E2 - 4) que modulan la producciéon de AB y su recaptacién
celular. Se ha visto que el riesgo de padecer EA aumenta en los individuos que
heredan la isoforma E4. El mecanismo por el que E4 aumenta la susceptibilidad a la
EA no ha sido aun elucidado, pero parece que E4 aumenta la capacidad de
agregacion de AB y reduce su eliminacién (Roses 1997). Otros genes asociados a la
EA son SORL1, que codifica para un receptor de ApoE (Rogaeva, Meng et al. 2007);
o CALHM1, un gen que codifica para una proteina transmembrana que afecta a los
niveles de Ca?* y a la produccién de AB (Dreses-Werringloer, Lambert et al. 2008). La

edad y la presencia de ciertos polimorfismos genéticos son los factores de riesgo méas



importantes. Sin embargo, como en otras enfermedades asociadas al envejecimiento,
se han descrito factores adicionales que se han relacionado con la probabilidad de
padecer EA. Entre ellos encontramos un bajo nivel de educacion, haber padecido un
traumatismo craneal, consumir una dieta hipercalérica o alta en grasa o incluso llevar

un estilo de vida sedentario (Mayeux 2003).

Tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer

Todos los farmacos aprobados actualmente estan dirigidos a los sintomas y
a mejorar la calidad de vida, pero ninguno modifica la progresion de la enfermedad.
Hasta la fecha, la FDA (Food and Drug Administration de los EEUU) sélo ha aprobado
cinco medicamentos para el tratamiento de la EA (Tabla 1), incluyendo inhibidores de
la acetilcolinesterasa (donepezil) y antagonistas del receptor NMDA (memantina).
Estos amortiguan la pérdida de la funcion cognitiva al aumentar los niveles de
acetilcolina (inhiben su degradacion) o al bloquear con baja afinidad el receptor
glutamatérgico tipo NMDA respectivamente. Los primeros son suministrados en
estadios tempranos o medios de la enfermedad, y los segundos en estados més

avanzados.

‘ MEDICAMENTOS PARAEL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Tacrina Leve - moderado Retirado del mercado
Inhibid del Donepezil Leve - moderado LIRS
LI CEC L severo desde 2006
acetilcolinesterasa i
Galantamina Leve - moderado
Rivastigmina Leve - moderado

Moduladores de
receptores Memantina Moderado - severo
glutamatérgicos

Tabla 1. Medicamentos aprobados para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.



Muchos de los farmacos en desarrollo tienen como diana sitios especificos
de la cascada neurodegenerativa. Ejemplo de ello son el desarrollo de farmacos que
bloquean las B- y y- secretasas (Schmidt, Baumann et al. 2006), que impiden la
produccién de formas neurotéxicas de AP a partir de su proteina precursora APP; o
inhibidores de la fosforilacion de la proteina tau. Una aproximacion alternativa es la
creacion de agentes quelantes de hierro y cobre, dado que la agregacién de AB
depende de ambos (Ritchie, Bush et al. 2003). Otras vias de investigacion incluyen
farmacos anti-inflamatorios, como los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES)
(Hoozemans, Veerhuis et al. 2003) (Ver apartado 6.1.2), o el uso de estatinas, debido
a la relacion establecida recientemente entre la EA y los niveles de colesterol (Li,
Larson et al. 2007). Finalmente, la inmunoterapia antiamiloide, consistente en el uso
de anticuerpos especificos frente a AB para el tratamiento de esta enfermedad, ha
despertado un gran interés, tras conocerse que éstos son capaces de disolver
agregados de AB y prevenir su formacién in vitro (Solomon, Koppel et al. 1996). Aun
asi, el estudio clinico mas avanzado para tratar la EA mediante vacunacién pasiva,
concretamente con el anticuerpo bapineuzumab, se detuvo en el afio 2012 cuando se
encontraba en su Ultima fase, debido a los efectos adversos que producia. Se cree
que esta toxicidad fue debida al empleo de anticuerpos completos, que activaron la
inflamacién en el cerebro, por lo que actualmente se esta evaluando la administracion

de fragmentos de anticuerpos, que se espera que sea mucho mas segura.

2.1. Hipétesis sobre el Origen de la Enfermedad de
Alzheimer

La causa directa por la que se produce la EA es alin desconocida. En los
Ultimos afios, se han descrito algunos cambios a nivel molecular que se producen en
la EA, por lo que se han postulado varias hipétesis que intentan explicar el origen de
la enfermedad. Estas hipétesis proponen que el origen de la Enfermedad de
Alzheimer se debe bien a la neurotoxicidad y acumulacion que produce el péptido 3

amiloide, conocida como la Hipétesis de la Cascada Amiloide, que es la mas



aceptada en la actualidad; bien a alteraciones en la proteina tau o bien a la deficiencia

del neurotransmisor acetilcolina.

2.1.1. Hipétesis de la Cascada Amilode

Hipétesis de la Cascada Amiloide

{ Mutaciones en los genes de APP, PS1 0 PS2 }

[ Aumento de la produccion de A4, y acumulacion J
\ 2
[ Oligomerizacion de AB+.4, y deposicion en placas }
v
{ Primeros efectos de los oligémeros de AB en las sinapsis }

v

[ Respuesta inflamatoria: activacion de microglia y astrocitos J

[ Lesion progresiva de las ramificaciones neuronales J
A2
[ Alteracion de la homeostasis i6nica neuronal, dafio oxidativo J

v

Incremento de la fosforilacion de la proteina tau.
Formacion de ovillos neurofibrilares

v

Disfuncion neuritica generalizada. Muerte
neuronal junto con déficit de neurotransmisores

v

Figura 5. Hipotesis de la cascada amiloide en la EA. En la EA, diferentes mutaciones de los
genes que participan en la via amiloide inducen la produccion y acumulacion excesiva de ABi1-42
en el cerebro. Esto conlleva una serie de alteraciones como inflamacion, dishomeostasis ionica,
dafio oxidativo, aumento de tau y, en ultimo término, neurodegeneracion y demencia. Basado
en Hardy y Selkoe 2002.

La Hipétesis de la Cascada Amiloide (Figura 5) considera que la EA esta
causada por un procesamiento anormal del AB (Hardy y Selkoe 2002), debido a una
reduccion de su aclaramiento 0 a un aumento de su produccion. Esta hipétesis se

apoya en el hecho de que mutaciones en algunos componentes de la via amiloide



(como APP, ApoE4, PS1 y PS2, y SORL1) provocan la EA familiar, lo que
proporciona por tanto una gran evidencia de que la EA se debe a la formacién y

acumulo de AB.

a) Procesamiento de APP y Formacion de AR

El péptido amiloide deriva de la protedlisis de la proteina precursora amiloide
(APP), codificada en el cromosoma 21. Se trata de una proteina transmembrana
constituida por unos 695-770 aminoacidos. EI dominio de AB se localiza en la
superficie exterior celular, con parte del péptido incrustado en la membrana. Posee
las caracteristicas de un receptor de superficie celular y se expresa en muchos
tejidos, especialmente en las sinapsis. Aunque su funcion principal no esta del todo
clara, se cree que esta implicada en la regulacién de la supervivencia neuronal,
crecimiento de neuritas, el trafico de proteinas a lo largo del axoén, plasticidad
sinaptica y adhesién celular (Zhang, Thompson et al. 2011). La APP se transporta por
los axones hacia las terminales presinapticas de las neuronas, donde se acumula en
altos niveles, pudiendo dar lugar a la deposicién de AB en las sinapsis (Lazarov, Lee
etal. 2002).

En su procesamiento, APP sufre cortes realizados por diferentes complejos
enzimaticos llamados alfa (a-), beta (B-) o gamma (y-) secretasas, enzimas
proteoliticas encargadas de fragmentar APP en su regién transmembrana. APP

puede ser procesado por dos vias principales (Figura 6):

Via No Amiloidogénica: La mayor parte de APP es procesada por esta via.
La primera escision de APP esta mediada por la a-secretasa. El corte por esta enzima
sucede en el dominio de A, por lo que se evita la generacién y liberacion del péptido.
Este corte da lugar a dos fragmentos, (1) un gran ectodominio N-terminal (SAPPa),
que es secretado al medio extracelular y (2) un pequefio fragmento carboxiterminal
(C83), que se mantiene retenido en la membrana. C83 puede sufrir otra escision por

la y-secretasa, generando el fragmento p3. La y-secretasa es un complejo enzimatico



formado por presenilinas PS1 o PS2 junto con nicastrina, Aph-1 y Pen-2 (Aisen,
Schafer et al. 2003), proteinas en su mayoria asociadas con el reticulo endoplasmico.
APP también puede asociarse a ciertos receptores, como SORL1, y ser internalizada

de nuevo para ser reciclada y volver a la membrana (Rogaeva, Meng et al. 2007).

El procesamiento de APP por la a-secretasa se considera una via protectora
en la EA, dado que las enzimas cortan en la secuencia del AP, evitando su
produccion. Ademas, sAPPa parece aumentar la resistencia de las neuronas al dafio

metabdlico y oxidativo (Mattson 1997).
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Figura 6. Vias de Procesamiento de APP. En la via No Amiloidogénica, la escision de APP
se produce por la a-secretasa en el dominio de AB, produciendo el fragmento sAPPa, que es
secretado, evitando asi la amiloidogénesis. El posterior corte del fragmento C83 por la y-
secretasa produce el péptido P3, considerado no amiloidogénico. Si por el contrario es la -
secretasa quien realiza el corte, siguiendo la via Amiloidogénica, se libera un fragmento menor
(sAPPB). El fragmento que queda anclado a la membrana, C99, es escindido a continuacién
por la y-secretasa, produciendo el péptido AR de 40 6 42 aminoacidos. El corte por la y-
secretasa libera ademas el dominio intracelular de APP (AICD, APP intracellular domain), que
puede participar en la sefializacién nuclear. Modificado de Kaether y Hass (Kaether y Haass
2004).



Via Amiloidogénica: Las moléculas de APP que no son procesadas por la
via no amiloidogénica siguen esta ruta, que es la que conlleva a la generacién del
péptido AB. La protedlisis inicial es llevada a cabo por la B-secretasa, también
conocida como BACE1 (B-site APP-cleaving enzyme 1), de forma que se libera un
ectodominio al espacio extracelular, conocido como sAPPS. El corte se realiza a 99
aminoacidos de la posicion C-terminal, por lo que el fragmento restante, conocido
como C99, queda retenido en la membrana. El primer aminoacido de C99 es el primer
aminoacido de AB. C99 es posteriormente escindido 38-43 aminoacidos desde el
extremo N-terminal por la y-secretasa, liberando asi AB. Este corte puede producir
varios péptidos de AR de diferente tamafio, desde APi.3s hasta ABi4s. La forma
predominante es APi.40, mientras que ABi.42 representa sélo un 10%. Sin embargo,
AB142 €s mas hidrofébico y muestra mayor tendencia a formar agregados que ABi.4o,
por lo que es esta isoforma la predominante en las placas amiloides (Younkin 1998).
AB142 es considerado el fragmento mas neurotdxico. El fragmento restante de C99 se
conoce como AICD (APP Intracellular Domain), y puede actuar como factor de

transcripcion.

b) Estados de Agregacion de A1.42

Fibrillas
Protofibrilla
Monémero Dimero Oligébmero
e 2 8 2& =2 & —
°
<€ . — >
Especies Toxicas

Figura 7. Esquema de agregacion del péptido B-amiloide. El esquema muestra el proceso
de agregacion del AB142 desde el estado monomérico hasta una fibrilla madura, pasando por
estados intermedios oligoméricos toxicos. Modificado de Kumar S et al. 2011 (Kumar, Rezaei-
Ghaleh et al. 2011).



Se cree que el péptido o proteina B-amiloide posee importantes funciones en
procesos fisioldgicos como la supervivencia neuronal y actividad sinaptica, ademas de
estar presente en el cerebro y fluido cerebro espinal de los humanos a lo largo de su
vida (Walsh, Tseng et al. 2000). Por ello, la presencia de AB no causa
neurodegeneracion, sino que ésta parece ser el resultado de un desequilibrio entre su
produccion y su degradacion (Pearson y Peers 2006); ademas de tener importancia la
cantidad de AB+42 formado, puesto que esta forma es mas propensa a oligomerizar y

formar fibrillas amiloides que el AB1.4 (Burdick, Soreghan et al. 1992).

El mecanismo exacto por el que el ABi4 resulta tdxico aun no ha sido
esclarecido. Los primeros estudios sobre el péptido amiloide no se centraron en la
configuracién exacta del péptido ABi42, €s decir, si era un monémero, si formaba
oligémeros de distinto tamafio o fibrillas. Pero estudios mas recientes han demostrado
que ésta es una importante distincién, ya que gran parte de la controversia sobre los
mecanismos de neurotoxicidad se debe al hecho de que la toxicidad inducida por el
AB1.42 depende de su estado de agregacion (Klein, Stine et al. 2004). Parece que los
depdsitos extracelulares de AB+.42 son mas bien una consecuencia de la patologia, en
la que el péptido AB+4. participa activamente de su fibrilogénesis y formacion. De
hecho, se ha propuesto que los oligdmeros solubles son la toxina neuronal mas
probable en la EA (Kayed, Head et al. 2003). Asi, oligémeros y protofibrillas se
acumulan en las sinapsis neuronales, actuando como potentes bloqueadores de la
potenciacién a largo plazo (LTP, long-term potentiation), una forma de plasticidad
sinaptica (Walsh, Klyubin et al. 2002).

Se sabe que, una vez liberado en forma de mondmero, el AB142 sufre
cambios conformacionales, pudiendo agregarse de multiples formas, desde dimeros 'y
trimeros u oligdmeros (hasta 24 unidades), hasta cortas protofibrillas flexibles y largas
fibrillas rigidas, que son las que conforman las placas amiloides (Figura 7). En estado
monomeérico, el AB142 no es neurotoxico. Por el contrario, AR resulta mas toxico
cuando se encuentra en estados tempranos de agregacion, es decir, en forma de
oligémeros solubles (Kayed, Head et al. 2003). Las condiciones que favorecen la

formacion de una u otra forma no se conocen, pero si se sabe que ciertos factores



podrian favorecer la formacion de oligémeros solubles, como una alta concentracion
del péptido, pH acido (Burdick, Soreghan et al. 1992), la presencia de iones metalicos
como hierro, zinc y aluminio (Mantyh, Ghilardi et al. 1993) y el estrés oxidativo (Walsh,
Tseng et al. 2000).

c) Mecanismos de Toxicidad del Péptido Amiloide

Mientras que los mecanismos bioquimicos responsables de la acumulacion
de AB se conocen bastante bien, aun no esta claro como esto conlleva a la
neurodegeneracion y muerte celular que caracteriza la EA. La hipdtesis del Ca2* en la
EA parece ser un mecanismo importante que une el metabolismo amiloide con la
disfuncion neuronal y la degeneracion (ver seccion 4.2). Ademas, se ha visto que las
células de pacientes con EA presentan cantidades elevadas de proteinas, lipidos y
ADN modificados por mecanismos oxidativos, de forma que el dafio mediado por
radicales destaca en las neuronas que contienen placas u ovillos neurofibrilares. Esto
sugiere un papel del AB en el estrés oxidativo que sufren las neuronas (Butterfield,
Drake et al. 2001).

Por otra parte, las células de la microglia, similares a los macréfagos, juegan
un papel importante en la respuesta del cerebro al dafio e infeccion. En la EA, la
microglia activada se agrupa alrededor de las placas amiloides y neuronas en
proceso degenerativo, produciendo toxinas y citoquinas inflamatorias que contribuyen

al proceso neurodegenerativo (McGeer y McGeer 2002).

2.1.2. Hipotesis de la Proteina Tau

Los ovillos neurofibrilares (NFT, del inglés Neurofibrillary Tangles) son la
principal anomalia del citoesqueleto en la EA. Los NFTs consisten en agregados
fibrilares de la proteina tau, que aparece anormalmente hiperfosforilada, en el interior

de las células. En condiciones normales, tau se localiza en los axones, donde se



encarga de estabilizar los microtubulos en un estado polimerizado, gracias a la
interaccién con la tubulina. Pero en la EA, tau se fosforila en multiples sitios, se
disocia de los microtibulos provocando su despolimerizacidén y se acumula en los
cuerpos celulares, formando los NFTs (Figura 8). La pérdida de la funcién normal de
tau, en combinacién con el aumento de su toxicidad, compromete al transporte axonal

y contribuye a la degeneracién sinaptica.
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Figura 8. Esquema de la patologia de la proteina tau en la Enfermedad de Alzheimer.
Modificado de http:/www.nottingham.ac.uk/~mbzmail/ntm3/tess_alzheimers/tangles.html.

El desarrollo de una taupatia o acumulacién de formas insolubles e
hiperfosforiladas de la proteina tau y su posible relacién con EA fue descrito
inicialmente por Braak (Braak y Braak 1991). La Hipotesis de la Proteina Tau esta
basada en que los NFTs parecen formarse antes que la placa amiloide,
correlacionandose éstos de una forma més estrecha que las placas amiloides con la
progresién de la enfermedad.



2.1.3. Hipétesis Colinérgica

En 1974, Drachman y Leavitt sugirieron que la memoria estaba relacionada
con el sistema colinérgico de una forma dependiente de la edad (Drachman y Leavitt
1974), propiedad que todavia se considera cierta en la actualidad. En la misma
época, dos grupos britanicos demostraron de forma independiente que la patologia de
la EA estaba asociada a una pérdida severa de las neuronas centrales colinérgicas.
Concretamente, propusieron que el nivel de gravedad de la EA se correlacionaba con
el volumen de pérdida de neuronas colinérgicas en los nucleos basales de Meynert
(Bowen, Smith et al. 1976, Davies y Maloney 1976). Por tanto, la EA se considero

entonces como una enfermedad colinérgica.

En condiciones fisiolégicas, la acetilcolina (ACh), implicada en la actividad
cortical, es sintetizada en el interior de la neurona a partir de colina por la accion de la
enzima colina acetiltransferasa. Una vez sintetizada, la ACh se almacena en
vesiculas en el interior de la neurona presinaptica. Cuando se produce el impulso
nervioso, la ACh es liberada al espacio intersinaptico, donde interacciona con
receptores colinérgicos de la neurona postsinaptica. En el espacio intersinptico se
encuentra la acetilcolinesterasa, una enzima que degrada la ACh y por tanto
contribuye a regular los niveles del neurotransmisor (Figura 9). En muestras
patolégicas de corteza e hipocampo de pacientes de EA, se observé que la actividad
de la colina acetiltransferasa implicada en la sintesis de la ACh estaba disminuida

notablemente, por lo que la concentracion de ACh decrecia en estas regiones.
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Figura 9. Esquema de la sintesis y degradacion de la ACh. La acetilcolina se sintetiza a
partir de colina y acetilCoA. Tras un impulso nervioso la acetilcolina se libera al espacio
sinaptico, donde puede actuar sobre receptores, o puede ser hidrolizada por la
acetilcolinesterasa convirtiéndose en colina. La colina puede ser transportada de nuevo al
terminal axénico y ser empleado para formar mas acetilcolina. Imagen basada en La vida es
ciencia, "querida abuela, ; me recuerdas?"; https.//yoli711993.wordpress.con/.

La Hipotesis Colinérgica de la EA plantea que la degeneracion de las
neuronas colinérgicas en el encéfalo basal, y la pérdida de la transmisién colinérgica
en la corteza cerebral y otras areas contribuye significativamente al deterioro de la
funcion cognitiva apreciada en los pacientes de EA. Sin embargo, aun es tema de
debate si la pérdida y degeneracion de las terminales colinérgicas son eventos
primarios 0 secundarios a la patologia del B amiloide. Se ha propuesto que la
neurotransmisién colinérgica es una diana especifica del AB, dado que se ha
mostrado que la presencia de AP reduce la captacion de ACh asi como su liberacién
in vitro (Auld, Kar et al. 1998).



3. Homeostasis del Calcio Intracelular en la Neurona

Las neuronas son células excitables que transfieren sefiales electroquimicas
de una forma espacio-temporal altamente rapida y controlada. El principal mensajero
intracelular que participa en muchas de las respuestas fisioldgicas a la estimulacién
quimica y eléctrica de las neuronas es el cation Ca?* (Mattson 2007), un segundo
mensajero que no se crea ni se destruye en el interior celular, sino que se transporta
a través de canales y otros sistemas de transporte especificos. Asi el estudio del Ca?*
intracelular es el estudio de sus sistemas de transporte.. La versatilidad y efectividad
de las sefiales de Ca%*, producidas a gran velocidad, es posible gracias a la diferencia
(de hasta 20.000 veces) del gradiente existente entre las bajas concentraciones de
Ca? libre intracelular (50 - 100 nM) y la alta concentracion de Ca?* extracelular en el
estado de reposo (orden de mM). Este gradiente se mantiene gracias a los sistemas
de transporte de Ca?* de la membrana capaces de retirar el CaZ* del citosol hacia el
medio extracelular, asi como a las proteinas que tamponan Ca?*en el interior celular.
A pesar de este gradiente, la membrana plasmatica es practicamente impermeable a
Ca%. La entrada se produce a través de diferentes tipos de canales localizados en
ella, y aunque estos canales permanecen abiertos durante periodos de tiempo muy
breves, la cantidad de Ca?* que entra a través de ellos es suficiente como para
provocar cambios significativos en la concentracion de Ca?* citosolica ([Ca?*]),
especialmente en las bocas de los canales, donde se producen microdominios de alta
[Ca?] (Rizzuto y Pozzan 2006).
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Figura 10. Esquema general de la homeostasis del Ca%* en una neurona. Modelo que
representa diferentes fuentes de Ca?*, mecanismos de extrusién y tamponadores en una
neurona en condiciones fisiologicas. Se indican los canales de Ca2* operados por voltaje
(VOCs), canales de Ca2* operados por receptor (ROCs), receptores acoplados a proteinas G
(GPCRSs) y canales de Ca?* operados por depdsitos (SOCs) que participan en la entrada de
Ca?* (bolas rojas) al citosol (flechas punteadas negras). La liberacion de Ca?* al citoplasma
también ocurre desde los depositos intracelulares de Ca?*, a través de los receptores de
ionistoltrifosfato (IPsR) y los receptores de rianodina (RyR). Los organulos, incluyendo el
reticulo endoplédsmico (RE) y la mitocondria, actian como tampones de Ca2*, liberando y
secuestrando CaZ*. En el modelo también aparecen los sistemas de extrusion de Ca?* (flechas
rojas punteadas), que incluyen el intercambiador de Na*/Caz* (NCX) y la ATPasa de Ca?* de la
membrana plasmatica (PMCA), la ATPasa de Ca?* del RE (SERCA), y proteinas que unen
Caz* (CBP). El uniportador de CaZ* mitocondrial (MCU), el poro de transicién mitocondrial
(PTPm) y el intercambiador Na*/Ca%* mitocondrial (NCXm) también contribuyen a la
homeostasis del Caz*. Basado en Kumar et al 2009 (Kumar, Bodhinathan et al. 2009).



La actividad neuronal esta regulada por aumentos de la [Ca?*].t, producido
por la entrada de Ca? a través de la membrana plasmatica o por la liberacion de éste
desde los depositos intracelulares. La sefial de CaZ* neuronal incluye un complejo
intercambio de este idn a través de canales de Ca?* localizados en la membrana
plasmatica, como los canales dependientes de voltaje o canales operados por
ligando, asi como la liberacion de Ca?* desde almacenes o depositos intracelulares.
Ademas de los canales, existen otros sistemas de transporte que retiran el Ca2* del
citosol, bien al exterior celular o bien al interior de organulos, para mantener los
gradientes de Ca?*. En la Figura 10 se pueden apreciar los principales mecanismos

que participan en la regulacién de la homeostasis del CaZ*.

La sefial de Ca?* neuronal se produce en respuesta a diferentes estimulos,
como pueden ser la despolarizaciéon de la membrana, agentes nocivos, agonistas
extracelulares, mensajeros intracelulares o el vaciamiento de depésitos intracelulares
de Ca?*. Las neuronas emplean el influjo de Ca?* a través de la membrana plasmatica
y entre los compartimentos intracelulares para una gran variedad de funciones, como
pueden ser liberacion de neurotransmisores, excitabilidad neuronal, plasticidad
sinaptica, expresién de genes o muerte celular programada entre otros (Berridge,
Bootman et al. 2003). Debido a que el Ca? tiene un papel fundamental en
importantes procesos para la naturaleza excitatoria de las neuronas, la homeostasis

del Ca?* esta altamente regulada en estas células.

3.1. Entrada de Ca2* a través de la Membrana Plasmatica

La entrada de Ca? desde el exterior celular a través de la membrana
plasmatica estd mediada por diversos tipos de de canales de CaZ, que se describen

brevemente a continuacion:



3.1.1. Canales de Calcio Operados por Voltaje (VOCs)

La familia de canales VOCs (del inglés Voltage Operated Calcium Channels)
transduce cambios en el potencial de membrana en aumentos de la [Ca%]q locales,
puesto que se abren bruscamente cuando ésta es despolarizada, permitiendo la
entrada de Ca?" desde el espacio extracelular al citosol. Esta entrada suele ser muy
rapida debido al enorme gradiente electroquimico para este idn. La repolarizacion de la
membrana produce el cierre de estos canales, y todos los VOCs presentan una

inactivacién dependiente del tiempo.

Estos canales estan presentes en muchos tipos de células excitables, entre
ellos las neuronas, puesto que desempefian un papel importante en la generacién y
propagacion del impulso nervioso, y participan en diversos procesos fisioldgicos que
requieren flujos rapidos de Ca?*, como la secrecion de neurotransmisores en las

terminales sinapticas.

Los canales operados por voltaje estan formados por un complejo de varias
subunidades, en el que la subunidad a1 forma el poro, y el resto de subunidades (a2,
B14, 0y y) participan en su regulacién. La combinacién de las diferentes variantes de
las subunidades da lugar a una gran diversidad de canales. Estos canales se dividen

en tres subfamilias, Ca,1, Ca.2 y Ca.3, segun las propiedades de la subunidad .

La subfamilia Ca,1 conduce corrientes de Ca?* tipo L. Estan expresados entre
otros tipos celulares en neuronas, donde regulan multitud de procesos como la
secrecion de neurotransmisores, la expresion de genes, la supervivencia celular, etc.
Son canales de alto umbral, pues necesitan un alto voltaje para activarse, y poseen
una inactivacion lenta, de ahi su denominacion L (del inglés “long lasting”). Los canales
tipo L se bloguean selectivamente con algunas dihidropiridinas y otros antagonistas
organicos como el verapamil y el diltiazen, pero no son sensibles ni a las conotoxinas

ni a las agatoxinas (Olivera, Miljanich et al. 1994, Teramoto, Niidome et al. 1995).

La subfamilia Cav2 conduce corrientes de Ca% tipo N, P/Q o R, y son

también considerados canales de alto umbral. Se encuentran principalmente en el



sistema nervioso, y su funcién principal es participar en la transmision sinaptica. Los
canales Ca,2.1 conducen corrientes tipo P/Q. Parecen ser los VOCs mas
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central de mamiferos. Se localizan
preferentemente en los botones sinépticos. Los canales tipo P (llamados asi por su
descripcidn original en células de Purkinje), se inhiben por w-agatoxina, pero son
insensibles a dihidropiridinas y a las conotoxinas. Por su parte, los canales tipo Q
estan relacionados con la liberacion de neurotransmisores en el sistema nervioso
central, y se inhiben por w-agatoxina (Mintz, Adams et al. 1992). Los canales Ca,2.2
conducen corrientes tipo N (por su origen neuronal), y son inhibidos mediante
conotoxinas, pero no por agatoxinas (Teramoto, Niidome et al. 1995). Finalmente, los
canales Ca,2.3 conducen corrientes tipo R, denominados asi por su caracter residual,
solo son sensibles a algunas conotoxinas y resistentes al resto de bloqueantes
(Catterall 2000).

La subfamilia Ca,3 conduce corrientes de tipo T (transitorios), considerados
de bajo umbral, pues se activan por pequefios cambios de voltaje y se inactivan
rapidamente de forma dependiente de voltaje. Estos canales son insensibles a
dihidropiridinas, a los antagonistas de Ca2?* organicos y a la mayoria de los
inorganicos. Por su baja conductancia y corto periodo de apertura, su funcién
probablemente esta relacionada mas con el inicio del potencial de accion que con la

homeostasis del Ca2* intracelular.

Todos los tipos de VOCs son muy selectivos para el Ca2* respecto al Na* o al
K*, e insensibles a los bloqueantes tradicionales de canales de Na*, como la
tetrodotoxina. Los VOCs también pueden ser modulados por segundos mensajeros

quimicos, generalmente a través de procesos de fosforilacion (Catterall 2000).

3.1.2. Canales de Calcio Operados por Receptor (ROCs)

Los canales de Ca?* operados por receptor, ROCs (de sus siglas en inglés

Receptor Operated Calcium Channels), se abren en respuesta a la unién de una



molécula especifica (ligando) que se une a su dominio extracelular. La unién del
ligando, como por ejemplo hormonas o neurotransmisores, provoca un cambio
conformacional en la estructura del canal, causando la apertura de éste y la
subsiguiente entrada de iones a través de la membrana plasmatica. Estos canales
pueden llevar a cabo la sefializacion mediante dos vias: (1) generando una
despolarizacién de la membrana plasmatica al ser permeables a iones Na*, K*, Cl- y
Ca%, o (2) por la entrada de Ca?* directamente a través del canal, que actua en si

mismo como segundo mensajero.

El glutamato es uno de los neurotransmisores mas abundantes e importantes
del SNC. Realiza su accién excitadora actuando sobre receptores especificos
localizados en la membrana plasmaticas neuronal. Hasta el momento se han
identificado dos clases generales de receptores para el glutamato (Figura 11): los
canales idnicos regulados por ligando, o receptores ionotrdpicos, donde la union del
neurotransmisor con el receptor provoca la apertura del canal con el consiguiente paso

de los iones; y los receptores metabotrépicos (mGIUR), acoplados a proteinas G.

Se han caracterizado tres formas de receptores ionotropicos de glutamato,
que se denominan de acuerdo a la molécula agonista que los activa: los receptores
NMDA, por el N-metil-D-aspartato, los receptores de tipo AMPA, por amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol-propionato y los receptores de tipo kainato, por el acido kainico. Estos
tres tipos de receptores forman canales catiénicos no selectivos, permeables tanto
para el Na* como para el CaZ. La unién del glutamato sobre cualquiera de ellos
provoca una despolarizacién de la membrana postsinaptica, que puede activar los

VOCs, ademas de la entrada de CaZ a través de este propio canal.

La unién de glutamato a los mGIuR activa la fosfolipasa C (PLC), generando
una cascada de segundos mensajeros que, o bien abren canales, o induce otras
sefiales celulares implicadas en la LTP, base de la memoria y el aprendizaje. No son
un canal iénico en si, aunque también se les considera reguladores de la homeostasis

del Ca2* por la capacidad de movilizar Ca2* de los depésitos intracelulares.
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Figura 11. Clasificacion de los receptores de glutamato.

a) El Receptor de NMDA

Los receptores de NMDA (NMDARs) poseen una alta permeabilidad a Na* y
Ca?* (MacDermott, Mayer et al. 1986), al contrario que los receptores de AMPA y

kainato, principalmente permeables a Na* y K*.

El NMDAR es un complejo multiproteico muy regulado, cuya actividad es
modificada por mudltiples ligandos (Figura 12 B). Los NMDARs comparten las
caracteristicas funcionales de canales regulados por ligando y de canales sensibles al
voltaje. Esta propiedad se debe al bloqueo del canal por el i6n Mg?* cuando el
potencial de membrana esta cercano al valor de reposo, que es eliminado de forma
transitoria cuando la membrana se despolariza. Por tanto, la activacion de los
NMDARs requiere, ademas de la unién del ligando glutamato, la despolarizacion de la
membrana (eliminar el bloqueo del Mg?* del canal) y la unién de un coagonista, la
glicina o la D-serina. Ciertas poliaminas, al igual que la glicina, modulan positivamente
el canal, mientras que el zinc y un exceso de protones lo modulan negativamente

(antagonistas).
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Figura 12. Esquema de los tipos de receptor de glutamato descritos y representacién
esquematica de un receptor NMDA. A. Receptores ionotrépicos (mostrados NMDA y AMPA)
y los receptores metabotrépicos. Basado en Peter Clapp et al., in How Adaptation of the Brain
to Alcohol Leads to Dependence, A Pharmacological Perspective. B. Esquema de los diferentes
sitios de unién a los agonistas (Glutamato y NMDA) del receptor de NMDA, sus co-agonistas
(Glicina) y antagonistas (Zn%*), asi como un inhibidor del canal (Mg?*). Basado en Anaesthesia
UK (http:/iwww.frca.co.uk/article).



La combinacién de diferentes subunidades forman los NMDARs: La
subunidad NR1, ubicua y esencial, que puede estar presente en ocho isoformas
diferentes, la subunidad reguladora NR2 (NR2A - NR2D), y una tercera subunidad NR3
(NR3A - NR3B) (Sun, Margolis et al. 1998). Para que el receptor de NMDA sea
funcional, necesita la unién de dos subunidades NR1 junto con otras dos NR2 o con la
combinacion de una subunidad NR2 y una NR3 (Monyer, Sprengel et al. 1992). Las
subunidades NR1 y NR3 proporcionan los sitios de unién a glicina, mientras que la
subunidad NR2 forma el sitio de unién a glutamato (Furukawa, Singh et al. 2005). La
diferente combinacién de la subunidad fundamental NR1 con las otras subunidades le
conferira propiedades funcionales diversas, como diferente susceptibilidad al bloqueo
por Mg%, sensibilidad a glicina, afinidad a glutamato o conductancia del canal. Asi
mismo, cada subunidad interacciona con diferentes moléculas intracelulares asociadas

a la densidad postsinaptica.

El receptor de NMDA participa en la neurotransmision y en la LTP, base de
los procesos de memoria y aprendizaje; y puede ademas promover la supervivencia
neuronal y resistencia al trauma. Sin embargo, si se acumula una excesiva cantidad de
glutamato, se producira una sobreactivacion del NMDAR, un proceso conocido como
excitotoxicidad (Olney 1969) (ver seccion 5). La muerte celular por excitotoxicidad
posee un papel importante en ciertos desérdenes del SNC, como isquemia cerebral, y

en ciertas enfermedades neurodegenerativas como la EA (Sattler y Tymianski 2001).

Sin embargo, no es sdlo un gran flujo de Ca# a través del NMDAR lo que
determina la supervivencia neuronal, sino también la localizaciéon subcelular de los
receptores, que puede ser sinaptica (alrededor de la sinapsis) o extrasinaptica
(localizados fuera del botdn sinaptico), o las subunidades que lo conforman. Asi, se ha
descrito que la activacion de NMDARs sinapticos esta asociado de forma preferente
con una respuesta de supervivencia en las neuronas, mientras que la activacion de los
receptores de NMDA extrasinapticos desencadenaria una respuesta preferentemente
perjudicial (Hardingham y Bading 2010). Por otro lado, parece que, en lineas

generales, los receptores NMDA que contienen las subunidades NR2A y NR3



promueven la supervivencia neuronal, mientras que los que contienen las NR2B
median sefiales de muerte (Liu, Wong et al. 2007). Esto parece deberse a que la
subunidad NR2B interacciona por su dominio intracelular con proteinas como PSD-95
(proteina de la densidad post-sinaptica 95), asociada con la produccién de 6xido
nitrico. Se ha demostrado ademas que los receptores de NMDA que contienen la
subunidad NR2A se localizan principalmente en la sinapsis, mientras que aquellos que
contienen la subunidad NR2B se localizan predominantemente en la zona
extrasinaptica de las neuronas (Petralia, Wang et al. 2010). Pese a los numerosos
estudios realizados tanto en cultivos neuronales como en cultivos no neuronales y en
ratones mutantes, los resultados son aun muy dispares y el papel de cada subunidad

en la muerte celular no esta aun bien definido.

Otros canales que se incluyen en este grupo y que cabe destacar son:

b) EIl Receptor de Acetilcolina

Al igual que para el receptor de glutamato, los receptores de ACh pueden
dividirse en dos grandes tipos: receptores ionotrépicos, que permiten la apertura del
canal iénico al unirse el neurotransmisor; y los receptores metabotropicos, asociados

a proteinas G (Figura 13).

o Receptor Nicotinico de Acetilcolina (hAChR)

El receptor ionotropico de ACh, conocido como receptor nicotinico de ACh
(nAChR), es activado principalmente por ACh, aunque la nicotina puede mimetizar su
efecto activandolos de igual modo, de ahi su nombre. Los nAChRs regulan diversos
procesos, como la liberacién de neurotransmisores o la excitabilidad celular. Estan
formados por pentameros, con diferente nimero de subunidades dependiendo de
ddnde se estén expresando. Hasta la fecha se han identificado nueve subunidades a

(a2 - aro) y tres B (B2 - B+) (Conti-Tronconi, Hunkapiller et al. 1982). Las subunidades



mas abundantes en el cerebro son a4, B4 y az. Los NAChRs neuronales pueden ser
homoméricos, formados sélo por la combinaciéon de subunidades a (a7 - aqg), ©
heteroméricos, los cuales presentan diferentes combinaciones de subunidades a y B.
El subtipo a7 nAChR se expresa especialmente en regiones del cerebro que participan
en procesos de aprendizaje y memoria, como el hipocampo o la corteza (Seguela,
Wadiche et al. 1993). Este subtipo tiene una alta permeabilidad a Ca?, intensifica la
neurotransmisién por glutamato y modula la plasticidad neuronal afectando al

crecimiento de los axones (Broide y Leslie 1999).

o Receptor Muscarinico de Acetilcolina (mAChR)

Los receptores metabotropicos activados por ACh, conocidos como
receptores muscarinicos de ACh (mAChR), pertenecen a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G, caracterizandose por sus respuestas lentas. No
son un canal en si mismos, pero participan en la regulacién de la homeostasis del
Ca? al inducir la liberacién de Ca?* de los depositos. Los mAChRs del SNC participan
en muchas funciones, como en la regulacion de la temperatura, regulacion
cardiovascular y memoria. Existen cinco subtipos del receptor muscarinico de ACh
(M1 - M5), siendo M1 el que esta principalmente expresado en el hipocampo.
Ademas, M1 parece ser el mayor subtipo involucrado en la sefializacion por
fosfoinositido en esta region (Porter, Bymaster et al. 2002). M1 esta localizado
especialmente en la zona postsinaptica, y participa principalmente en el control de las
funciones cognitivas. Su estimulacion resulta en la hidrélisis del fosfolipido de
membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), mediante la accién de la enzima
fosfolipasa C (PLC), produciendo inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG),
moléculas que actlan como segundos mensajeros, y conllevando a la liberacién de

Ca?* de los depdsitos intracelulares.
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Figura 13. Estructura y vias de sefalizacion de mAChRs y nAChRs. Cada subtipo mAChR
es una proteina con siete dominios transmembrana. Pueden acoplarse a la generacion de IP3
y DAG o activar proteinas Go. Los nAChR son canales i6nicos pentaméricos activados por
ligando. Pueden acoplarse a los VOCs o a CICR, resultando en patrones diferentes de la
sefializacion por Ca?*. Modificado de Jones et al (Jones, Byun et al. 2012).

3.1.3. Canales de Calcio Operados por el Vaciamiento de los
Depésitos (SOCs)

Los canales de Ca?* operados por depdsitos, SOCs, del inglés Store-
Operated Ca?*- Channels, se activan en respuesta al vaciamiento de Ca?* del reticulo
endoplasmico (RE) tras su liberacion, sea por mensajeros fisioldgicos capaces de

movilizar Ca2* o por agentes farmacolégicos (Parekh y Putney 2005).

El influjo de Ca? extracelular a través de los SOCs de la membrana
plasmatica se conoce como entrada de Ca?* operada por depdsitos (SOCE, del inglés
Store-Operated  Ca?-Entry), aunque originariamente se denominé Entrada
Capacitativa de Ca?* (CCE, Capacitative Calcium Entry) (Putney 1986). SOCE es la
principal via de entrada de Ca?* de células no excitables, aunque también esta
presente en las neuronas. La entrada de Ca? a través de SOCE regula muchas

funciones celulares, y guarda una importante relacion funcional con organulos



subcelulares que participan en la homeostasis del Ca2* intracelular como son el RE y

la mitocondria.

Asi, el nivel de Ca?* de los depdsitos es percibido por la molécula del RE
STIM (de Stromal Interaction Molecule) a través de un dominio EF-hand localizado en
el lumen del RE. Cuando disminuye su unién a Ca, STIM oligomeriza y transloca por
la membrana del RE, interaccionando con los SOCs, como son Orai y/o TRP,
situados en la membrana plasmatica. Tras ello, Orai y/o TRP se agregan formando un
poro, y su unién a STIM abre el canal, permitiendo la entrada de Ca?* al interior
celular (Feske, Gwack et al. 2006) (Figura 14). Todo este proceso es reversible y el
ensamblaje de todos los componentes suele ser lento en la mayoria de las células. En
las células no excitables, SOCE estan controlado por STIM1; sin embargo, en las
neuronas, la activacion de los SOCs parece estar regulada por la isoforma STIM2
(Berna-Erro, Braun et al. 2009).
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Figura 14. Entrada de Ca?* operada por depoésitos y el complejo STIM/Orai. STIM se
extiende por la membrana del RE, dejando el dominio EF-hand en el lumen del RE. Cuando el
Ca?* es liberado del RE, STIM se agrega formando complejos, que se acumulan cercanos a la
membrana plasmaética. Orai se agrega formando un poro, y la unién con STIM abre el canal,
permitiendo la entrada de Ca?* al interior celular. Figura tomada de David E. Clapham,
modificada de Stathopulos et al (Stathopulos, Zheng et al. 2008).
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Hasta hace unos afios no estaba muy claro el papel de SOCE en las
neuronas. Mientras que solia pensarse que era una mera estrategia para rellenar los
depositos, actualmente se sabe que SOCE participa en ciertas funciones neuronales,
como en la sefializacién por factores de transcripcion, crecimiento guiado del axén o

en la plasticidad sinaptica (Majewski y Kuznicki 2015).

3.1.4. Superfamilia de Canales TRP

La superfamilia de los canales TRPs (del inglés Transient Receptor Potential)
constituye otra de las posibles vias de entrada de Ca?* al interior celular. Los TRPs
estan ampliamente expresados en el SNC, donde contribuyen a cambios en la [CaZ*]g
al proporcionar una via de entrada de Ca?*, modulando la fuerza conductora de la
entrada de éste, y probablemente también al proporcionar vias para la liberacion de
Caz de organulos intracelulares. Los TRPs se ensamblan formando homo o
heterotetrameros, dando lugar a canales selectivos para cationes mono o divalentes.
Esta superfamilia se divide en siete familias: TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP,
TRPML y TRPN. Los TRPs son activados por un amplio rango de estimulos,
incluyendo mensajeros intra y extracelulares, estimulos quimicos, mecanicos u
osméticos o el llenado de los depésitos intracelulares (Clapham 2003). En el SNC, los
TRPs participan en el crecimiento de neuritas, en la sefializacion por receptores y en

la muerte celular por excitotoxicidad tras la anoxia (Moran, Xu et al. 2004).

3.2. Sistemas de Extrusion de Calcio a través de la
Membrana Plasmatica

Durante el proceso de estimulacion celular, los mecanismos responsables de
la entrada de Ca?* al citosol y, consecuentemente, de la elevacion de la [Ca2*].t, son

los canales de Ca?* de la membrana plasmatica. Al finalizar el estimulo, la célula



necesita recuperar los niveles de Ca? basales para poder responder ante nuevos
estimulos. Para ello, la célula transportara Ca2* hacia el medio extracelular y reciclara
parte del CaZ* liberado desde los depositos intracelulares, asegurandose de que éstos
se mantengan siempre llenos. En la mayoria de los casos, del aumento de los niveles
de Ca?* intracelulares se encargan los sistemas tamponadores de Ca?* (proteinas que
unen Ca?), ademas de ser extruido al espacio celular gracias a las bombas de Ca% o
los intercambiadores. Ademas, el Ca2* puede ser bombeado al RE o capturado por la

mitocondria.

Los dos mecanismos principales de extrusion del Ca?* a través de la
membrana plasmatica son las bombas de CaZ, dependientes de la hidrélisis de ATP,

y el intercambiador Na*/ Ca?".

3.2.1. ATPasa de la Membrana Plasmatica (PMCA)

Las bombas de Ca? de la membrana plasmatica se denominan PMCA (del
inglés Plasma Membrane Ca*-ATPase), y estan presentes en todas las células
eucariotas. Pertenecen a la familia de las ATPasas de tipo P, ya que originan un
intermedio fosforilado en su ciclo de funcionamiento. Son activadas rapidamente por
un aumento en la [Ca?*]ct, siendo su principal regulador Ca?*/Calmodulina (CaZ*/CaM),
pues en ausencia de ésta se encuentran autoinhibidas (Werth, Usachev et al. 1996).
Las PMCAs bombean los iones en contra de un alto gradiente electroquimico, por lo
que son impulsadas gracias a la hidrdlisis de ATP; y un ion Ca? es eliminado por
cada molécula de ATP que se hidroliza. Poseen una alta afinidad por Ca?* (Kq = 100
nM), pero baja capacidad para transportarlo. Son por ello capaces de operar en un
rango de bajas concentraciones de Ca?, donde el intercambiador Na*/Ca# es
relativamente ineficiente. Existen cuatro genes independientes que codifican para las
principales isoformas de PMCA (PMCA 1 - 4), siendo PMCA2 y PMCA3 las méas

abundantes en el cerebro (Brini y Carafoli 2009).



3.2.2. Intercambiador Na*/Ca2* de la Membrana Plasmatica (NCX)

En condiciones basales, la actividad de la PMCA es suficiente para mantener
el equilibrio ibnico pero, tras una estimulacién, cuando la [Ca?*];: alcanza altos
niveles, el intercambiador Na*/Ca%* (NCX, Sodium-Calcium Exchanger) es requerido.
NCX es un sistema de baja afinidad por Ca# (K4 = 1000 nM) y alta capacidad situado
en la membrana plasmatica, principalmente de células excitables, que se activa
cuando la concentracion de Ca?* intracelular aumenta. Se trata de una proteina capaz
de actuar de forma bidireccional, acoplando la salida de Ca% a la entrada de Na*
(elimina un idn Ca?* por cada dos 6 tres iones Na* que introduce) o la entrada de Ca?*
a la salida de Na* si actua en modo reverso. En condiciones fisioldgicas, su funcién
principal es la extrusion de Ca%* (Ruknudin y Lakatta 2007). En este caso, la energia
es suministrada por el gradiente electroquimico a través de la membrana que resulta

de la actividad de la bomba de sodio-potasio.

3.3. Proteinas que Unen Calcio en el Citosol

Otra forma de control de la homeostasis del CaZ intracelular viene dada por
las proteinas que unen Ca?, de las que existe un amplio nimero en el SNC. Su
afinidad por Ca?*, su localizacion en relacion a la sefial de Ca?*, asi como su
interaccion con otras proteinas, determinaran su funcién especifica. Funcionalmente,
se pueden diferenciar en dos grupos: (1) quelantes, que actuan como tampones de
Ca?, de manera que modifican las corrientes de Ca?* de forma espaciotemporal y (2)
sensores de Ca?*, con alta afinidad y baja capacidad por Ca?*, que transducen los

cambios de la [Ca?*]. en cascadas de sefalizacion.

Una gran familia dentro de las proteinas que unen Ca?* es la de aquellas que
contienen dominios de unién a Caz EF-hand. Estos dominios consisten en dos

hélices-a de unos 10-12 residuos de longitud, orientados perpendicularmente uno



respecto al otro y separados por una region loop de 12 residuos. Los dominios EF-
hand normalmente se presentan como pares multiples (Kretsinger 1980). El ejemplo
mejor estudiado dentro de los sensores de Ca?* es la calmodulina (CaM). Otro grupo
relevante de proteinas que unen Ca2* con dominios EF-hand y que actlan como

tampones de Ca?* son calretinina, calbindina D28 y parvalbimina.

3.4. El Reticulo Endoplasmico

Ademas del transporte de Ca? a través de la membrana plasmatica, los
depédsitos intracelulares poseen también una importante funcion en la regulacion de las
sefiales de Ca?". Organulos subcelulares como el RE, la mitocondria o los lisosomas
actian como sistemas tamponadores de Ca?*. Existen dos mecanismos posibles por el
que los depdsitos intracelulares regulan la homeostasis del Ca?*, (1) liberacion del Ca2+
de los depésitos para intensificar la sefial de Ca?* y (2) eliminacion del Ca?* del citosol
tras un aumento de este ion. El RE actua como deposito de Ca?, y la estimulacion
celular conduce frecuentemente a la liberacion del Caz* almacenado. En condiciones
normales, el RE presenta una concentracién de Ca? libre similar a la del liquido
extracelular. El nucleo y las mitocondrias también pueden capturar Ca?* tras la
estimulacion celular pero sélo de modo transitorio, ya que en condiciones basales
presentan una concentracion de Ca?* libre similar al citosol (Montero, Alonso et al.
2000, Chamero, Villalobos et al. 2002).

El RE es un complejo sistema de endomembranas, presente en todas las
neuronas, que se extiende desde el nlcleo hasta el soma, dendritas y espinas
dendriticas, y a lo largo de todo el axon hasta las terminales presinapticas. Para las
neuronas, es de gran importancia que el RE sea capaz de actuar como un depdsito
dinamico de Ca?, capaz de acumular Ca?* de forma activa y de liberarlo en respuesta

a un estimulo fisioldgico.



El RE participa en la regulacién de una amplia variedad de funciones
dependientes de CaZ. Por su parte, el Ca?* regula muchos de los procesos que
tienen lugar en el lumen del RE, como la sintesis de proteinas, el trafficking, o las
respuestas celulares al estrés. Es por ello que la perturbacion de la homeostasis del

Ca?* del RE podria contribuir al desarrollo de situaciones patologicas.

3.4.1. Liberacion de Calcio desde el Reticulo Endoplasmico

Se cree que en las neuronas existe un RE ininterrumpido, que proporciona
un sistema continuo necesario para la sincronizacién a lo largo de los diferentes
compartimentos espaciales y funcionales de la neurona. Por ejemplo, en las
dendritas, la liberaciéon de Ca# de los depdsitos participa en la modulacién de las
respuestas postsinapticas, asi como en la plasticidad sinaptica; en los terminales
axonicos, interviene en la fusién de vesiculas y en la liberacion de neurotransmisores;
en el soma esta acoplado a la activacién de vias de sefializacion sensibles a Ca?
como actividades quinasa y fosfatasa; y en el espacio perinuclear parece
desencadenar la transcripcion de genes. Asi mismo, variaciones locales en la
morfologia del RE estan asociadas con la densidad y maduracién de las espinas
dendriticas, lo que relaciona la morfologia del RE con cambios en la organizacion

sinptica y en la funcién (Stutzmann y Mattson 2011).

En las neuronas existen dos vias principales para la salida del Ca?* del RE:
la via del IPs, activado por receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y la
liberacién de Ca?* inducida por Ca?* (CICR, Calcium-Induced Calcium Released), en
la que estan involucrados los receptores de rianodina. Ademas, el Ca?* puede ser

liberado de forma pasiva a través de los canales "leak".



a) Receptores de Inositoltrifosfato (IP3Rs)

Como hemos comentado anteriormente, la unién de neurotransmisores a
receptores especificos de la membrana plasmética (incluyendo los receptores
metabotrépicos de glutamato, receptores muscarinicos de ACh o receptores de ATP
P2Y) lleva a la activacion de la PLC, que cataliza la hidrélisis de PIP, produciendo los
mensajeros intracelulares IP3; y DAG. IP3; posee gran movilidad por el citoplasma y es
capaz de difundir al interior celular, donde se encuentra con receptores especificos
(IPsRs) en el RE. La unién de IP; cambia la conformacién de los IPsRs, abriendo el
canal y permitiendo asi la salida del Ca?* que se encontraba almacenado en grandes

concentraciones dentro del RE hacia el citoplasma (Figura 15).
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Figura 15. Ruta del inositol. La escision del PIP: llevada a cabo por la PLC forma IPs y DAG,
iniciando la liberacién de Ca?* intracelular y la activacién de la PKC. Modificado de
http://es.wikipedia.org/wiki/Inositol.



Los IPsRs son canales de Ca?* intracelulares activados por ligando, formados
por cuatro subunidades, de los que se han encontrado tres genes diferentes que
codifican para tres isoformas diferentes (IPsR1 - IPsR3). Los diferentes IP3Rs estén
presentes de forma ubicua en todas los tejidos de animales, pero es la isoforma IPsR1
la expresada principalmente en neuronas. Los receptores de IP; participan en
diferentes procesos fisiologicos, como la transcripcién de genes o procesos de

aprendizaje y memoria (Foskett, White et al. 2007).

Aunque los IPsRs necesitan IPs; para su apertura, éste no es su Unico
regulador, pues el CaZ* en si mismo actla como un modulador alostérico. De hecho,
la probabilidad de apertura de los IPsRs aumenta cuando se producen pequefios
incrementos en la concentracion de Ca* (<300 nM). Sin embargo, altas
concentraciones de Ca?* (>1 pM) inhiben su apertura (Foskett, White et al. 2007).
Esta dependencia de la actividad de los IPsRs con la [Ca?*]s es critica para la
generacién de sefiales de Ca?* complejas en muchas células. Ademas, en la
regulacion de estos canales también participan otras proteinas como calmodulina,

proteina quinasa dependiente de calmodulina o proteina quinasa C.

b) Receptores de Rianodina (RyRs)

Los RyRs son canales idnicos estructural y funcionalmente analogos a los
IPsRs, aunque presentan una mayor conductancia y mayor peso molecular. A
diferencia de los IP3Rs, ubicuos en todas las células, los RyRs estan presentes en

gran medida en las células excitables, como las células musculares o las neuronas.

Los RyRs reciben este nombre debido a su alta afinidad por el alcaloide
vegetal rianodina, aunque también pueden ser activados por concentraciones
milimolares de cafeina. Esto es debido al aumento de la sensibilidad a Ca% en
presencia de cafeina, de forma que bajas concentraciones de Ca?* los activan. No
obstante, el principal activador de los RyRs es el propio Ca?*, generando asi el

proceso conocido como CICR. Se trata de un proceso de amplificacion de la sefial de



Ca%, iniciada por el influjo de este ion a través de los canales de la membrana
plasmatica, o por la liberacion de Ca?* de los depdsitos a través de los IP3Rs, donde
se libera Ca?* adicional procedente del RE al citosol. Es importante decir que aunque
otros compuestos pueden facilitar o0 modular la liberacién de Ca# por los RyRs, la

unién de Ca?* es un requisito fundamental para la activacion del canal.

Existen al menos tres isoformas diferentes de RyR (RyR1 - RyR3). Todas se
expresan en el cerebro, aunque RyR2 es la isoforma predominante neuronal (Lanner

2012). RyR3 se localiza principalmente en el hipocampo (Hertle y Yeckel 2007).

c¢) Canales leak

Existe una salida continua de Ca? desde el RE al citosol, que se ve
compensada por el bombeo, también continuo, de Ca?* hacia el interior del RE. La
presencia de estos canales leak se deduce de la liberacion pasiva de Ca?* desde el
RE tras bloquear las bombas SERCA (explicadas a continuacidn), con compuestos
como la tapsigargina o el cido ciclopiazdnico, dando como resultado la deplecion de

los depositos intracelulares de Ca?*.

Aunque los canales leak no han sido aun identificados, se han propuesto
diferentes mecanismos para este canal. Ciertos estudios sugieren que en su
formacion participa el translocén (Camello, Lomax et al. 2002). Por otro lado, se ha
propuesto que las presenilinas 1y 2, ademas de formar las proteasas en el complejo
de la y-secretasa, que participa en el procesamiento de APP, funcionan también como
canales leak en el RE, a través de ellos mismos o indirectamente aumentando la
actividad de los IPsRs o los RyRs. Esta funcion se cree que es independiente de su
actividad como parte de la y-secretasa durante la formacion del péptido amiloide (Tu,
Nelson et al. 2006). Se ha visto que mutaciones en las presenilinas estan
relacionadas con la Enfermedad de Alzheimer (EA) familiar, pues los datos sugieren
que estas mutaciones perjudican la liberacién de Ca?* a través de estos canales leak,
resultando en un aumento de los niveles de Ca?* del RE y aumentando la

vulnerabilidad a la degeneracion (Nelson, Tu et al. 2007) (ver seccion 4.3.2).



3.4.2. Captacion de Calcio por el Reticulo Endoplasmico

El mantenimiento de la homeostasis del Ca?* neuronal requiere ademas
estabilizar este importante reservorio de Ca?*, el cual alcanza concentraciones
estimadas de hasta 5 mM, es decir, de 4 a 5 érdenes de magnitud mayores que las

alcanzadas en el citosol.

a) ATPasa de Reticulo Sarcoplasmico-Endoplasmico (SERCA)

La recaptacion de Ca? al lumen del RE sucede gracias a las bombas de
Ca? del RE (SERCA, del inglés Sarcoplasmic and Endoplasmic Reticulum Calcium
ATPase), que transfieren Ca?* desde el citosol al RE gracias a la hidrolisis de ATP. En
este caso, el nimero de iones de Ca? transportados por cada molécula de ATP
hidrolizada es dos. Al igual que PMCA, la SERCA pertenece al grupo de las ATPasas
de tipo P, operando en contra de un enorme gradiente electroquimico. Poseen una
alta afinidad por el Ca?*, siendo su Kso de 0,1 uM. Las ATPasas de Ca?* presentes en
la membrana del RE poseen una actividad doble, pues son capaces de mantener el
gradiente de Ca?* a niveles basales (contrarrestando la salida de Ca%* por los canales
leak) y de rellenar los depositos tras su vaciamiento consumiendo energia de la
hidrélisis de ATP.

Esta familia incluye tres miembros (SERCA1 - 3), y por splicing alternativo
existen un total de once isoformas diferentes conocidas (Brini y Carafoli 2009). En
cuanto a su distribucion, SERCA1 se expresa en las fibras musculares de contraccion
rapida. SERCA2a se expresa en el musculo cardiaco y en fibras musculares de
contraccion lenta, mientras que SERCA2b se expresa de forma ubicua en tejidos no
musculares, particularmente en cerebro. SERCA3 se expresa en tejidos no

musculares (Carafoli y Brini 2000).

La inhibicion de las bombas SERCA resulta en un vaciamiento lento de los

depositos intracelulares del RE. El &cido ciclopiazénico (CPA) y la 2,5-di(terbutil)-1,4-



benzohidroquinona (tBHQ), asi como la tapsigargina (Tg) son inhibidores especificos
de la SERCA, siendo éste ultimo el de mayor popularidad. CPA y tBHQ poseen menor
afinidad por la bomba que la Tg; y mientras que la inhibicién por CPA y tBHQ es

reversible y desaparece tras eliminarlos del medio, la inhibicién por Tg es irreversible.

b) Ca%/ATPasas de la Via Secretora (SPCAs)

La bomba de Ca?* de la via secretora, SPCA (del inglés Secretory Pathway
Ca? ATPase) es la ATPasa de transporte de Ca?* que se ha descubierto mas
recientemente. Posee una singular propiedad, y es que ademas de Ca?, transportan
MnZ* de forma eficiente (Van Baelen, Vanoevelen et al. 2001). Este transporte de

MnZ* es importante para la regulacién de la concentracién de este ion en el citosol.

También existen SPCAs en las membranas del Golgi, donde su funcién
principal es el transporte de Mn2*, el cual es cofactor de numerosas enzimas en el

lumen de este organulo.

c) Proteinas Tamponadoras del RE

El tamponamiento de Ca2* en el lumen del RE se lleva a cabo por proteinas
especificas de unién a CaZ. En las neuronas, las principales son calreticulina y
calsecuestrina. La principal diferencia con las proteinas tamponadoras del citosol es
que las del RE presentan baja afinidad por Ca?* y alta capacidad de union, de forma
que tamponan grandes cantidades de Ca?*, que puede ser liberado rapidamente al
citosol. Muchas de estas proteinas amortiguadoras de Ca?* del RE actian como
chaperonas, responsables del correcto plegamiento de las proteinas y su trasporte a
través del RE (Michalak, Groenendyk et al. 2009).



3.5. La Mitocondria

La mitocondria no sélo actia como tampén de Ca?*, sino que también
participa de forma activa en la regulacién de la homeostasis de este i6n y por tanto en
muchos procesos celulares. Una de las principales funciones de la mitocondria es la
produccion de ATP. Se cree que en las zonas neuronales ricas en mitocondrias
(como las sinapsis 0 zonas proximas a la SERCA) se forman grandes cantidades de
ATP, requeridas para procesos como la liberacién de neurotransmisores y la

plasticidad sinaptica (Mattson 2007).

Las mitocondrias son muy mdviles en todas las células, especialmente en las
neuronas (Hollenbeck y Saxton 2005); y ademas cambian su morfologia mediante
procesos de fusion y fision en respuesta a las diferentes condiciones celulares y
procesos de diferenciacion. Dos membranas conforman la mitocondria, la membrana
mitocondrial externa y la membrana mitocondrial interna (MME y MMI
respectivamente). Es importante destacar que la mayoria de los sistemas de
transporte se encuentran en la MMI, puesto que la MME es permeable a iones y
proteinas pequefias (<10 kDa), y por tanto a Ca?*. La permeabilidad de la MME se
atribuye a la abundante expresion de grandes canales en su superficie, conocidos
como porinas o canales aniénicos dependientes de voltaje (VDACs, Voltage-
Dependent Anion Channels). Por su parte, la MMI es una membrana impermeable a
iones, con una extension mucho mayor que la MME, que presenta plegamientos en el
espacio interno. En el espacio intermembrana se encuentran enzimas de alta

importancia, como la creatina quinasa y el citocromo C.

La energia liberada por los complejos de la cadena respiratoria, localizada en
la MMI, es empleada para el bombeo de H* desde la matriz mitocondrial hacia el
espacio intermembrana. El retorno de los H* hacia el interior de la matriz mitocondrial
se lleva a cabo a favor de gradiente gracias a la ATPsintasa, trasporte que sera
aprovechado por ésta para generar ATP. Por otro lado, este bombeo produce un

gradiente de H*, y como consecuencia una distribucidén desigual de cargas a ambos



lados de la membrana interna, generando un gradiente quimico y eléctrico (gradiente
electroquimico), cuyo principal componente es la diferencia de potencial de
membrana mitocondrial (A¥), de unos -150 a -180 mV, negativo en el interior de la
mitocondria. Esta enorme diferencia de potencial es la fuerza conductora por la que el
Ca?, siguiendo su gradiente electroquimico, es atraido hacia la matriz mitocondrial,

donde puede alcanzar grandes concentraciones, al menos de forma transitoria.
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Figura 16. Homeostasis del calcio mitocondrial. Diagrama de la mitocondria y de los
principales transportadores implicados en los flujos de CaZ* mitocondriales. La via fisioldgica de
entrada de Ca?* a la mitocondria es el uniportador de calcio mitocondrial (MCU). Las dos vias
de salida de Ca?* de la mitocondria son los intercambiadores H*/Ca?* y Na*/Ca?*. El poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPm) permite la salida de factores proapoptoticos y
se inhibe con ciclosporina A. La cadena de transporte electrénico extruye H* de la matriz y
genera el alto gradiente eléctrico de la mitocondria (AW= -180 mV). La ATPsintasa utiliza el
gradiente eléctrico generado para sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato.

En la mitocondria, el Ca% regula tres deshidrogenasas del ciclo del &cido
citrico (piruvato deshidrogenasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa e isocitrato
deshidrogenasa), todas sensibles a Ca%*, de forma que controla la sintesis de ATP. La
mitocondria es capaz de acumular fosfatos inorganicos junto con el Ca?*, que

precipitan en la matriz en forma de hidroxiapatita, pudiendo de esta manera



almacenarse Ca%* en su matriz. Sin embargo, cuando la mitocondria acumula una
cantidad de Ca2* excesiva, se produce un ciclo vicioso que aumentara la sobrecarga
de Ca?* celular, pudiendo desencadenar un mecanismo apoptogénico. En la Figura 16
se puede apreciar un esquema de la mitocondria y de los principales sistemas que

participan en la homeostasis del Ca?* mitocondrial.

Las mitocondrias situadas en la cara citoplasmatica de los canales del RE
(IPsRs y RyRs), asi como cercanas a diferentes canales de la membrana plasmatica
(SOCs, receptores de glutamato ionotrépicos, etc.), quedan expuestas a
concentraciones de Ca? muy por encima de las obtenidas en el citosol. Estas
regiones concretas y microscdpicas que presentan alta concentracion de Ca?* se
conocen como microdominios de Ca?* (Rizzuto, Brini et al. 1993) (Figura 17). Estos
dominios de alto Ca2?* poseen una importancia vital en ciertos procesos celulares,
como la secrecion de neurotransmisores o la contraccion muscular. Que la
mitocondria se posicione cercana a las sefiales de Ca?* (del RE o de la membrana
plasmatica) ofrece dos funciones, (1) asegurar que la ATPasa de Ca?* del RE tenga
un suministro favorecido de ATP que asegure la acumulacion y almacenamiento de
Ca% y (2) tamponar el Ca?* liberado desde el RE o que entra por los SOCs,
modulando la sefial (Rizzuto y Pozzan 2006). Cabe destacar la estrecha relacion
estructural y funcional existente entre el RE y las mitocondrias, dominios
denominados MAMs (mitochondria-associated membranes), donde RE y mitocondria
presentan una gran cercania (Rizzuto, Pinton et al. 1998). Estos dominios facilitan la
sincronizacion de funciones entre ambos organulos, como son la biosintesis de
lipidos, transporte de metabolitos o la sefializacién a través de Ca2* (Rowland y Voeltz
2012). Uno de los componentes que participa en la formacion de los MAMs es la
mitofusina 2, que forma parte de la maquinaria de fusién y fision de la mitocondria (de
Brito y Scorrano 2008).
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Figura 17. Concepto de microdominio para el transporte de Ca?* mitocondrial. EI Ca2*
que entra desde la zona extracelular o que se libera desde el RE genera microdominios
restringidos de altas concentraciones de Ca?*, de forma que activa la entrada de Ca?* en las
mitocondrias vecinas. Tomado de Carafoli 2002 (Carafoli 2002).

3.5.1. Entrada de Calcio a la Mitocondria

Ademas del papel principal de la mitocondria de producir ATP y NADH, esta
aceptado que la mitocondria actiia también como un tampén de Ca?*. Para entrar en
la matriz mitocondrial, el Ca2* debe atravesar la MME, que atraviesa de forma pasiva,
y la MMI. La gran diferencia de potencial (negativa con respecto al citosol) que se
crea en la MMI debido al transporte de H* desde la matriz al espacio intermembrana
permite la acumulacién de Ca?* en el interior mitocondrial a favor de gradiente. De
hecho, la pérdida del potencial mitocondrial inducida por bloqueantes de la cadena
respiratoria como Antimicina A o mediante el empleo de protondforos, como la
carbonil cianida para-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP), anula la captacion de
Ca?* mitocondrial (Nufiez, Valero et al. 2006).



a) Uniportador de Calcio Mitocondrial (MCU)

El influjo de Ca? hacia el interior de la mitocondria se produce principalmente
a través del Uniportador de Ca2* Mitocondrial (MCU, Mitochondrial Calcium Uniporter),
localizado en la MMI (Baughman, Perocchi et al. 2011, De Stefani, Raffaello et al.
2011). El uniportador transporta Ca?* gracias al gradiente electroquimico mantenido
en esta membrana, sin ser necesario el acoplamiento a la hidrélisis de ATP o al
transporte de otros iones. Debido a que el tamponamiento de Ca?* por la mitocondria
consume menos energia que su extrusion a través de la membrana plasmatica o
hacia el RE, este mecanismo es muy importante para las neuronas en situaciones en
que la demanda de ATP y oxigeno es elevada, como en el caso de potenciales de

accién ritmicos (Contreras, Drago et al. 2010).
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Figura 18. Complejo del uniportador mitocondrial. El complejo del uniportador esta
formado por el uniportador de Ca2* mitocondrial (MCU), y las subunidades reguladoras MICU1
y MICU2, conectados por el regulador esencial del MCU (EMRE). En estado de reposo, EMRE
recluta a MICU1 y MICU2 hacia el MCU para mantener a MCU en el estado cerrado. Un
modesto aumento en la [Ca?*]t por encima del umbral de MCU resulta en la union de Ca2* al
segundo dominio EF-hand de MICU1 y al primer dominio de EF-hand de MICU2 para
aumentar la probabilidad de apertura del MCU sin desestabilizar el complejo. Un aumento
superior en la [CaZ*].t provoca que todas las EF-hands unan Ca?*, activando completamente el
MCU vy bloqueandolo en el estado abierto, resultando en una gran acumulacién de Ca2
mitocondrial. La unién de Ca?* en todas las EF-hands puede provocar la disociacién parcial del
complejo MCU, liberando MICU1 y MICU2. Modificado de Ahuja y Muallem 2014.



La corriente de Ca2* a través del MCU puede ser inhibida por rojo de rutenio
y gadolinio. Por el contrario, MCU puede ser activado por fosfato inorganico,
facilitando el transporte de Ca?*. Esto es asi porque el fosfato disminuye la cantidad
de Ca? libre en la matriz mitocondrial, precipitando Ca2*, y favoreciendo la captacién
del ion. Ademas, MCU interacciona con elementos que lo regulan, como el MICU1
(mitochondrial Ca?* uptake 1 protein) (Perocchi, Gohil et al. 2010), MICU2 (Plovanich,
Bogorad et al. 2013) y el regulador esencial de MCU (EMRE), recientemente
identificado (Sancak, Markhard et al. 2013). Tanto MICU1 como MICU2 contienen
dominios EF-hand, y aunque regulan MCU, no participan directamente en la
formacion del poro. MICU1 y MICU2 funcionan como los guardianes del MCU, y la
unién de Ca?* a sus dominios EF-hand regula su mecanismo. Asi, MICU2 interacciona
con MICU1, y ambos son reclutados hacia el MCU por EMRE (Figura 18). En
condiciones basales de [Ca?*].t, MICU1 y MICU2, ambos libres de Ca#, inhiben la
funcién de MCU. Cuando la [Ca?*]: aumenta justo por encima del umbral de MCU, la
segunda EF-hand de MICU1 y la primera EF-hand de MICU2 unen Ca?*, resultando
en una conformacion de los MICUs que provocan la activacion fisioldgica de MCU y la
entrada de Ca?* a la mitocondria. Si el incremento de la [Ca?*]t €s muy elevado y
sostenido, todas las EF-hands unen Ca?* para activar completamente el MCU,
posiblemente por la disociacién de los MICUs del complejo MCU, ya que el knockout

de los MICUs no impide la entrada de Ca?* a la mitocondria (Ahuja y Muallem 2014).

3.5.2. Sistemas de Extrusion del Calcio Mitocondrial

El Ca?* que ha acumulado la mitocondria es eliminado de la matriz
mitocondrial hacia el citosol principalmente por el intercambiador de Na*/Ca?
mitocondrial (NCXr) (Palty, Silverman et al. 2010), que introduce 3 Na* por cada Ca?*
que elimina, o0 a través del intercambiador H*/Ca2* mitocondrial (2 6 mas H* por cada
Ca?* que elimina), ambos localizados en la MMI. Los dos intercambiadores utilizan el
gradiente electroquimico de cationes monovalentes para evitar que se llegue al

equilibrio eléctrico. El intercambiador Na*/Ca?* mitocondrial se expresa principalmente



en células excitables, mientras que el intercambiador H*/Caz* mitocondrial lo hace en

células no excitables.

Experimentos con mitocondrias aisladas, sometidas a condiciones
patolégicas o con sobrecarga de Ca?* sugieren una ruta adicional de eliminacién del
Caz de mayor conductancia, a través del poro de transicién de permeabilidad

mitocondrial (PTPm), del que hablaremos a continuacién.

3.5.3. Mitocondria y su Papel en la Muerte Neuronal

Los mecanismos por los que la mitocondria participa en la muerte neuronal
involucran la activacién de enzimas degradadoras, como son las cisteinproteasas,
fosfolipasas, 0 enzimas que generen ROS, capaces de modificar las proteinas y
lipidos de la mitocondria por oxidacién; ademas de implicar la activacién del proceso
llamado transicién de permeabilidad mitocondrial, donde un poro no selectivo de gran
tamafio se abre, resultando en el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa,
hinchamiento de la mitocondria, liberacién de metabolitos procedentes de la matriz e

incluso la ruptura de la MME.

Las mitocondrias representan la principal fuente de ROS de las células. Una
de las consecuencias de la fosforilacion oxidativa es la generacion de electrones
desapareados. La interaccion de estos e~ con el oxigeno molecular resulta en la
generacién del anién radical superdxido O,. Este radical es muy reactivo y posee un
tiempo de vida muy corto, pues es capaz de dismutar espontdneamente o con la ayuda
de la superoxido dismutasa en otros ROS, como H20; y los subsecuentes radicales
hidroxilo OHe. Estos son los més dafiinos, pues pueden reaccionar con casi todas las
macromoléculas, incluyendo ADN, proteinas y lipidos de membrana. Esto provoca la
peroxidacion lipidica de la membrana (PLM), alterando su permeabilidad y las
funciones asociadas. Otro radical, el peroxinitrito (ONOO-), puede igualmente

ocasionar dafio directo a las proteinas y al ADN, y también constituye un potente



inductor de la PLM que puede llegar a destruir a las neuronas, especialmente

sensibles a este proceso.

La produccién desequilibrada de ROS se conoce como estrés oxidativo. Este
proceso esta implicado en la neurotoxicidad asociada a muchas enfermedades
neurolégicas. La estimulaciéon excesiva de receptores de aminoacidos excitatorios
(como el glutamato) en estos trastornos conlleva a la produccion de radicales libres. En
particular, la neurotoxicidad asociada a la sobreestimulacion del NMDAR, mediado por
una excesiva entrada de Ca?*, desencadena una serie de efectos neurotdxicos, como
la activacion de la éxido nitrico sintasa, y la subsecuente produccion del NO-, o la

sobrecarga de Ca?* mitocondrial, que lleva a la generacion del anién Oz.

Como mencionabamos anteriormente, las mitocondrias poseen un limite en la
cantidad de Ca?* que pueden captar. Asi, mientras que la captacién de Ca?* por parte
de la mitocondria tiene un papel neuroprotector, cuando este sistema se satura y la
carga de Ca? en la mitocondria sobrepasa la capacidad tampon de la matriz
mitocondrial, la [Ca?*]t aumenta abruptamente (sobrecarga de Ca?* mitocondrial),
llevando a un hinchamiento irreversible de la mitocondria, desacoplamiento y pérdida
del contenido soluble mitocondrial, un proceso llamado transicién de permeabilidad
mitocondrial, explicado principalmente por la apertura de un gran poro no selectivo que
involucra las dos membranas mitocondriales, conocido como apertura del PTPm
(Figura 19). Se trata de un canal de gran conductancia y permeable a solutos de gran
peso molecular. La apertura de este canal es activada por un aumento de la [Ca%*]mi,
mientras que ATP, ADP, Mg?* y Ciclosporina A (CsA) lo inhiben (He y Lemasters
2002). Ademas, la probabilidad de apertura del PTPm aumenta en la presencia de
ROS.
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Figura 19. La sobrecarga de Ca?* mitocondrial provoca apoptosis. A la izquierda en
condiciones fisiolégicas, la entrada de Caz* desde el medio extracelular o la salida de Ca?*
desde el RE provoca un aumento en la [Ca?*].t. Rapidamente la mitocondria capta CaZ* del
citosol, mecanismo crucial para procesos como la homeostasis de Caz* y el metabolismo. A la
derecha, cuando en la mitocondria se produce una sobrecarga de Ca?*, se abre el PTPm
liberando factores proapoptéticos al citosol, e induciendo apoptosis. Tomado Hung et al. 2010
(Hung, Ho et al. 2010).

La mitocondria posee un papel esencial en la via intrinseca de la apoptosis
(Figura 20). La apoptosis es un tipo de muerte celular activo, que regula tanto
procesos fisiolégicos, que participan en el mantenimiento y desarrollo de las células,
como patoldgicos cuando se desregula, como en la isquemia o en enfermedades
neurodegenerativas. La apoptosis puede ocurrir por la via extrinseca, originada por la
unién de moléculas de muerte a sus receptores, o por la via intrinseca, activada por
diferentes agentes celulares, entre los que se incluye el Ca% (Orrenius, Zhivotovsky et
al. 2003). La via intrinseca de la apoptosis es iniciada precisamente en la mitocondria
por la apertura del PTPm, que lleva irremediablemente a la muerte celular (Rasola y



Bernardi 2011). Aunque los mecanismos de apertura del PTPm no se conocen con
exactitud, se sabe que factores como el aumento del estrés oxidativo, la sobrecarga
de Ca?* mitocondrial o el estrés metabdlico (déficit de ATP) promueven la apertura del
PTPm (Duchen 2000). EI PTPm permite el flujo de proteinas proapoptéticas, como el
citocromo c, que recluta una serie de proteasas llamadas caspasas que conducen a la
muerte celular. Asi, una vez que el citocromo ¢ ha sido liberado a la célula, ésta esta
condenada a morir sin posibilidad de retorno (Adrain y Martin 2001, Mayer y
Oberbauer 2003).
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Figura 20. Via intrinseca de la apoptosis. Cuando la via intrinseca es estimulada, se activan
proteinas proapoptéticas, que provocan la apertura del PTPm vy la liberacion del citocromo C al
citoplasma. Este se asocia a Apaf-1 para formar el apoptosoma. El apoptosoma provoca la
transformacion de la procaspasa 9 inactivada en caspasa 9 activada. A su vez, ésta activa la
caspasa 3 y la subsecuente cascada de las caspasas, que deriva en apoptosis. Modificado de
Raina y Ibba 2014 (Raina y Ibba 2014).
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Se ha demostrado que en las neuronas, la inhibicién de la sobrecarga de
Ca? mitocondrial es capaz de proteger de la muerte inducida por excitotoxicidad
(exceso de glutamato), puesto que esta inhibicién prevendria la apertura del PTPm.
Asi, evitar la sobrecarga de Ca? en la mitocondria en el momento en el que se
produce el dafio podria proteger a las neuronas de esta excitotoxicidad (Deshpande,
Siesjo et al. 1987, Zaidan y Sims 1994, Korde, Pettigrew et al. 2005).

Otra diana importante de esta via es la proteina antiapoptdtica Bcl-2 (B cell
lymphoma 2), que se une a proteinas proapoptéticas como Bax. Bcl-2 reduce el
estado de llenado de los depdsitos intracelulares, reduciendo asi la sobrecarga de
Ca? mitocondrial tras el estimulo, y protegiendo a las células de la muerte por
apoptosis (Pinton, Ferrari et al. 2001). Por el contrario, Bax aumenta el llenado de los

depositos.

4. Homeostasis del Calcio Intracelular en el
Envejecimiento Neuronal y en la
Neurodegeneracion

Como hemos comentado anteriormente, el influjo de Ca? a través de la
membrana plasmatica y entre los compartimentos intracelulares, cuando es
controlado de forma adecuada, desempefia una funcion fundamental en las neuronas,
incluyendo la regulacion del crecimiento de neuritas y sinaptogénesis (formacion de
nuevas sinapsis), transmisién y plasticidad sinaptica, y supervivencia celular. Durante
el envejecimiento, y particularmente en las enfermedades neurodegenerativas, los
sistemas que regulan la homeostasis del Ca?* se pueden ver afectados, provocando
disfuncion sinaptica, deterioro de la plasticidad y degeneracion neuronal. Ademas, el
estrés oxidativo, la alteracion del metabolismo energético en la mitocondria y la

agregacion de proteinas relacionadas con enfermedades (péptido B amiloide, a-



sinucleina, huntingtina, etc.) afectan negativamente a la homeostasis del Ca?*

intracelular.

41. Homeostasis del Ca?* |Intracelular en el
Envejecimiento Neuronal

La Hipétesis del Ca?* en el Envejecimiento fue inicialmente propuesta por
Khachaturian en los afios 80 (Khachaturian 1987), y apoyada por otros autores
(Gibson y Peterson 1987, Disterhoft, Moyer et al. 1994). Esta hipétesis postula que los
mecanismos celulares que participan en la homeostasis del Ca?* también
desempefian un papel importante en el proceso de envejecimiento y en la
neurodegeneracion, de forma que el bajo rendimiento de estos sistemas en el
envejecimiento causa un aumento crénico de la [Ca?*], aumentando la vulnerabilidad
a ciertas enfermedades neurodegenerativas, y provocando, a la larga, la muerte

neuronal.

Las principales alteraciones en la sefializacion de Ca? propuestas
relacionadas con la edad y la neurodegeneracion, detalladas a continuacidn, incluyen:
elevados niveles de Ca?* intracelular, aumento del influjo de Ca?* a través de VOCs,
deterioro de la capacidad de la mitocondria para actuar como tampén de Ca?*, o
perturbacién de los depdsitos intracelulares de Ca?* sensibles a rianodina o a IP3
(Figura 21).
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Figura 21. Componentes que participan en la homeostasis del Ca?* y su alteracion con
el envejecimiento. Las flechas verdes indican un aumento de su funcién, mientras que las
flechas rojas indican una disminucion. Muchos de estos sistemas aun no han sido estudiados.

La alteracion de la homeostasis del Ca2* puede ser responsable directo de la
muerte neuronal. Asi, el Ca?* puede contribuir a la muerte celular al estimular la
produccion de ROS en la mitocondria o al provocar sobrecarga de CaZ* mitocondrial.
Es mas, la disfuncion mitocondrial y particularmente la sobrecarga de Ca?

mitocondrial aumentan la produccién de ROS (Petrosillo, Ruggiero et al. 2004).

Estudios recientes indican que los cambios en la homeostasis del Ca?
asociados con la edad son locales, sutiles, graduales y ademas suceden durante un
amplio periodo de tiempo (Toescu y Verkhratsky 2007). En funcidn del tipo neuronal
los cambios son diferentes, asi como la sensibilidad a la alteracion, siendo las
neuronas hipocampales y corticales las mas vulnerables (Foster 2007). En general,

los mecanismos que participan en la homeostasis del Ca? tienden a mostrar



disfuncion; sin embargo, existen diferentes interpretaciones debido a la variabilidad
experimental, a la variedad de preparaciones celulares y a la heterogeneidad de las

composiciones celulares.

e Uno de los principales cambios fisioldgicos relacionado con la edad es la
alteracion de la plasticidad sinaptica. La forma mas conocida de plasticidad sinaptica
es la potenciacion a largo plazo, conocida como LTP (long-term potentiation). La LTP
representa un incremento de la transmision sinaptica (Figura 22). Se define como un
incremento mantenido en la fuerza sinaptica, en la que participa una compleja
interaccion de procesos pre- y postsinapticos, que a la larga dan lugar a cambios en
la densidad sinaptica de tipos especificos de receptores de glutamato (Bliss y
Collingridge 1993). Estudios realizados principalmente en hipocampo han relacionado
el papel del Ca2* con la plasticidad sinaptica. Parece critico que para que se produzca
la LTP se necesita la entrada de iones Ca?* en la membrana postsinaptica. Asi, un
aumento de la concentracién de Ca% en la zona postsindptica es suficiente y
necesario para inducir la LTP (Bliss y Collingridge 1993). Con el envejecimiento, la
concentracion de Ca?* basal se ve aumentada (Khachaturian 1989). Esto hace que la
excitabilidad neuronal se vea afectada, puesto que el aumento de la concentracién de
Ca? aumenta el umbral necesario para que se produzca la LTP. Es decir, s6lo una
fuerte estimulacién induce la LTP en el sistema nervioso envejecido, mientras que
una baja amplitud de estimulacién, capaz de originar la LTP en los animales jovenes,
es ineficaz en los envejecidos (Foster 2007). Por el contrario, en las ratas envejecidas
aumenta la susceptibilidad a la depresion a largo plazo (LTD, long-term depression),
al disminuir el umbral necesario para que ésta se produzca, lo que en ultima instancia

explica los déficits de aprendizaje y memoria asociados a la edad.
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Figura 22. Potenciacion y depresion a largo plazo. La entrada de Ca?* a través de los
receptores NMDA postsinapticos puede iniciar dos formas diferentes de plasticidad sinaptica:
potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD). La LTP surge cuando la
sinapsis es estimulada repetidamente. Esta estimulacién provoca una cascada celular de Ca2*
que se traduce en la insercién de mas receptores de AMPA en la membrana postsinaptica. La
siguiente vez que el glutamato sea liberado desde la célula presinaptica, se unira a los
receptores de NMDA y AMPA, por lo que la despolarizacion de la membrana serd mas
eficiente. La LTD se produce cuando pocas moléculas de glutamato se unen a receptores de
NMDA en una sinapsis. El Ca2* que entra a través de los receptores de NMDA inicia una
cascada de proteinas, resultando en la endocitosis de los receptores de AMPA. Esto hace que
la neurona postsinaptica sea menos sensible al glutamato liberado desde la neurona
presinaptica. Modificado de https./www.boundless.com/biology/textbook

e Una de las principales vias de entrada de Ca?* al interior celular durante la
excitacion neuronal son los NMDARs. Estos estan involucrados en dos funciones que
se ven afectadas en el envejecimiento: (1) en la plasticidad sinaptica y la memoria,
especialmente del hipocampo, y (2) en la excitotoxicidad en el SNC. Los estudios que
han evaluado la funcion del NMDAR durante el envejecimiento, tanto in vivo como en

rodajas o in vitro, han sido contradictorios. Muchos de ellos convergen en un

60



descenso de la efectividad a través de la sefializacion por NMDA. Este efecto parece
estar relacionado con una disminucién del nimero de NMDAR con la edad o en una
disminucién de su actividad (Magnusson 1998, Lehohla, Kellaway et al. 2008,
Bodhinathan, Kumar et al. 2010). Por el contrario, otros autores proponen un aumento
de la corriente del NMDAR con los dias in vitro en cultivos primarios de neuronas
corticales o de hipocampo (Ozawa, Nakamura et al. 1988, Murphy y Baraban 1990,
Ujihara y Albuquerque 1992, Brewer, Thibault et al. 2007); o en experimentos
realizados empleando cultivos celulares a corto plazo obtenidos de ratas envejecidas
al compararlos con ratas de mediana edad (Cady, Evans et al. 2001). Esta disparidad
en los resultados obtenidos podria deberse a la diferente aproximacion utilizada o al

diferente tipo celular empleado para el estudio.

e Laotra via de entrada de Ca?* durante la activacion neuronal son los VOCs.
En el hipocampo, la mayoria de los estudios realizados indican que con la edad se
produce un aumento en la entrada de Ca?* a través de los canales VOCs, tal vez
debido a un incremento del nimero de canales de tipo L (Thibault y Landfield 1996).
Sin embargo, este cambio no sucede en todos los tipos neuronales, ni para cada tipo
de VOC, lo cual indica que el envejecimiento afecta de forma diferente a cada region
del cerebro. Ejemplo de ello es la vulnerabilidad especifica de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra del SNC, que se ven afectadas en la
Enfermedad de Parkinson. Estas neuronas parecer depender de forma particular de
los canales VOCs tipo L, dependencia que se ve aumentada con la edad (Chan,
Guzman et al. 2007). Asi, los canales tipo L en las neuronas envejecidas permanecen
abiertos durante un tiempo mayor, causando sobrecarga de Ca2* y conllevando a la

pérdida neuronal que sucede en esta enfermedad.

o Los sistemas de extrusion de Ca2* también se ven afectados en las neuronas
envejecidas, pues el tiempo que necesitan neuronas para recuperarse de una
estimulacion normal se ve aumentado. Cierto nimero de estudios parecen indicar que
tanto la actividad como la expresion de los niveles de la PMCA se ven

significativamente reducidos durante en envejecimiento (Zaidi, Gao et al. 1998). La



disminucién de esta actividad podria ser explicada por el efecto inhibitorio de los ROS
sobre la PMCA, como un efecto directo en la actividad de la bomba (Zaidi y Michaelis

1999) o sobre la calmodulina, su principal regulador (Michaelis, Bigelow et al. 1996).

o Como sabemos, parte del Ca?* que entra en las neuronas es tamponado
rapidamente por varias proteinas que unen Ca2*, como calbindina, calmodulina o
parvalbimina. En general, se aprecia una disminucion con la edad en la expresion de
estas proteinas en el SNC, aunque este hecho no sucede en todos los tipos
neuronales, sino que es especifico de cada tipo neuronal (Kishimoto, Tsuchiya et al.
1998).

El envejecimiento del sistema nervioso afecta tanto a los sistemas de
extrusion como a los sistemas tamponadores de Ca?, de forma que su rendimiento
disminuye con el envejecimiento. Esto supone que las neuronas envejecidas estan
expuestas a un mayor nivel de la concentracion de Ca?* citosélico, aun incluso si la
entrada de Ca2* no estuviera aumentada con el envejecimiento. Si ademas la entrada
de Ca? se ve afectada, la disminucién de la capacidad tamponadora multiplicara los
efectos del aumento esta entrada, exponiendo a las neuronas envejecidas a una

mayor magnitud del aumento de la concentracién de Ca2*.

41.1. Efecto del Envejecimiento en los Compartimentos
Intracelulares de Ca2*

e Poco se sabe de la homeostasis del Ca* del RE en el envejecimiento.
Ciertos estudios mostraron que en las neuronas de hipocampo se produce un
aumento de la liberacién de Ca? a través de los IPsR asi como de los RyRs (Thibault,
Gant et al. 2007). Sin embargo, este hecho no se produce en todos los tipos
neuronales (Kirischuk y Verkhratsky 1996). Por ofro lado, se ha mostrado una
reduccion de la actividad de la SERCA (Pottorf, Duckles et al. 2000). Actuaimente, la
atencién se estad centrando principalmente en la alteracion de la homeostasis del RE

en los procesos neurodegenerativos (ver apartado 4.3.2).



e Como ya hemos explicado, la mitocondria es el principal lugar de produccién
de energia de la célula, ademas de la principal fuente de liberacion de ROS. Por eso,
una alteracién de la funcién mitocondrial durante el envejecimiento puede tener un
efecto dramatico en la sefial de Ca?. Hasta la fecha existe poca o ninguna
informacién en las propiedades de los transportadores de Ca%* mitocondriales en el
envejecimiento; pero si se conoce que existe un cambio en el potencial de membrana
mitocondrial, pues en ciertas preparaciones se ha observado que parte de las
mitocondrias aparecen despolarizadas en el envejecimiento (Hagen, Yowe et al.
1997). Este hecho conlleva un aumento del nivel umbral de Ca?* necesario para
iniciar la captacién mitocondrial (Xiong, Camello et al. 2004) y por tanto un descenso
de la capacidad de la mitocondria de captar el exceso de Ca?* en las neuronas
envejecidas. Se ha propuesto que este cambio, que puede considerarse una
desventaja a nivel metabdlico, sea por el contrario una respuesta adaptativa, pues de

esta forma se impide la sobrecarga de Ca?* mitocondrial (Toescu y Verkhratsky 2007).

Ademas, se sabe que las neuronas consumen grandes cantidades de
energia para mantener los gradientes ionicos a través de las membranas. Durante el
envejecimiento normal del SNC, existe una disminuciéon en la eficiencia de la
mitocondria para generar ATP (Navarro 2004). Cuando los niveles celulares
energéticos se ven reducidos, como ocurre durante el accidente cerebrovascular
isquémico (ictus), o en el envejecimiento y en ciertas enfermedades
neurodegenerativas, los niveles de Ca?* intracelulares permanecen elevados por la
combinacién de la entrada mantenida de Ca?* a través de los receptores de glutamato
o de los VOCs y la actividad dafiada de las ATPasas (Nicholls 2008).

El resultado general de estos efectos es un aumento en la carga de Ca?* que

perjudica negativamente a la excitabilidad neuronal.



4.2. Modelos para el Estudio del Envejecimiento
Fisiolégico In Vitro

Para el estudio del envejecimiento fisioldgico del cerebro pueden emplearse
una amplia variedad de modelos, desde cultivos in vitro hasta animales in vivo o
rodajas de cerebro. Los modelos animales o las rodajas de cerebros se destinan para
el estudio del desarrollo neuronal o la degeneracién, sin embargo, comprender los
mecanismos a nivel celular o molecular en estos modelos resulta complicado, debido
a la complejidad del tejido del sistema nervioso. Los sistemas in vitro, aunque carecen
de las caracteristicas de un tejido intacto, son menos complejos que el tejido
neuronal, por lo que son ideales para estudiar la localizacidn subcelular de proteinas
neuronales o la homeostasis de ciertos iones. Las lineas celulares continuas no
suelen emplearse, pues estas células al dividirse no envejecen de forma similar a las
neuronas en condiciones reales. Por ello, la mayoria de los investigadores trabajan
con cultivos primarios. El cultivo de células obtenidas de tejido procedente de un
cerebro viejo supone una alta complejidad para el cultivo celular, tanto en su
obtencién como en su mantenimiento, por lo que los cultivos de neuronas se preparan
normalmente a partir de embriones en los Ultimos estadios del desarrollo o de ratas
recién nacidas. Esta descrito que las neuronas primarias mantenidas durante largo
tiempo en cultivo manifiestan muchos de los cambios que suceden en el
envejecimiento in vivo. Asi, muchos autores han mostrado que el empleo de neuronas
de hipocampo mantenidas en cultivo a largo plazo, obtenidas de embriones o de ratas
neonatas, puede considerarse, al menos parcialmente, como un modelo para el
estudio de diferentes aspectos del envejecimiento neuronal (Porter, Thibault et al.
1997, Brewer, Thibault et al. 2007, Sodero, Weissmann et al. 2011, Stanika,
Villanueva et al. 2012). Por ejemplo, el aumento progresivo de la vulnerabilidad a la
excitotoxicidad que sucede a medida que los cultivos envejecen se correlaciona con
ciertos estudios in vivo (Liu, Stafstrom et al. 1996). Sodero y col. (Sodero, Weissmann
et al. 2011) describieron que tras pocas semanas in vitro, las neuronas de hipocampo

presentan muchas de las caracteristicas tipicas que acompafan al envejecimiento



neuronal in vivo, como son la acumulacién de ROS, presencia de granulos de
lipofuscina, activacién de la proteina quinasa N-terminal Jun (pJNK) y de las vias

p53/p21, asi como una pérdida gradual de colesterol.

La lipofuscina es un pigmento de color pardo-amarillento con fluorescencia
propia, procedente de la degradacion lisosomal incompleta de las mitocondrias
dafiadas. Este desecho celular se encuentra unido a la membrana plasmatica, de
forma que no puede ser degradado ni expulsado de la célula, sino que sélo se puede
diluir a través de la division celular y el crecimiento posterior. De esta forma, la
lipofuscina se acumula como un "pigmento de envejecimiento” (Gray y Woulfe 2005),
caracteristica que también se observa en las neuronas que han sido envejecidas en

cultivo (Sodero, Weissmann et al. 2011).

A medida que envejecen, las neuronas de hipocampo en cultivo muestran un
aumento del tamafio de los cuerpos celulares, asi como la formacién de una extensa
red de neuritas (Banker y Cowan 1977). Esta fase de crecimiento en cultivo se
caracteriza ademéas por la sinaptogénesis, que les confiere unas caracteristicas
electrofisiologicas similares a las que presentan in sifu o en rodajas (Basarsky,
Parpura et al. 1994, Kuroda, Kobayashi et al. 1995).

A nivel mitocondrial, existe un cambio en el potencial de membrana
mitocondrial, pues en ciertas preparaciones se ha observado que con el
envejecimiento parte de las mitocondrias aparecen despolarizadas (Hagen, Yowe et
al. 1997).

4.3. Calcio Intracelular y la Enfermedad de Alzheimer

Como hemos comentado anteriormente, el Ca? desempefia un papel
fundamental en procesos de aprendizaje y memoria, y ademas participa en la
supervivencia y muerte neuronal. A pesar de las grandes diferencias en la etiologia de

cada enfermedad neurodegenerativa, la alteracion de la homeostasis del Ca? ha



emergido como un mecanismo comun en la muerte neuronal que sucede en la EA, en
la Enfermedad de Parkinson, en la ELA y en otros desérdenes neurodegenerativos
(Mattson 2007, Bezprozvanny 2009).
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Figura 23. Hipétesis del Ca?* en la Enfermedad de Alzheimer. Segun esta hipétesis,
factores de riesgo como el gen APOE4, la edad, la nutricion o el ejercicio, 0 mutaciones en la
proteina precursora amiloide (APP) y en las presenilinas (PS1 y PS2) llevan a la generacion
de las formas toxicas del péptido amiloide AB. AB provoca la alteracion de la homeostasis del
Ca?*, lo que puede resultar en el deterioro de la neuroproteccion, asi como del crecimiento
dendritico, conectividad sinaptica, plasticidad sinaptica y actividad neuronal. Finalmente esto
lleva al deterioro cognitivo severo y a la muerte neuronal que suceden en la EA. Modificado de
Berridge 2010 (Berridge 2010).

La Hipétesis Del Calcio en la Enfermedad de Alzheimer (Khachaturian

1989, Mattson, Rydel et al. 1993) trata de explicar cdmo la formacion y acumulacién



amiloide esta implicada en la progresiva pérdida de memoria y en el aumento de la
apoptosis neuronal. Esta hipdtesis postula que la activacion de la via amiloidogénica
provoca una remodelacion de la via de sefializacion de Ca?* neuronal, alterando la
homeostasis del Caz y por tanto los mecanismos responsables del aprendizaje y

memoria (Figura 23).

Es bien conocido que una gran variedad de funciones neuronales dependen
de la sefializacién por Ca?* intracelular. Por tanto, no es extrafio suponer que una
alteracién del Ca?t intracelular pueda estar en el origen del dafio y la disfuncién
neuronal que se producen en la EA. Debido a que un aumento de Ca?* elevado y
sostenido, especialmente en la mitocondria, induce la produccién de radicales libres
(por alteracion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y la activacién de las
oxigenasas), parece que la perturbacion de la homeostasis del Ca?* contribuye a un
mayor estrés oxidativo en las neuronas en la EA, resultando en una amplificacién de
la formacion de radicales libres y procesos degenerativos mediados por Ca?*. La
alteracion de la sefializacion por CaZ* incluye tanto la entrada de Ca?* desde el medio

extracelular como la liberacién de este i6n de los depdsitos intracelulares.

4.3.1. Acumulacién Amiloide y Entrada de Ca?*

Mattson y colaboradores, describieron originalmente que la incubacion con
AR durante varias horas producia un aumento de la concentracion de Ca?* citosdlico,
reflejando una disrupcion de la homeostasis del Ca?* intracelular (Mattson, Cheng et
al. 1992). Ademas, nuestro propio grupo de investigacion ha propuesto que la
interaccion de ABi.42 con la membrana plasmética resulta en un incremento de los
niveles intracelulares de Ca?*, y en un aumento de la vulnerabilidad de las neuronas a
la toxicidad (Sanz-Blasco, Valero et al. 2008). Sin embargo, existe una gran
controversia sobre cual es el mecanismo por el que una alteracion del Ca?

intracelular inducida por el AB promueve la muerte neuronal. Se ha planteado que el



AR puede aumentar la permeabilidad de la membrana al Ca% de forma no selectiva,

formar nuevos poros de Ca?, o regular canales de Ca?* ya existentes (Figura 24).
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Figura 24. Esquema de la agregacion del péptido amiloide y de los posibles
mecanismos de toxicidad de los oligdbmeros solubles. Los agregados solubles de AB142
son considerados la forma mas téxica. El mecanismo de entrada de Ca?* inducido por los
oligbmeros del péptido amiloide puede ser por un aumento de la permeabilidad de la
membrana plasmatica, formacién de un canal o poro amiloide, 0 modulacién de canales ya
existentes. Figura modificada de Demuro et al., 2010. (Demuro, Parker et al. 2010).

En los afios 90, Arispe y col. plantearon un posible nexo entre el f-amiloide y
la hipétesis del Ca?* (Arispe, Rojas et al. 1993). Al exponer membranas artificiales al
péptido amiloide, comprobaron que éste permitia el flujo de cationes al insertarse en
la membrana plasmatica y formar poros capaces de conducir iones, posibilitando la
entrada de Ca?* al interior celular. Asi, el AB podria formar estructuras tipo canal
cation-selectivas permeables a Ca? (conocidas como canal amiloide) en
preparaciones de bicapas lipidicas y en una variedad de tipos neuronales, incluyendo
lineas celulares (Zhu, Lin et al. 2000) y cultivos primarios de hipocampo (Simakova y
Avrispe 2006).



Arios después, Demuro y colaboradores (Demuro, Mina et al. 2005)
propusieron que el péptido amiloide aumentaba la permeabilidad de las membranas
celulares, mediante un proceso independiente de la formacién de canales i6nicos. Por
el contrario, atribuyeron este mecanismo a efectos inespecificos que aumentaban los
movimientos de los iones positivos y negativos a través de la membrana. De esta
forma, el B amiloide disminuiria el grosor de las membranas neuronales, dificultando
el mantenimiento de las concentraciones iénicas internas de las neuronas. Asi, al
aumentar la permeabilidad de la membrana al Ca%*, se produciria un flujo de este ion
desde el medio extracelular hacia el citosol, acompafiado de una liberacién de los

depositos intracelulares de Ca?*.

Por otro lado, otros autores proponen que la capacidad del AR de aumentar
la vulnerabilidad de las neuronas a la excitotoxicidad parece estar mediado por el
receptor NMDA (Mattson 2004), pues los oligbmeros de AB provocan un aumento en
la actividad de este receptor. Segun estos autores, el péptido amiloide aumentaria el
flujo de Ca%* cuando el neurotransmisor glutamato activa el receptor NMDA. Ademas,
se ha descrito que este efecto seria inhibido por la Memantina, un antagonista de baja
afinidad y no competitivo de este receptor (De Felice, Velasco et al. 2007).
Recientemente se ha propuesto la existencia de un receptor de AB, la proteina
priénica celular (PrPe, Cellular Prion Protein), anclada a la zona externa de la
membrana, que en asociacion con el AP puede aumentar la entrada de Ca?* por

receptores como el NMDAR (Lauren, Gimbel et al. 2009).

Otro mecanismo diferente por el que AB perturba la homeostasis del Ca?*
neuronal es al inducir la peroxidacion de los lipidos de membrana. La formacién del
péptido amiloide genera perdxido de hidrogeno (Hensley, Carney et al. 1994), un
proceso que se ve facilitado por la presencia de Fe2* y Cu* en el medio. H.0; es
seguidamente transformado en radicales hidroxilo que inician la peroxidacion lipidica,
generando lipidos toxicos que alteran la funcion de las ATPasas y de los
transportadores de glutamato y glucosa (Mark, Pang et al. 1997). Esto resulta en una
sobrecarga de Ca?*, disminucion de los niveles de ATP celulares, disfuncién sinaptica,

degeneracién neuronal y finalmente deterioro cognitivo.



4.3.2. Procesamiento Amiloide y Liberacion de Ca?* de los Depésitos

Las presenilinas son proteinas integrales de membrana localizadas en el RE.
Se expresan en muchos tipos de tejidos celulares; en el cerebro, las neuronas
contienen principalmente PS1 y PS2. Muchas de las mutaciones en las presenilinas,
causantes de la EA familiar, aumentan la produccién de la forma AB142 0 reducen la
produccion de ABi.4o, de manera que las presenilinas perturban la homeostasis del

Ca? activando los mecanismos mediados por Ap+.42 descritos anteriormente.

Ademas, se ha visto que en neuronas en cultivo que expresan mutaciones en
la PS1, la cantidad de Ca?* liberada desde el RE aumenta cuando éstas son
expuestas a ligandos que estimulan la produccion de IPs o la activacion de RyRs
(Guo, Furukawa et al. 1996). Una de las razones que pueden explicar este aumento
de Ca?* es que las mutaciones en las presenilinas alteren la funcion normal de
proteinas reguladoras de Ca?* (como la SERCA (Green, Demuro et al. 2008) o los
IPsR (Cai, Lin et al. 2006)). Sin embargo, estudios recientes sugieren que las
presenilinas actlian como los canales leak del RE, independientemente de su funcién
como y-secretasas. De esta forma, las mutaciones en las presenilinas, que se dan en
la EA familiar, tienen como resultado una pérdida de funcién de la actividad del canal
leak de Ca?*, provocando que este ién se acumule de forma excesiva en el RE
(Nelson, Tu et al. 2007).

4.3.3. Enfermedad de Alzheimer y Mitocondria

Como resultado del aumento de la sensibilidad a la sefializacién por Ca?*, la
mitocondria puede activar la via de apoptosis intrinseca inducida por Ca%*. Como ya
hemos explicado anteriormente, existe una comunicacién RE - mitocondria que
modula la sefial de Ca2*. Se ha postulado que cuando el Caz* acumulado en el RE es
liberado al citoplasma a través de los IP3Rs, una parte es captada por la mitocondria,

de forma que ésta actlia como tampon de Ca?. En la EA, este flujo normal esta



INTRODUCCION

alterado, de forma que la cantidad de Ca?* que capta la mitocondria puede verse
aumentado. Si existe una captacion excesiva de Ca?" por la mitocondria, puede
producirse la apertura del PTPm, colapso del potencial de membrana y liberacién de
factores como el cit C, que activaran la via de las caspasas responsable de la
apoptosis. Del mismo modo, el exceso de Ca?* puede aumentar la produccion de

ROS, que a su vez contribuira a la activacion del PTPm (Berridge 2010) (Figura 25).
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Figura 25. Modelo de la alteracion mitocondrial inducida por péptido amiloide. En las
neuronas sanas, el PTPm se encuentra cerrado, y la mitocondria produce ATP para mantener
diferentes funciones. En neuronas afectadas por la EA, una acumulacion de agregados de AB
aumenta los niveles de Ca?* citosolico a través de distintos canales en el RE y en la
membrana plasmética. Una acumulacién de AB o de Ca?* en el interior de la mitocondria
puede promover la apertura del PTPm, inhibiendo la produccion de ATP y liberando proteinas
proapoptoéticas, llevando a la degeneracion neuronal. Modificado de Starkov y Beal 2008
(Starkov y Beal 2008).
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Ademas, nuestro grupo de investigacion ha propuesto recientemente que los
oligémeros de AB1.42, pero no las fibrillas, inducen entrada de Ca?* al interior celular, lo
que puede causar sobrecarga de Ca?* mitocondrial, provocando una entrada masiva
de Ca?* y muerte celular por apoptosis en neuronas (Sanz-Blasco, Valero et al. 2008).
Este efecto era esencial para la toxicidad causada por el péptido amiloide, pues la
inhibicién de la sobrecarga de CaZ* mitocondrial, gracias al empleo de desacoplantes
mitocondriales, mostrd proteger, al menos parcialmente, frente a la muerte neuronal

asociada.

Por ultimo, también se ha propuesto que el AR puede localizarse en las
membranas mitocondriales (Caspersen, Wang et al. 2005), provocando cambios
estructurales en éstas y desencadenando un aumento de la fragmentacién
mitocondrial, disminucion de la fusién mitocondrial, disfuncién mitocondrial y dafio

sinaptico.

5. Excitotoxicidad y Enfermedades
Neurodegenerativas

La excitotoxicidad es uno de los mecanismos que contribuye a la
neurodegeneracion en dafios como isquemia, glaucoma, trauma y en ciertas
enfermedades neurodegenerativas. Se define como la muerte celular que resulta por
la accion tdxica de aminoacidos excitatorios o la sobreestimulacion de receptores de

estos aminoacidos.

La capacidad del sistema nervioso para transmitir informacién sensorial y
ordenes motoras desde una zona del cuerpo a otra, y de establecer pensamientos y
memoria, depende en gran medida de un unico neurotransmisor excitatorio de gran
potencia, el glutamato. Existen otros neurotransmisores excitatorios en el cerebro,
pero el glutamato es el mas comin y el que se encuentra mas ampliamente

distribuido. La mayoria de las neuronas (y también las glias) contienen grandes



cantidades de glutamato (Lipton y Rosenberg 1994). Tras ser captado en vesiculas
sinapticas, el glutamato se libera durante cortos periodos de tiempo (milisegundos)
para comunicarse con otras neuronas a través de las terminales sinapticas. Sin
embargo, dado que el glutamato es tan potente, su presencia en altas
concentraciones o durante periodos de tiempo muy largos puede sobreexcitar las

células hasta llegar a producir su muerte.

La Hipotesis de la Excitotoxicidad fue propuesta inicialmente por Olney
(Olney 1969), segun la cual una estimulacién excesiva de los receptores de glutamato
lleva a hiperactivacion y dafio neuronal. Esta sobreestimulacion puede ser debida a
un aumento desmesurado de la concentracion de glutamato, o a una activacion
prolongada de los receptores con un aumento moderado en la concentracion de los
aminodcidos excitatorios. Este hecho fue documentado por primera vez en los afios
50, cuando Lucas y Newhouse observaron que el glutamato, inyectado
subcutaneamente, dafiaba selectivamente la capa interna de la retina, causando
neurotoxicidad en las células ganglionarias (Lucas y Newhouse 1957).
Posteriormente, Choi describié que la excitotoxicidad mediada por glutamato era
debida al influjo de Ca%* que se producia (Choi 1985). Para identificar los mecanismos
que controlan esta excitotoxicidad mediada por Ca?*, frecuentemente se emplean
cultivos celulares. En muchas de estas preparaciones, se puede observar que a
medida que las neuronas maduran en el cultivo, su vulnerabilidad al estimulo

excitotéxico aumenta (Choi, Maulucci-Gedde et al. 1987).

Se sabe que la excitotoxicidad neuronal provocada por el glutamato esta
causada principalmente por el receptor ionotrépico de NMDA, probablemente debido
a su alta permeabilidad a Caz* (Choi, Koh et al. 1988). En condiciones normales de
transmision sinaptica, el NMDAR esta bloqueado por Mg2* localizado en el canal, y es
activado unicamente durante cortos periodos de tiempo. Sin embargo, en condiciones
patolégicas, la sobreactivacion del receptor provoca una entrada excesiva de Ca% a
través del canal, que junto con la liberaciéon de Ca?* de los depoésitos, aumenta la
concentracion de Ca?* citosolico libre hasta niveles que exceden la capacidad de los

mecanismos intracelulares reguladores de Ca?*. Esto provoca la alteracion del



metabolismo, dando lugar a ciertos procesos que desencadenan la muerte neuronal.
Estos procesos incluyen la sobrecarga de Ca2* mitocondrial, que provoca la formacion
de ROS, la activacién de caspasas y liberacion del factor inductor de la apoptosis
(AIF); la activacién de la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) dependiente de Ca?,
que lleva al aumento de la produccion de NO y la subsecuente formacién de ONOQe;
y la estimulacion de la proteina quinasa activada por mitdgenos p38 (MAPK p38), la
cual activa factores de transcripcion que pueden ir al nucleo y provocar apoptosis
(Lipton 2005) (Figura 26).
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Figura 26. Esquema de las vias apoptdticas que conlleva la sobreactivacion del receptor
de NMDA. La cascada que lleva a la muerte neuronal incluye hiperactivacion del NMDAR,
activacion de la MAPK p38, produccion de radicales libres toxicos como el dxido nitrico (NO) y
especies reactivas de oxigeno (ROS), y activacion de enzimas que inducen apoptosis como
las caspasas y el factor inductor de la apoptosis. nNOS, 6xido nitrico sintasa neuronal, Cit C,
citocromo C. Basado en Kaul y Lipton 2000 Neuroaids Vol. 3, Issue 6 The NMDA Receptor -
Its Role In Neuronal Apoptosis and HIV-Associated Dementia.



Los receptores de glutamato tipo AMPA también participan en la
excitotoxicidad, pues ciertos subtipos de este receptor (aquellos que no contienen la
subunidad GIuR2) son altamente permeables a Ca?* y contribuyen al proceso de
muerte en desdrdenes como la isquemia (Turetsky, Canzoniero et al. 1994). Ademas,
se sabe que la activacion de los receptores AMPA despolariza la membrana debido a
la entrada de Na* a través de ellos, lo que conlleva a la eliminacién de la inhibicién

por Mg dependiente de voltaje de los NMDARSs.

Existe una amplia variedad de causas por las que se puede liberar glutamato
de forma excesiva en el sistema nervioso, y producir excitotoxicidad. Cuando el
sistema nervioso sufre un dafio mecanico, como en el traumatismo craneoencefalico,
desde las células dafiadas se liberan grandes cantidades de glutamato. Estos niveles
tan altos de glutamato pueden alcanzar a las células vecinas que han sobrevivido al
tfrauma original, provocando su despolarizacion, hinchamiento, lisis y muerte por
necrosis. Estas células pueden a su vez liberar mas glutamato, de forma que se
produce una cascada de sucesos autodestructivos y una progresiva muerte celular,
que puede continuar durante horas o incluso dias tras el dario inicial (Figura 27). Esto
es lo que sucede en el ictus o accidente cerebro vascular. Asi, durante el episodio
isquémico, se produce una disminucién del flujo sanguineo, lo que lleva a una
disminucién del suministro de oxigeno, y por tanto del ATP necesario para la
obtencién de energia. Es por ello que las neuronas no obtienen la energia que
necesitan para mantener la homeostasis idnica, de forma que éstas se despolarizan,
lisan y mueren, y propagan el mismo tipo de eventos autodestructivos, que se
aprecian en las lesiones traumaticas (Lipton 1993). Uno de los procesos mas dafiinos
que tienen lugar en la isquemia cerebral es la produccidn de radicales libres y de
otras especies oxidantes. Unos y otros provocan alteraciones de lipidos, ADN y
proteinas, y contribuyen a la rotura de la barrera hematoencefalica y a la propagacion

del edema cerebral.
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Figura 27. Esquema de los mecanismos del accidente cerebrovascular isquémico. La
activacion de los receptores de glutamato tras el accidente cerebrovascular isquémico
conduce a la excitotoxicidad y la entrada de Ca?*. Esto altera la homeostasis neuronal, que
conduce a la activacion de varias vias dependientes de Ca%, que incluyen proteasas y
nucleasas. La reperfusién agrava el dafio neuronal mediante la formacion de radicales libres
que dafian las membranas, proteinas y ADN. Ademas, la apertura del PTPm libera moléculas
pro-apoptoticas, incluyendo el citocromo C, que activan la muerte celular por apoptosis. La
muerte neuronal tras la isquemia sera el resultado de mecanismos necréticos, apoptoticos y
necroptéticos  dependiendo de la gravedad de insulto. Basado en
http.//nexusacademicpublishers.com/table_contents_detail.

Otra forma mas lenta y leve de excitotoxicidad es la que esta implicada en
algunos procesos degenerativos, como son la Enfermedad de Alzheimer, la
Enfermedad de Parkinson, la Enfermedad de Huntington, Esclerosis Multiple,
Esclerosis Lateral Amiotréfica o glaucoma (Figura 28). En ellos, la exposicion cronica
a niveles moderados (aunque elevados) de glutamato o la hiperactividad de los

receptores de glutamato durante periodos de tiempo mas largos que los que suceden




de forma normal durante la neurotransmision, provoca, a la larga, la muerte neuronal

por apoptosis (Bonfoco, Krainc et al. 1995).
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Figura 28. Factores del origen de las enfermedades neurodegenerativas. Ciertos factores
como la alteracién del nivel de los neurotransmisores en el cerebro, alteracion del metabolismo
energético, desarrollo de cuerpos de lewy junto con la edad y otros factores genéticos resulta
en la sobreactivacion de glutamato, el aminoacido excitatorio que cuando aparece en exceso
desencadena respuestas excitotdxicas que provocan la muerte neuronal. Basado en Mehta et
al 2013 (Mehta, Prabhakar et al. 2013).

En la Enfermedad de Alzheimer, Greenamyre ya sugiri6 que el glutamato
podia estar implicado en los mecanismos patoldgicos de esta enfermedad
(Greenamyre, Maragos et al. 1988). Asi, se ha visto que ciertos transportadores de
glutamato se ven disminuidos en el cerebro de personas con EA (Li, Mallory et al.
1997). Ademés, el péptido B-amiloide parece aumentar la toxicidad del glutamato

(Allen, Eldadah et al. 1999) asi como la transmisién mediada por el receptor NMDA



(Wu, Anwyl et al. 1995). Finalmente, parece que una actividad excesiva del receptor
NMDA aumenta la hiperfosforilacién de la proteina tau, contribuyendo a la formacién

de los ovillos neurofibrilares (Couratier, Lesort et al. 1996).

Otros ejemplos son la excitotoxicidad que parece producirse en la
Enfermedad de Huntington, un desorden neurodegenerativo que afecta a las
funciones cognitivas y motoras, donde aparentemente la huntingtina mutante que se
produce aumenta la actividad de los NMDARs, alterando la sefalizacion por Ca2
(Zhang, Li et al. 2008); o en la Enfermedad de Parkinson, donde se ha mostrado que
ciertos antagonistas del NMDAR protegen contra el dafio causado en las neuronas

dopaminérgicas de estos pacientes (Sonsalla, Riordan et al. 1991).

6. Neuroproteccion en la Excitotoxicidad y en las
Enfermedades Neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas estdn caracterizadas por una
progresiva disfuncion neuronal y/o la pérdida de las neuronas mas vulnerables. El
objetivo de las estrategias neuroprotectoras es interferir con las cascadas que llevan a
esta disfuncién neuronal o muerte celular. Como ya hemos comentado a lo largo de
esta introduccién, los mecanismos mas importantes que llevan a la muerte neuronal
incluyen la acumulacién de proteinas agregadas, disfuncion mitocondrial, generacién
de ROS, excitotoxicidad, activacién de MAPK, inmunogenicidad y apoptosis. La
neuroproteccion frente a la excitotoxidad puede llevarse a cabo por (1) el bloqueo de
receptores de glutamato, activados en condiciones patoldgicas, (2) bloqueo del
aumento de la concentracion de Ca?*, (3) bloqueo del dafio mitocondrial, (4) bloqueo
de ciertas vias de sefializacion, como la ruta de las MAPK, o (5) inhibicion de enzimas
que producen sustancias nocivas, como la 6xido nitrico sintasa, o de enzimas que

participan en la muerte celular, como las caspasas.



Como hemos explicado en el apartado anterior, se cree que la
excitotoxicidad contribuye al dafio neuronal y a la muerte celular que sucede en
ciertos desordenes neurodegenerativos agudos y cronicos. Es por ello que la
excitotoxicidad es una importante diana para la neuroproteccién. Sin embargo, no
esta resultando una tarea facil para los investigadores, pues el mismo proceso que,
en exceso, conlleva a la excitotoxicidad y muerte celular, en niveles mas bajos es

completamente necesario para la funcién normal de las neuronas.

Para ser aceptada clinicamente, la terapia contra la excitotoxicidad producida
en estos desordenes degenerativos debe bloquear la activacién excesiva del NMDAR,
dejando su funcionamiento normal intacto para evitar efectos secundarios. Es por ello
que, antagonistas que compitan directamente con el glutamato o la glicina en los
sitios de unién al agonista (como el MK-801), bloqueardn la funcion normal del
receptor. Esto les ha llevado a fallar en los ensayos clinicos realizados debido a los
efectos secundarios (como somnolencia, alucinaciones o incluso coma) (Palmer
2001). Es por ello que los ultimos estudios parecen centrarse en las sefiales de
muerte que se activan tras la activacion del NMDAR, en lugar de en el bloqueo del

propio receptor.

6.1. Anti-inflamatorios No Esteroideos

Los medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) poseen efecto
anti-inflamatorio, analgésico y antipirético, por lo que se emplean para alivio del dolor,
fiebre, e inflamacion asociados con la artritis reumatoide, lesiones deportivas, vy el
dolor temporal. Sin embargo, el tratamiento con AINE puede ir acompafiado de

efectos adversos como el dafio gastrointestinal o disfuncién plaquetaria.

La accién mejor caracterizada de los AINEs es su capacidad para inhibir la
ciclooxigenasa (COX), y asi la formacion de prostaglandinas, conocidas por

desempenfar un papel importante en la respuesta anti-inflamatoria. La COX es una



enzima reguladora de la via biosintética de los eicosanoides, encargados de producir
una amplia gama de mediadores proinflamatorios, entre los que se encuentran las
prostaglandinas. Parece que la inhibicion de la COX por los AINEs limita la

produccion de eicosanoides proinflamatorios en la zona dafada.

Existen al menos dos isoformas de COX, COX-1 y COX-2, y la capacidad
para inhibir cada una de ellas depende el AINE empleado. COX-1 se expresa
constitutivamente en muchos tipos celulares; sin embargo COX-2 es inducible, es
decir, su actividad se ve inducida por estimulos proinflamatorios, lo que resulta en una
mayor formacion de prostaglandinas durante la inflamacién, tanto aguda como
cronica. Es por esta razén que la COX-2 ha despertado un mayor interés en cuanto al
desarrollo de farmacos, al tener menos efectos secundarios, especialmente en las
Ulceras de estdbmago. Ademas, COX-2 se expresa de forma selectiva en la corteza e

hipocampo de cerebros carentes de patologias (Yasojima, Schwab et al. 1999).
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Figura 29. Estructura quimica de los AINEs empleados en este trabajo. Todos pertenecen
al grupo de inhibidores no selectivos de la COX.



Existen dos tipos de AINEs, los inhibidores no selectivos de la COX y los
inhibidores selectivos de la COX-2. Los primeros inhiben la COX-1 y poseen
actividades diferentes frente a la COX-2. Como ejemplos encontramos la aspirina,
ibuprofeno, naproxeno, indometacina o sulindac (Figura 29). Ejemplos de inhibidores
selectivos de la COX-2 son celecoxib y rofecoxib. Es importante resaltar ademés que,
debido a su estructura, algunos AINEs contienen un carbono quiral, dando lugar a dos
enantiomeros diferentes, S- y R-, con diferentes acciones bioldgicas, siendo la forma
S- la que inhibe la COX. Sin embargo, muchas de sus acciones parecen ser

independientes de su efecto sobre la COX.

6.1.1. AINEs y Excitotoxicidad

Tras el accidente cerebrovascular, como el ictus u otras lesiones en el
cerebro, los niveles de glutamato aumentan, provocando ciertas reacciones quimicas
que incluyen un aumento de la COX-2 y la subsecuente produccion de
prostaglandinas. El aumento de la actividad de la COX-2 parece estar relacionado con
la excitotoxicidad provocada por el receptor de NMDA (Tian, Kim et al. 2008). La
aspirina (&cido acetilsalicilico) es un medicamento recetado cominmente, con un
amplio espectro farmacolégico. A concentraciones compatibles con las cantidades
encontradas en plasma durante la terapia anti-inflamatoria crénica, el &cido
acetilsalicilico y su metabolito, el salicilato, resultaron protectores frente a la toxicidad
generada por el glutamato en cultivos neuronales y rodajas de hipocampo (Grilli, Pizzi
et al. 1996). El sitio de accién de estos farmacos parece involucrar la inhibicién
especifica de la induccion del factor nuclear kappa B (NF-kB) mediada por glutamato.
También se ha propuesto el empleo de otros AINEs, como piroxicam, inhibidor no
selectivo de la COX, o celecoxib, inhibidor de la COX-2, para proteger frente a la
excitotoxicidad causada por sobreestimulacion del receptor de NMDA (Lin, Lu et al.
2014, Mazumder y Borah 2014).



6.1.2. AINEs y la Enfermedad de Alzheimer

Muchos de los estudios realizados durante los Ultimos afios, aunque no
todos, sugieren que el uso continuado de AINEs esta asociado a la disminucion del
riesgo de padecer EA, retrasar su progreso y disminuir el grado de demencia
(Etminan, Gill et al. 2003).

En el cerebro con EA, las neuronas en proceso de degeneracion, los
depdsitos del péptido amiloide agregado y los ovillos neurofibrilares son zonas de
inflamacion. Determinados estudios parecen indicar que los procesos inflamatorios
que se dan en el cerebro de estos pacientes son destructivos. Las observaciones
preliminares llevadas a cabo por Vane en 1971 (Vane 1971) indicaban que los AINEs
eran capaces de disminuir esta inflamacién gracias su capacidad de inhibir la COX.
En relacidén con esto, posteriores estudios sugirieron que los efectos beneficiosos
ejercidos por los AINEs estaban mediados por la inhibicién de la COX-2, basandose
en la observacion de que la COX-2 neuronal estad aumentada en estados tempranos
de la EA (Ho, Purohit et al. 2001), ademas de expresarse en el cerebro normal en las
regiones afectadas principalmente en la EA temprana (Braak y Braak 1991). Sin
embargo, ciertos ensayos clinicos que han empleado AINEs inhibidores selectivos de
la COX-2 en pacientes con EA, como celecoxib, han tenido resultados negativos
(Aisen, Schmeidler et al. 2002, Aisen, Schafer et al. 2003), por lo que parece que la
inhibicién de COX-2 no es la responsable de los efectos protectores de los AINEs en
la EA.

Por ello, se han estudiado otros posibles mecanismos que pudieran estar
implicados en la accién anti-inflamatoria de los AINEs en la EA, como son su
capacidad para inhibir de la sintesis del radical NO (Di Girolamo, Farina et al. 2003);
la inhibicion de ciertos factores de transcripcion relacionados con la inflamacién y
citoquinas inflamatorias, como el NF-kB, que parece estar elevado en el cerebro de
pacientes con EA (Sung, Yang et al. 2004); o su capacidad para estimular la actividad
del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPARYy), un receptor nuclear

que inhibe la expresion de genes proinflamatorios y cuyos niveles parecen estar



disminuidos en la EA, inhibiendo de esta forma la respuesta inflamatoria (Sastre,
Dewachter et al. 2003).

Otras hipétesis propuestas para explicar el efecto beneficioso de los AINEs
en la EA independientemente de su efecto sobre la COX son su actividad en el
procesamiento de APP, y en la produccién o agregacion del péptido amiloide. De esta
forma, ciertos estudios sugieren que algunos AINEs, como ibuprofeno o
indometacina, disminuyen la produccion de AB+.42 in vitro y en modelos de ratén con
EA (Weggen, Eriksen et al. 2001), ademas de estimular la via no-amiloidogénica
(Avramovich, Amit et al. 2002).

Sin embargo, debido al fracaso de los ensayos clinicos llevados a cabo
recientemente, la capacidad de los AINEs para tratar la EA esta alin sometida a
debate. Este fracaso puede ser debido a diversos factores, como por ejemplo que los
pacientes en los que se centraron los estudios tuvieran ya EA leve o moderado, las
caracteristicas farmacologicas de los AINEs o la dosis suministrada. Este es el caso
de Flurizan™ (también conocido como tarenflurbil), que fracasé en la Fase 3 de
ensayo clinico hace unos afios. Flurizan™ es el enantiémero R- del flurbiprofeno, un
AINE estructuralmente y farmacoldgicamente relacionado con el ibuprofeno,
empleado para el tratamiento de algunas condiciones inflamatorias. Debido a su
conformacion R-, el R-flurbiprofeno carece de actividad anti-inflamatoria. Flurizan™
fue probado para el tratamiento de pacientes con Enfermedad de Alzheimer leve a
moderada, ya que disminuyen la produccion de AB+.42 (Weggen, Eriksen et al. 2001),
pero no mostré diferencias entre el grupo placebo y el grupo de tratamiento (Green,
Schneider et al. 2009). El uso de dosis inapropiadas, la carencia de potencia o la
necesidad de aplicar estos tratamientos en estadios mas tempranos de la enfermedad

podria explicar el fallo de estos ensayos.

Nuestro grupo, entre otros, ha propuesto y publicado recientemente la
capacidad de los AINEs de actuar como agentes neuroprotectores empleados a bajas
concentraciones. Asi, una bateria de AINEs, como el sulfuro de sulindac,

indometacina, ibuprofeno y R-flurbiprofeno, que carece de actividad anti-inflamatoria,



todos a bajas concentraciones (1 uM), protegieron de la muerte celular inducida por
oligbmeros del péptido amiloide al despolarizar parcialmente la mitocondria,
inhibiendo asi la sobrecarga de Ca? mitocondrial y evitando la liberacion del

citocromo C en cultivos de granos de cerebelo (Sanz-Blasco, Valero et al. 2008).



II. OBJETIVOS






Con los antecedentes descritos en la introduccion, planteamos la siguiente hipotesis

de trabajo:

El envejecimiento neuronal y ciertas enfermedades neurodegenerativas, en
concreto la EA, estan asociados con un aumento de la [Ca?*].: y la alteracion de la
homeostasis del Ca?* de los organulos subcelulares, entre los que se incluye el RE y
la mitocondria. El objetivo general de esta tesis es, por tanto, estudiar la posible
alteraciéon de la homeostasis del Ca2* intracelular con el envejecimiento, y su
implicaciéon en la susceptibilidad a la muerte que ocurre en patologias como la

excitotoxicidad y en la Enfermedad de Alzheimer.

Los objetivos especificos planteados para este trabajo fueron los siguientes:

1. Estudiar el remodelado del Ca? intracelular en neuronas de hipocampo de
rata en cultivo primario a tiempos cortos de cultivo (neuronas consideradas
jovenes) y a tiempos largos de cultivo (neuronas envejecidas en cultivo), con
especial énfasis en la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico y en la

captacion mitocondrial de Ca?*.

2. Estudiar el efecto del tratamiento cronico con oligomeros del péptido amiloide
sobre el remodelado del CaZ intracelular en neuronas de hipocampo

consideradas jovenes y envejecidas en cultivo primario.

3. Estudiar la vulnerabilidad de las neuronas de hipocampo jovenes y
envejecidas a distintos estimulos excitotoxicos (NMDA) o neurodegenerativos
(oligébmeros del péptido amiloide), asi como el papel del remodelado del Ca2

intracelular en la vulnerabilidad y las bases moleculares del mismo.

4, Determinar el posible efecto neuroprotector de diversos AINEs en la muerte
neuronal inducida por el envejecimiento y agentes excitotoxicos y
neurodegenerativos, asi como el papel del Ca?* intracelular en la posible

neuroproteccion.







lll. MATERIAL Y METODOS






A. METODOS EXPERIMENTALES:

1. Cultivos Celulares

1.1. Obtencion de Neuronas de Hipocampo

La neuronas de hipocampo fueron extraidas de ratas Wistar neonatas (0 - 1
dias tras el nacimiento), siguiendo el protocolo de Brewer et al. (Brewer, Torricelli et
al. 1993) y con las modificaciones introducidas por Perez-Otano et al. (Perez-Otano,
Lujan et al. 2006) en condiciones estériles. Las ratas fueron sacrificadas por
decapitacidn, se abrié el craneo y se extrajo el cerebro cuidadosamente con la ayuda
de una espatula. Tras realizar un corte diagonal con el bisturi en cada hemisferio, las
partes seccionadas se transfirieron a una placa de petri con medio HAM'S F12. Bajo
la lupa se eliminaron las meninges y se separ6 el hipocampo de la corteza, con la
ayuda de unas tijeras oculares. El tejido hipocampal se cortd en pequefios fragmentos
(alrededor de 2 x 2 mm) y se transfirié a un tubo eppendorf conteniendo 1,8 ml de una
solucion de papaina previamente filtrada (concentracion final 20u./ml), donde se dejé
incubando durante 30 min a 37 °C para permitir la accién de la enzima, con ligera
agitacion ocasional. A los 15 min de incubacién, se afiadio ADNasa | (concentracion
final 50 ul/ml). Pasados los 30 min, los pedazos del tejido se llevaron a un tubo de 11
ml, donde se lavaron 3 veces con medio Neurobasal. Posteriormente se disociaron
con una pipeta de plastico de 5 ml para obtener una suspensién celular consistente
en una mezcla de neuronas y glias. Las células se centrifugaron a 160 g durante 5
min, se retird el sobrenadante y el pellet se resuspendidé suavemente en 900 pl de
medio Neurobasal suplementado con 100 ul de suero de caballo. Las células se
sembraron a una densidad de 30 x 10 células/pocillo sobre cubreobjetos de cristal de
12 mm de diametro, previamente esterilizados en EtOH y tratados durante 24 h con

poli-D-lisina (1 mg/ml), localizados en placas de 4 pocillos conteniendo 500 pl de
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Neurobasal por pocillo. Se cultivaron en medio Neurobasal suplementado con L-
glutamina (2 mM), gentamicina (1 pg/ml), 2% B27 y 10% FBS; y se mantuvieron en el
cultivode 2 a 21 dias antes de realizar los experimentos, sin cambios posteriores de
medio, en un incubador humidificado a 37° C y 5% CO.. La Figura 30 muestra la
anatomia del cerebro humano y de rata respectivamente. La Figura 31 muestra de

forma esquematizada la obtencién del cultivo.

LOBULO PARIETAL

A LOBULO FRONTAL
: LOBULO OCCIPITAL

CUERPO CALLOSO CEREBELO

AREA AUDITIVA
HIPOCAMPO

Bulbos Olfatorios

B Hemisferios Cerebrales

Glandula Pineal

Cerebelo

Tronco del Encéfalo

Figura 30. Anatomia de los cerebros humano y de rata. A. Corte longitudinal del cerebro
humano, donde se muestran algunas de las principales zonas de éste, incluyendo el
hipocampo entre otros. Modificado de http://www.shockmd.com/2009/06/02/hippocampus-and-
depression/. B. Vista dorsal del cerebro de rata, cuya anatomia es similar al cerebro humano.
Imagen tomada de Synapseweb, Kristen M. Harris.
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Figura 31. Preparacion del cultivo de neuronas de hipocampo. Basado en Kaech y Banker
2006 (Kaech y Banker 2006).

2. Técnicas Inmunocitoquimicas

Los cultivos primarios de hipocampo utilizados en este trabajo estan
compuestos por dos tipos celulares: neuronas y glias. Para poder realizar estudios de
sefial de Ca?* o de viabilidad celular a nivel de célula Unica, es necesario diferenciar
en el cultivo las neuronas de las glias, y estudiar asi los efectos sobre las neuronas
de forma independiente. Empleando técnicas de inmunocitoquimica, podremos

correlacionar el comportamiento de cada célula individual con su naturaleza fenotipica




(Nufiez, Sanchez et al. 1996). La inmunocitoquimica es una técnica de inmunotincion
empleada para la localizacién de moléculas presentes en las células mediante el
empleo de anticuerpos. Esta basada en la capacidad de los anticuerpos de unirse
especificamente al correspondiente antigeno. Estos anticuerpos han sido previamente
conjugados con sustancias que hacen posible su deteccion posterior, como las
sustancias fluorescentes, ferritina, peroxidasa o particulas de oro. Finalmente, las
muestras marcadas por inmunofluorescencia son examinadas bajo un microscopio de

fluorescencia (como es nuestro caso) o un microscopio confocal.

Para identificar los dos tipos celulares se realizd una doble
inmunocitoquimica (Figura 32). Las células fueron fijadas con paraformaldehido
(PFA) al 4% en una solucion de tampdn fosfato (PBS) durante 20 minutos. Tras lavar
las células fijadas con PBS, se trataron con Tritdn x-100 al 0,1% durante 10 minutos.
Después de otro lavado con PBS, las células fueron incubadas con suero de cabra al
20% durante 10 minutos, para suprimir uniones inespecificas del anticuerpo.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 2) preparados en
medio PBS con 10% de suero de cabra y una dilucién 1:300 durante 1 hora. Para
identificar las neuronas se utilizd como anticuerpo primario anti-B-tubulina Il de ratén
(anti-lgG B-tubulina 1ll), que se une a la proteina B-tubulina Ill especifica del
citoesqueleto de neuronas. Para la identificacion de las glias se empled un anticuerpo
de conejo anti-proteina fibrilar &cida (anti-lgG GFAP), proteina que no se expresa en
neuronas. Una vez acabada la incubacién con los anticuerpos primarios, los
cubreobjetos se lavaron de nuevo con PBS, y posteriormente se incubaron durante 45
minutos y en oscuridad con los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratén conjugado
con FITC, que emite fluorescencia verde y anti-lgG de conejo conjugado con Alexa
Fluor 594, que emite fluorescencia roja. Estos también fueron preparados en medio
PBS con 10% de suero de cabra, a una dilucién 1:300. Los nucleos fueron marcados
con DAPI, preparado 1:5000 en PBS con suero de cabra al 10% e incubado durante 5
minutos. Por ultimo, los cubreobjetos se colocaron sobre un portaobjetos con medio
de montaje (50% glicerol en PBS) y se procedié a la captura de imagenes en el

microscopio de fluorescencia.



, Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Dilucién
Célula . . . .
Primario Primario Secundario Secundario
. anti-IgG raton
Neurona B_:;)t:lliig il 1:300 conjugado con 1:300
FITC
anti-lgG conejo
Glia anti-lgG GFAP 1:300 conjugado con 1:300
Alexa Fluor 594

Tabla 2. Anticuerpos y diluciones empleados en la doble inmunocitoquimica.

La Figura 32 muestra un campo representativo de doble inmunocitoquimica
realizada en un cultivo primario mixto de neuronas y glias de hipocampo a 11 dias de

cultivo.
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Figura 32. Doble inmunocitoquimica. Imagen de una doble inmunocitoquimica realizada de
un cultivo primario mixto de hipocampo, donde se aprecian las neuronas, marcadas con 8-
tubulina IIl (verde), las glias, marcadas con GFAP (rojo), y los nucleos tefiidos con DAPI (azul).
La barra representa 10 um.

También hemos empleado técnicas de inmunofluorescencia en la deteccién
de las diferentes subunidades del NMDAR vy para la deteccion del uniportador de
calcio mitocondrial (MCU). Para ello, las neuronas de hipocampo cultivadas durante
diferentes periodos (2, 8, 15 y 21 DIV) fueron fijadas en PFA al 4% en PBS e
incubadas con el correspondiente anticuerpo primario (detallados en la Tabla 3) toda
la noche a 4 °C. Como anticuerpo secundario se emple6 Alexa Fllor 488, con el que

se incubd 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. En todos los casos se realiz6




un experimento control, en ausencia de anticuerpo primario, para descartar la posible
tincion por inespecificidad del anticuerpo secundario. La densidad éptica promedio fue

medida en cada neurona de forma individual utilizando el software Image J.

Subunidad Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Dilucion
Primario Primario Secundario Secundario
NR1 anti-IgG NR1 1:100 (Z[Six'fguif’r”fé%) 1:300
NR2A | ant-lgGNR2A |  1:100 (ﬁgixfgﬁ”féi) 1:300
NR2B | ant-lgGNR2B |  1:100 (:g(';ggu?r”fég) 1:300
MCU | anti-gGMCU 1:200 (:{2;;9302‘;”2%) 1:300

Tabla 3. Anticuerpos y diluciones empleados en la deteccion de las subunidades del
NMDAR y del uniportador de calcio mitocondrial.

3. Medida de la Autofluorescencia

La lipofuscina, conocida como el "pigmento de envejecimiento" es
considerada como un biomarcador valido para la edad de las células tales como las
neuronas. (Gray y Woulfe 2005). Para detectar la autofluorescencia emitida por los
grénulos de lipofuscina, de color pardo-amarillento, las células se lavaron en PBS y la
autofluorescencia emitida se captd en el canal rojo (650 nm) gracias a un microscopio
de fluorescencia (Martin, Trovo et al. 2011). La Figura 33 muestra la
autofluorescencia tomada con el canal rojo de una neurona marcada con anti-IgG -

tubulina Ill conjugado con FITC.
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Figura 33. Imagen representativa de inmunofluorescencia en neuronas fijadas. La
imagen muestra la tincién con anti-IgG B-tubulina Il conjugado con FITC, autofluorescencia de
lipofuscina en rojo, dapi en azul y la imagen combinada de las tres. La barra blanca representa
10 pum.

4. Medida de la Concentracion de Calcio

41. Medida de la Concentracion de Calcio Citosdlico
mediante Imagen de Fluorescencia

La medida de la [Ca®]s a nivel de célula Unica se realizd mediante
microscopia de fluorescencia utilizando el colorante fura-2/AM. Se trata de un
indicador fluorescente para el estudio de la sefial de Ca?* intracelular, procedente de
la molécula de fura-2. Fue desarrollado por el grupo de Tsien a mediados de los afios
80 (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985), y es a su vez un derivado del quelante de Ca?
EGTA, cuyos restos aromaticos le proporcionan las propiedades fluorescentes. El
fura-2 es una molécula muy polar, por lo que es incluido en las células en forma de su
derivado acetoximetil éster (fura-2/AM), capaz de difundir pasivamente a través de las
membranas celulares gracias a su hidrofobicidad. Una vez en el interior de las células
es hidrolizado por esterasas liberando la molécula de fura-2 acido, quedando asi

retenido el fluoréforo en el interior (Figura 34).
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Figura 34. Estructura quimica del fura-2/am, fura-2 acido y el complejo fura-2-Ca?*.
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Figura 35. Espectro de excitacion del fura-2. La gréfica muestra la emisién de fluorescencia
de la molécula de fura-2 a 505 nm cuando es excitado con longitudes de onda entre 300 y 400
nm. Medidas realizadas con Ca?* libre a concentraciones entre 20 nM y 0,1 mM, a 20 °C. Se
observa como el maximo de emisién del complejo fura-2-Ca?* sucede a 340 nm, y el minimo a
380 nm. Al aumentar la [Ca2*]ct aumentara la fluorescencia a 340 nm y disminuira a 380 nm.
Modificado de Grynkiewicz et al., (1985) (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985).

La Figura 35 muestra el espectro de excitaciéon del fura-2 para diferentes
concentraciones de Ca2* (nM). Se representa la intensidad de fluorescencia emitida

por el colorante a 510 nm tras la excitacién con distintas longitudes de onda, de forma



que se puede apreciar cdmo varia la intensidad con la concentracion de Ca?* libre. La
fluorescencia emitida por el fura-2 aumenta con concentraciones crecientes de Ca?* al
excitar el fluoréforo a 340 nm, pero sin embargo disminuye cuando es excitado a 380
nm. Como consecuencia, el registro de emision de fluorescencia a dos longitudes de
onda de excitacion nos permite obtener la [Ca%]., estimada a partir de la relacién
entre las intensidades detectadas al excitar con 340 y 380 nm (cociente o ratio
F340/F380), que es independiente de la cantidad de colorante acumulado dentro de la
célula, del espesor de ésta y de la intensidad de la luz de excitacidn. Otros factores
como la distribucion desigual del colorante o el “photobleaching” también son
minimizados, puesto que afectan a ambas longitudes de onda de la misma forma
(Tsien 1988). Gracias a que el fura-2 presenta una considerable intensidad de
fluorescencia por molécula, es posible utilizarlo en pequefias concentraciones,
evitando problemas de tamponamiento de Ca%* como ocurre con otros indicadores. El
registro obtenido de fluorescencia emitida en tiempo real permite la monitorizacion de

la [Ca?*]t en las células vivas (Grynkiewicz, Poenie et al. 1985).

En ciertos experimentos en que el fura-2 pudiera estar saturado, se utilizé su
derivado de menor afinidad, el fura-4F, en su forma de acetoximetiléster (AM) para

ser permeable a la membrana.

Para las medidas de Ca?* citosdlico, las células sembradas en cubreobjetos
a una densidad de 30 x 103 células/pocillo se cargaron con fura-2/AM o fura-4F/AM 4
puM durante 1 h a temperatura ambiente y oscuridad. La incubacion se realiz6 en
MEC, compuesto por (en mM): NaCl 145, KCl 5, MgCl, 1, CaCl, 1, Glucosa 10;
Hepes/NaOH 10, pH 7.42. Después de la incubacion, los cubreobjetos con las células
se colocaron en la camara de un microscopio invertido (Zeiss Axiovert S100 TV). Las
células fueron constantemente perfundidas con un sistema de perfusion (Warner
Instruments) termostatizado a 37 °C y epi-iluminadas alternativamente con luz
monocromatica de excitacion a 340 y 380 nm gracias a una lampara halégena (Zeiss
X-Cite Series 120) y una rueda de filtros de excitacion sincronizada (Warner

Instruments). La fluorescencia emitida a longitudes de onda superiores a 520 nm fue




recogida a través de un objetivo 40x (Zeiss 40/1.30 oil), y una camara digital

Hamamatsu Orca-ER (Hamamatsu Photonics France) (Figura 36).

Como se mencionaba anteriormente, se trata de un cultivo mixto, donde
estan presentes neuronas y células de la glia. Por tanto, es necesario identificar
ambos tipos para estudiar su respuesta de forma independiente. Las neuronas son
faciimente diferenciables de la glia por transmision en el microscopio: aparecen en
fase brillante, presentan procesos (axones y dendritas) y soma redondeado, y se

encuentran en un plano focal diferente de la capa glial.
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Figura 36. Representacion del equipo de imagen de fluorescencia empleado para los
experimentos de determinacion de la [Ca?].it. (1) Lampara de fluorescencia de excitacion
(linea roja) que atraviesa la rueda de filtros monocromados de excitacion (2). El espejo
dicroico, inclinado 45° respecto del haz incidente (3) desvia la luz hacia la camara
termostatizada con células (5). Las imagenes de fluorescencia emitidas (linea azul) se recogen
a través de un objetivo de inmersion 40x (4) (Nikon, fluor 40/1.30 oil), pasan a través de un
espejo dicroico (6), son filtradas por un filtro de emisién (A = 520 nm) (7) y son capturadas por
una camara de alta sensibilidad de adquisicion de imagenes (8). Finalmente las im&genes son
procesadas en un ordenador.

Los valores de fluorescencia se analizaron utilizando un procesador de

imagenes de Hamamatsu y se analizaron con el programa de andlisis AquaCosmos



2.0 de Hamamatsu. Las imagenes consecutivas obtenidas de las fluorescencias
emitidas a 340 y 380 nm de excitacién (Figura 37) se dividieron pixel a pixel, y los

valores de todos los pixeles en cada regién de interés (ROI) fueron promediados.

340 nm 380nm Ratio F340/F380
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Figura 37. Imagen de Ca?* citosélico mediante microscopia de fluorescencia. Imagenes
tipicas de fluorescencia de neuronas cargadas con fura-2/AM y excitadas a 340 y 380 nm, asi
como el valor del cociente de las F340/F380 codificado en pseudocolor en situacién de reposo
(basal) y tras la estimulacion (estimulo). La escala de pseudocolor bajo las imagenes muestra
el cddigo de colores para el ratio de las fluorescencias de 0 (azul) a 1 (rojo). Obsérvese que la
estimulacién aumenta la fluorescencia excitada a 340 nm y disminuye la emision de
fluorescencia excitada a 380 nm. Las barras blancas representan 10 um.

En los registros de medida de la [Ca?*].ise muestra en el eje de ordenadas el
cociente de fluorescencias (Ratio F340/F380), que es directamente proporcional a la
[Ca?]s. Para el andlisis cuantitativo de la [Ca?*]. se calculd el incremento del Ratio
F340/F380 (representado como ARatio) o el area bajo la curva (representado con las
siglas abc), ambos mediante el software OriginLab. Las curvas fueron definidas como
el periodo entre el que se aprecia un aumento significativo del ratio de fluorescencia y
su vuelta al nivel basal tras un estimulo. En aquellos experimentos en que no todas
las células respondieron al estimulo, se calculd ademas el porcentaje de respuesta.

Para mostrar las diferencias globales entre poblaciones, se calculé un nuevo




parametro de entrada de Ca2?* que comprendiera el area bajo la curva de las células
que presentaban un incremento en la [Ca®]&, y la fraccion de células que
respondieron (Fraccion que responde), para lo que multiplicamos ambos valores

(representado como Ca?* x Fraccion).

4.2. Medida de la Concentracion de Calcio Mitocondrial
mediante Imagen de Bioluminiscencia con Aequorinas
Recombinantes

La monitorizacién de los niveles de la [Ca?*] en organulos intracelulares
requiere sondas de Ca% basadas en proteinas susceptibles de ser dirigidas
especificamente al organulo a estudiar, en este caso la mitocondria. Para ello, hemos

utilizado la proteina aequorina (AEQ) dirigida a la mitocondria.

La AEQ es una fotoproteina procedente de la medusa Aequorea victoria, que
emite luz azul en presencia de Ca?* sin necesidad de ser iluminada, propiedad
conocida como Bioluminiscencia. Por su alta sensibilidad a Ca2* y sus propiedades
bioldgicas, la AEQ ha sido utilizada durante décadas como indicador de la [Ca?'] en
células intactas. Tras el aislamiento y purificacion de la AEQ (Shimomura, Johnson et
al. 1962) y su microinyeccidn en células vivas como indicador de las sefiales de Ca%
intracelulares (Ridgway y Ashley 1967, Blinks, Rudel et al. 1978, Cobbold 1980), las
técnicas de ingenieria genética han posibilitado construir vectores que permiten su
direccionamiento hacia diferentes compartimentos subcelulares, incluyendo la
mitocondria (Rizzuto, Simpson et al. 1992), nucleo (Brini, Murgia et al. 1993), reticulo
endoplasmico (Montero, Brini et al. 1995, Badminton, Campbell et al. 1996) y citosol

(Badminton, Campbell et al. 1996), para monitorizar la homeostasis del Ca2* en ellos.

La AEQ es un complejo formado por apoaequorina, celenterazina y oxigeno
molecular. La luz emitida por la AEQ tiene lugar una vez reconstituida la proteina a su

forma activa. Durante la reconstitucion, la apoaequorina, expresada en las células, se



une a su cofactor, la celenterazina. Esta es una molécula muy lipofilica, por lo que es
capaz de atravesar las membranas celulares con facilidad (Blinks, Prendergast et al.
1976). La AEQ presenta tres dominios de unién a CaZ* (Shimomura, Johnson et al.
1962, Shimomura 1995), de forma que cuando el Ca?* se une, el oxigeno molecular
es liberado, y la celenterazina es oxidada a celenteramida, lo cual resulta en la
emision de luz azul (465 nm) (Figura 38). Una vez oxidada la celenterazina a

celenteramida, la unién de la apoaequorina a una nueva molécula de celenterazina es

muy lenta, por lo que el proceso puede considerarse esencialmente irreversible.

Apoequorina Celenterazina Apoequorina Celenteramida

Figura 38. Proceso de bioluminiscencia de la aequorina. La aequorina es un complejo
formado por una apoproteina de 21,4 kDa, oxigeno molecular y celenterazina (luciferina que
actua de grupo prostético). Cuando la aequorina es activada por el Ca2* sufre un cambio
conformacional, y la celenterazina es oxidada a celenteramida. La aequorina libera entonces la
celenteramida, la cual se encuentra en un estado excitado. Esta retorna al estado basal
emitiendo luz azul a 465 nm.

Es por ello que la cantidad de proteina disponible para la medida de Ca?*
disminuye progresivamente a lo largo de cada experimento, siendo la velocidad de
consumo relativa proporcional a la [Ca?*] en el entorno, en nuestro caso, en la

mitocondria.

Con la AEQ nativa se miden concentraciones de Ca2?* comprendidas entre
0,1y 10 uM (Blinks, Rudel et al. 1978). Pero en entornos con altas concentraciones
de Ca?, la velocidad de consumo de la AEQ nativa es tan alta que ésta se agotaria
en pocos segundos, por lo que su uso en estos dominios seria poco practica. Para

poder medir los niveles de Ca? del orden de cientos de UM esperados en las



mitocondrias (Montero, Alonso et al. 2000) es necesario reducir la afinidad por Ca2
de la AEQ al menos dos 6rdenes de magnitud. Para ello, se utiliza una AEQ mutante
de baja afinidad por el Caz* (mutAEQ) en la que el residuo aspartico en posicion 119
esta sustituido por alanina (Asp119-Ala). La mutacion modifica uno de los dominios de
union a Ca? de la proteina, reduciendo la afinidad un orden de magnitud (Kendall,
Sala-Newby et al. 1992). Es decir, con esta mutAEQ se puede ampliar el rango de
medida hasta 100 uM de [Ca?*] (Montero, Brini et al. 1995). En segundo lugar, se
emplea la celenterazina n, un derivado semi-sintético que sustituye a la celenterazina
nativa (wt), reduciendo asi la velocidad de emisién de luminiscencia (Shimomura,
Kishi et al. 1993), y ampliando el rango de medida al nivel del mM (Alvarez y Montero
2002). Debido a que cada molécula de AEQ emite un Unico fotdn cuando se une el
Ca?, la bioluminiscencia observada puede que no tenga la suficiente intensidad para
ser detectada. El desarrollo de camaras ultrasensibles para la monitorizacién de Ca?
subcelular ha permitido la monitorizacién a nivel de célula Unica, eliminando este

obstaculo.

En los experimentos de medida de la [Ca?]. donde el incremento de la
[Ca%]mt es mucho menor (liberacion de Ca% de los depdsitos), se empled la
celenterazina h, de alta afinidad por Ca#, cuya intensidad relativa puede ser 10 6 20
veces la de la apoaequorina reconstituida con celenterazina wt, y pudiendo asi medir

pequefios cambios en la concentracion de Ca?* (Shimomura, Musicki et al. 1993).

Para transformar los datos de luminiscencia en [Ca?].i, es necesario
conocer la cantidad total de luminiscencia emitida por la AEQ en cada experimento.
Por ello, al final de cada experimento las células fueron perfundidas con digitonina
100 uM, detergente que permeabiliza la membrana plasmatica, en presencia de una
soluciéon con exceso de Ca% (Caz 10 mM), lo cual permite liberar toda la
luminiscencia residual de la AEQ. Posteriormente, un programa informatico substrae
el fondo de los valores de luminiscencia en cada punto. El método empleado, descrito
por Brini y col. en 1995 (Brini, Marsault et al. 1995) est4 basado en la relacion
existente entre la [Ca?*] y la proporcién de luz (L) medida en cuentas por segundo

(cps) registradas en un momento dado del experimento menos el fondo, frente a las



que se registrarian si toda la AEQ de la célula se expusiera de repente a una [Ca?]
saturante (Lmax). Para transformar los valores del cociente LiLmsx en valores de [Ca?*]

se utilizé el siguiente algoritmo matematico:

[CaZ*] (M) = [(L/Lmax A) " + (L/Lmax A) " Ktr-1]/ [Kr = (L/Lmax A) "0 KR];
donde,

e A esla constante de velocidad de consumo de AEQ a la [Ca#] saturante.

o Kir, es la proporcion de sitios en estado T frente al estado R. Cada uno de
los sitios de union al Ca2* de la AEQ puede encontrarse en estados T o R. La
emision de bioluminiscencia se produce cuando todos los sitios de unién se
hallan en estado R, al cual se une el CaZ.

e KR, es la constante de asociacién a Ca?*.

e n, es el nimero de sitios de union a Ca2*.

Tanto este algoritmo como los parametros (K, Kgr, n y A) derivan de un
modelo matematico propuesto originalmente para explicar, desde un punto de vista
molecular, la dependencia de la luminiscencia de la AEQ respecto de la [Ca?!],
aunque se puede utilizar como una simple transformaciéon matematica independiente
del modelo (Allen, Blinks et al. 1977).

Para los experimentos de imagen de bioluminiscencia, las neuronas de
hipocampo fueron transfectadas con el plasmido que contiene la AEQ nativa o la
mutada de baja afinidad por Ca?*. Esta lleva unida la proteina fluorescente verde GFP
(del inglés green fluorescent protein) (mutGAmit) (Rogers, Stinnakre et al. 2005)
obtenida también de la Aequorea victoria. Gracias a ésta, las células transfectadas
con la sonda son identificadas en el microscopio por fluorescencia, permitiéndonos
elegir un campo adecuado en el que realizar el experimento. Ademas, el plasmido con
la GFP unido a la aequorina le proporciona una mayor estabilidad y facilita la imagen

de bioluminiscencia al aumentar la cantidad de fotones emitidos.
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Figura 39. Esquema del equipo de imagen de bioluminiscencia para monitorizar Ca?*
subcelular (mitocondrial). El sistema consiste en un microscopio invertido al que se acopla
una plataforma termostatizada para las células (1), equipado con un objetivo de inmersién en
aceite Zeiss 40x/1.30 oil (2). La luz proveniente de las células transfectadas con AEQ pasa a
través de distintos elementos 6pticos: un analizador (3) y una lente de tubo (4). La luz pasa
directamente a través de un puerto trasero por un adaptador sin lente (5) y un intensificador
(6). Una vez que ha sido amplificada la luz es capturada en una camara de video (7). La sefial
va entonces a través del procesador de imagen (8) y de un monitor RGB (9), para ser
procesada finalmente en un ordenador (10). EI microscopio debe estar bien aislado de la luz
por una caja opaca (11). Las soluciones estan en un bafio a 37 °C (12), y pasan a través de
tubos de silicona (13), controlados por un sistema de valvulas de Warner (14). Todos los tubos
convergen en un colector (15) a un Unico tubo de silicona que pasa a través de un
intercambiador de calor lineal de Warner a 37 °C (16) antes de alcanzar la camara
termostatizada (1). El medio es absorbido por otro tubo (17) unido a la plataforma y adaptado
a una bomba de vacio (18) acoplada a una botella de deshechos (19). El sistema puede estar
equipado por una fuente de excitacién y una rueda de filtros para capturar imagen de
fluorescencia.

Las células transfectadas fueron incubadas durante 2 h en medio estandar
MEC suplementado con celenterazina nativa, h o n 4 uM, en oscuridad y a
temperatura ambiente. Una vez reconstituida la fotoproteina, los cubreobjetos con las

células se colocaron en la camara termostatizada a 37 °C de un microscopio invertido



(Zeiss Axiovert S100 TV). Utilizamos dos modelos celulares diferentes, células
intactas o permeabilizadas con digitonina. En el primero, las células fueron
perfundidas de forma continua con medio estandar MEC precalentado a 37 °C
(Warner Instruments) en presencia de los estimulos correspondientes. La velocidad
de flujo de las soluciones de perfusidn fue aproximadamente de 4 mi/min, siendo el
tiempo necesario para el recambio del medio en la cdmara de perfusion unos pocos

segundos.

En los experimentos con células permeabilizadas, la perfusion se realiz6 en
un medio cuya composicién simula a la intracelular (MIC), aplicando primero
digitonina 50 uM para la permeabilizacién de la membrana mitocondrial durante 1
min. A continuacion, las células se perfundieron con este mismo medio conteniendo
200 nM Ca?, en ausencia o presencia de AINEs durante 5 - 7 minutos. Seguidamente
se perfundi6 con 10 uM Ca?t libre en MIC, en ausencia o presencia del
correspondiente AINE. Los medios con bajas concentraciones en CaZ* se prepararon
con distintas concentraciones de CaCl, y los tampones de Ca? H-EDTA y tris-EGTA
de acuerdo al programa informatico MaxQuelator (Chris Patton, Universidad de
Stanford).

Bioluminiscencia

Figura 40. Medida de la [Ca%*]mit por imagen de bioluminiscencia. Célula transfectada con
mitGAmut (imagen de fluorescencia) (izquierda) y fotones emitidos como consecuencia de la
union del Ca2* a la AEQ (imagen de bioluminiscencia) (derecha).

Todos los experimentos finalizaron con la perfusion de digitonina 100 uM en

MEC con 10 mM de Ca2* con el fin de consumir la AEQ restante y liberar los fotones




remanentes. Las imagenes de bioluminiscencia se capturaron con una camara
contadora de fotones Hamamatsu VIM acoplada a un procesador de imagen Argus-
20, y se integraron en periodos de 10 segundos. Los fotones emitidos por cada célula
en cada imagen fueron cuantificados utilizando el software Aquacosmos 2.6 de
Hamamatsu (Figura 39). Los datos se cuantificaron como porcentaje de emisién de
fotoluminiscencia entre las cps y se dividieron por el periodo de integracion (L/Lrota
en s'). Las emisiones fotdnicas se convirtieron en valores de [Ca?*]ni de la forma
descrita anteriormente (Montero, Alonso et al. 2000, Villalobos, Caballero et al. 2012).
Una imagen de fluorescencia fue tomada antes de cada experimento (Figura 40).
Otros detalles han sido descritos previamente (Villalobos, Nadal et al. 2005, Nuriez,
Senovilla et al. 2007).

4.2.1. Amplificacién del Plasmido y Transfecciones Transitorias

Los plasmidos mitGA y mitGAmut se amplificaron mediante la transformacion
de bacterias competentes de E. coli. Este plasmido contiene un gen de resistencia a
ampicilina, que permite seleccionar Unicamente las bacterias transformadas gracias a
la adicion de ampicilina al medio de cultivo. Tras la amplificacion, se procedié a la
extraccion y purificacion de ADN plasmidico empleando un sistema de columnas de
intercambio ionico (kit comercial MaxiPrep de Qiagen), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Las neuronas de hipocampo fueron transfectadas mediante liposomas,
gracias al reactivo Lipofectamine® 2000, de forma que el ADN plasmidico complejado
a lipidos se expreso en las células. La lipotransfeccion se realizé tratando las
neuronas, sembradas en cubreobjetos a una densidad de 30 x 103 células/pocillo, con
2,5 pl de lipofectamina y 4 pug de ADN por cada pocillo, en medio Neurobasal sin
suero ni aditivos durante 30 minutos. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron con
medio Neurobasal fresco y se devolvieron al medio Neurobasal original. Los

experimentos se realizaron a las 24 h de la transfeccién.



5. Estudio del Potencial Mitocondrial

El potencial mitocondrial en células intactas fue monitorizado por imagen de
fluorescencia en células cargadas con la sonda fluorescente TMRM (éster metilico de
la tetrametilrodamina). Esta sonda posee carga positiva y su solubilidad lipofilica le
permite acumularse en las mitocondrias gracias al potencial negativo de éstas con
respecto al citosol (Nufiez, Valero et al. 2006, Valero, Senovilla et al. 2008). Cuando
se produce una despolarizacion mitocondrial se produce la salida del colorante de las
mitocondrias y, por tanto, la disminucion de la fluorescencia de la sonda acumulada

en ellas.

Para las medidas, las células se incubaron con TMRM (10 nM) durante 30
min a temperatura ambiente, tras los cuales el cubreobjetos con las células se colocd
en la camara de perfusion de un microscopio invertido Zeiss Axiovert S100 TV. Las
neuronas fueron perfundidas continuamente con MEC precalentado a 37 °C. Las
imégenes de fluorescencia se capturaron a intervalos de 10 s con una videocamara
Hamamatsu Orca-ER. Los experimentos finalizaron con la adicion del desacoplante
mitocondrial FCCP (10 uM), concentraciéon que lleva al colapso del AY (Valero,
Senovilla et al. 2008), midiendo asi la fluorescencia restante tras el colapso total del
potencial mitocondrial. Este valor fue sustraido de los valores de fluorescencia, y
éstos expresados como porcentaje de fluorescencia respecto a la emitida antes de la

adicion de la solucion test.




6. Medida de la Apoptosis Celular

6.1. Medida de la Apoptosis por Tincion con Anexina V

La apoptosis es una forma de muerte celular activa, por la cual en la célula
se activan cascadas de sefializacién que finalmente llevan a la muerte. Una forma de
detectar la apoptosis celular es por los cambios en la distribucion de las proteinas de
membrana, glicoproteinas y fosfolipidos durante ésta. Un cambio particular es la
distribucién de la fosfatidilserina (PS). En células viables, la capa interna de la
membrana plasmatica contiene fosfolipidos aniénicos, y la externa lipidos neutros. La
distribucién de PS es asimétrica, y se encuentra principalmente en la cara interna. Sin
embargo, durante la apoptosis, la distribucidén de lipidos aniénicos varia y la PS se
localiza principalmente en la cara externa de la membrana. La anexina V es una
proteina que se une a fosfolipidos de una forma dependiente de Ca?, con alta
afinidad por la PS y que por tanto puede ser Uil para detectar la PS externalizada y
por consiguiente las células que han entrado en apoptosis. La anexina V se utiliza

conjugada con fluorocromos, como por ejemplo fluoresceina (Figura 41).
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Figura 41. Esquema del método anexina V para monitorizar la apoptosis. La anexina V
(bolas de color verde), que se utiliza conjugada a fluorocromos, es una proteina dependiente
de Ca?* con alta afinidad por la fosfatidilserina, fosfolipido que se externaliza en la membrana
de las células apoptéticas.



Para las medidas de apoptosis, las neuronas de hipocampo, sembradas en
cristales de 12 mm de didmetro a una densidad de 30 x 10° células/cristal, se
incubaron a 37 °C y al 5 % CO; durante los dias de cultivo correspondientes. Una vez
llegado el dia de cultivo deseado, los cristales con las neuronas sembradas se
pasaron a una placa Nunc nueva con medio MEC o medio libre de Mg?* (Mg0), segun
correspondiera. Una vez lavados, se incubaron con el tratamiento oportuno (NMDA,
AB14g, etc.) durante 1 h. Posteriormente los cristales fueron devueltos al medio
Neurobasal original y se mantuvieron en el incubador durante 24 horas a 37 °Cy 5 %
CO.. En otros casos, el tratamiento se afiadié directamente al Neurobasal original,
donde se dejd 24 h. Pasadas las 24 h, las células se lavaron tres veces con tampén
Hepes para eliminar los restos de medio Neurobasal y se incubaron con la solucién
de anexina V en medio tampdn Hepes (1:20) durante 10 minutos en oscuridad.
Finalmente se capturaron imagenes de transmision y fluorescencia utilizando un
microscopio Nikon Eclipse TS100. Para calcular el porcentaje de células en apoptosis
se contd el numero de células positivas a anexina V (células marcadas en verde), se
dividié por el nimero de células totales en el campo y se multiplicé por 100. Por cada
cristal se contaron un minimo de cuatro campos tomados al azar; utilizando un
minimo de tres cubreobjetos por cada condicion, de forma que se analizaron entre

500 y 2000 células por cada tratamiento.
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Figura 42. Medida de la apoptosis mediante tincion por anexina V. Microfotografias
representativas de las neuronas del hipocampo en transmisién y en apoptosis detectada por
fluorescencia de anexina V-FITC. La barra representa 10 um.




6.2. Medida de la Apoptosis por Liberacion del Cit C

Cuando se activa la apoptosis, se puede producir la apertura del PTPm, de
forma que desde la mitocondria se liberan al citosol proteinas proapoptéticas, como el
citocromo C, por lo que estudiar la liberacion del citocromo C sera una forma de
comprobar si las células han entrado en apoptosis. Para analizar la liberacion del cit
C, se realizo una inmunocitoquimica frente a esta molécula. Neuronas de hipocampo
mantenidas durante diferentes dias en cultivo fueron tratadas durante 1 h con el
medio control (medio libre de magnesio) o con NMDA 100 pM. A las 24 h del
tratamiento, las células se fijaron con PFA 4% y la localizacién del citocromo C se
evalud por inmunofluorescencia. El anticuerpo primario anti-citocromo C (ratén)
(1:300) se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario
contra IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor 488 (1:300) se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente y en oscuridad. Por ultimo se marcaron las células con DAPI

(1:5000) y las muestras se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia.

Transmision CitC dapi Combinada

Figura 43. Medida de la apoptosis mediante inmunocitoquimica frente al citocromo C.
Fotografias representativas de neuronas del hipocampo en transmision y en apoptosis
detectada por inmunofluorescencia frente al citocromo C. En azul se representa el nucleo,
marcado con dapi. La barra blanca representa 10 um.



7.Estudio de la Apertura del Poro de Transicion de
Permeabilidad Mitocondrial (PTPm)

La apertura del PTPm se estudio con el método de la calceina/cobalto
(Petronilli, Miotto et al. 1998), mediante la medida de la fluorescencia emitida por
células previamente incubadas con calceina en su forma éster (calceina/AM). La
calceina/AM es un compuesto lipofilico que difunde pasivamente a las células y se
acumula en los compartimentos citosdlicos, incluyendo la mitocondria. Una vez dentro
de las células, las esterasas intracelulares actlian sobre los ésteres de acetoximetilo,
permitiendo la liberacién de calceina, agente fluorescente de elevada polaridad,
incapaz de atravesar las membranas citoplasmaticas o mitocondriales. Si se afiade
CoCly, que si atraviesa la membrana plasmatica pero no la MMI, la fluorescencia que
emite la calceina en el citosol es apagada, mientras que la fluorescencia emitida en la
mitocondria se mantiene. Cuando se activa el PTPm, la calceina de las mitocondrias
sale al exterior, produciéndose la pérdida de la fluorescencia emitida por la calceina
acumulada en la mitocondria. De este modo, es posible monitorizar la apertura del

PTPm mediante microscopia de fluorescencia (Figura 44).

Para su medida, las células se cargaron con calceina/AM 1 uM y CoCl. 1
mM durante 30 min a 37 °C. Tras ello, se monitorizo la emision de fluorescencia
utilizando el juego de filtros de fluoresceina del microscopio mientras las células
fueron perfundidas con MEC a 37°C o con el correspondiente estimulo. La
fluorescencia en las regiones sin células (fondo) fue restada y los registros de las
células individuales fueron normalizados respecto a su valor antes de la adicion del

estimulo.
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Figura 44. Esquema del método calceina/cobalto para medir la apertura PTPm. La
calceina (bolas de color verde) difunde a las células y se acumula en el citosol y las
mitocondrias. Si se afiade Co?* (cuadrados negros) la fluorescencia que la calceina emite en el
citosol queda apagada, mientras que la fluorescencia emitida por la calceina mitocondrial se
mantiene, ya que el Co%"no es capaz de atravesar le membrana mitocondrial. Si el PTPm se
abre se producira una disminucién de la fluorescencia asociada a las mitocondrias. En
presencia de bloqueantes de la apertura del PTPm como CsA se mantendra la fluorescencia
en la mitocondria.

8. Preparacion de los Oligobmeros del Péptido
Amiloide AB1.42

La preparacion del péptido amiloide requiere un protocolo complejo y
especifico. En este trabajo, los oligémeros se prepararon utilizando un nuevo método
puesto a punto anteriormente en nuestro laboratorio (Caballero, Calvo-Rodriguez et
al. enviado), basado en los protocolos previamente descritos por Klein (Klein 2002),
Fa, Orozco et al. (Fa, Orozco et al. 2010), Itkin, Dupres et al. (ltkin, Dupres et al.

2011) y Wisniewski, Hwang et al. (Wisniewski, Hwang et al. 2011).



30" temperatura ambiente
L/ + 222 pl HFIP enfriado en hielo

5

& ¢ - tubos de propileno
'gr ﬁ = no siliconados

74 pl 74 pl 74 pl

2 h temperatura ambiente

l Speed Vac 10° temperatura ambiente (menos de 25 °C)

/ ‘/ / +14.62 yl DMSO

| AB5mM

Resuspension del Ap

Sonicar 107

o

Alicuotar x9

@ Mantener a -20 °C

‘/ 98 4 pl MEM suplementado

{24 h a7 oc
Oligémeros de AB,,, a 80 pM

Oligomerizaciéon

Figura 45. Protocolo de resuspension y oligomerizacion del péptido amiloide AB1.s2.

El AB1.42 liofilizado comercial (1 mg), almacenado a -20 °C, se mantuvo 30
min a temperatura ambiente, tras lo que se disolvié a una concentracién de 1 mM en
acido hexafluoroisopropanoico (HFIP), para lo que se afiadieron 222 pl de HFIP al
tubo original, arrastrando cuidadosamente por las paredes para recoger todo el AB1.42
liofilizado. Esta suspension se repartié en tres tubos de microcentrifuga no
siliconados, afiadiendo 74 ul por vial. Seguidamente, se dejé el tubo cerrado y sellado

con parafilm durante 2 horas para permitir la completa solucién del péptido ABi..




Para conseguir la evaporacion del acido, pasadas las 2 h el tubo se llevé a una
centrifuga de vacio (SpeedVac SPD111V), donde se dej6 15 minutos, hasta ver una
pelicula transparente en el fondo del vial. Posteriormente, el péptido se resuspendi6
en DMSO seco a una concentracién de 5 mM (14,62 ul de DMSO por tubo) vy la
solucién se llevd a un bafio de ultrasonidos durante 10 min. La solucion 5 mM se
alicuoté en nuevos viales no siliconados en 1,6 ul, que se almacenaron a -20 °C. El
dia antes de su uso, se procedi6 a su oligomerizacién. Para ello, el péptido disuelto
en DMSO se diluyé en 98,4 ul de medio MEM (suplementado con Fe?, Zn?*, Cu2
empleados a 0,5; 0,5 y 0,0013 mg/l concentracion final respectivamente) para obtener
una concentracion 80 uM. De nuevo, la solucidn se tratd en el ultrasonidos durante 10
minutos y se incub6 durante 24 h a 37°C. Los oligbmeros se emplearon a una
concentracion tedrica de 1 - 2 uM. Sin embargo, por estudios previos realizados en
nuestro laboratorio se estimé que la concentracion real de los oligdmeros de AB1.42
empleada es del orden de alrededor de cuatro veces menor (Sanz-Blasco, Valero et
al. 2008).

9. Analisis Estadistico de los Datos

Todos los datos mostrados proceden de al menos tres experimentos
independientes. Los resultados se muestran como la media + error estandar de la
media (EEM). Cuando se han comparado dos medias se ha utilizado la t de Student
para muestras pareadas o no pareadas, segun correspondiese. Para la comparacion
de datos incluidos en dos o mas grupos se ha empleado el anélisis de la varianza

ANOVA de dos vias. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.



B. TAMPONES Y SOLUCIONES:

1. Medios para Cultivos Celulares y Disgregacion de
Tejidos

Medio HANK'S:
HBSS
0,6% BSA

Medio Nutriente HAM'S DMEM F-12 (pH 7,42):
Dulbecco's Modified Eagle's Medium en polvo 4500 mg/| de glucosa
25 mM HEPES
4 mM NaHCO;

Medio Neurobasal:

Neurobasal
Gentamicina 1 pg/ml
L-glutamina 2 mM
2% B27

10% FBS

Tampén Fosfato Salino (PBS) (pH 7.4):
NaCl 136 mM
KCl 2,7 mM
Na;HPO4 8 mM
KH,PO4 1,5 mM




2. Medios Microscopio

Medio Externo Completo (MEC) (pH 7,42):

NaCl 145 mM
KCl 5 mM
MgCl2 1 mM
HEPES 10 mM
CaClz1 mM
Glucosa 10 mM

Medio Interno Celular (MIC) (pH 7,2):
KCl 130 mM
NaCl 5 mM
MgCl, 2 mM
KH2PO4 2 mM
Succinato sédico 5 mM
HEPES/KOH 20 mM
ATP 1 mM
EGTA1mM

Medio Sin Magnesio (Mg 0) (pH 7,42):
NaCl 146 mM
KCl 5 mM
HEPES 10 mM
Glucosa 10 mM
CaCl, 1 mM

Medio Alto K* (145 mM) (pH 7.42):
KCl 145 mM
MgCl, 1 mM




HEPES 10 mM
CaCl,1 mM
Glucosa 10 mM

Medio Libre de Calcio (0 Ca) (pH 7,42):
NaCl 145 mM
KCl 5 mM
MgCl2 1 mM
HEPES 10 mM
EGTA0,5mM

Glucosa 10 mM

Medio Calcio Nominal (pH 7,42):
NaCl 145 mM
KCl 5 mM
MgCl2 1 mM
HEPES 10 mM

Glucosa 10 mM

3. Medios para la Medida de la Apoptosis

Tampén Hepes de Unién de la Anexina V (pH 7,42):
NaCl 140 mM
HEPES 10 mM
CaCl,2,5 mM




C. MATERIALES Y REACTIVOS:

Bachem AG (Bubendorf, Suiza):
[ Péptido A[31.42

Biotium (Hayward, CA, EEUU):

e (Coelenterazina n

BD (Madrid, Espana):
e AnexinaV

e Poly-D-lisina

Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Ml, EEUU):
e |buprofeno
e Indometacina
e  R-Flurbiprofeno
e Salicilato

e Sulfuro de Sulindac

Covance (Princeton, NJ, EEUU):

e Anticuerpo primario monoclonal de ratén anti -tubulina Il

Gibco (Barcelona, Espaiia):
e Gentamicina
e Medio HBSS
e Medio MEM
e Medio Neurobasal
e L-Glutamina
e Suero de caballo (HS)
e Suplemento B27



Invitrogen Corporation (Carlshad, CA, EEUU):

Calceina/AM
Coelenterazina h y wt
Fura-2/AM
Fura-4F/AM
Lipofectamina® 2000
TMRM

Molecular Probes (Eugene, OR, EEUU):

Anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado Alexa Fluor
488

Anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con Alexa
Fluor 594

Lonza (Barcelona, Espaiia):

Suero fetal bovino (FBS)

Merk (Madrid, Espana):

Acido hidroxietiletilendiaminotriacético (H-EDTA)
Acido etilenglicol-bis-(2-aminoetileter)-N,N,N",N"-tetra-acético
(EGTA)

CaCl;

Dimetilsulféxido (DMSO)

KCl

KH,PO,4

HCI

Metanol

MgCl,

NaCl

NaOH




e Tris HCI
e Triton X-100

Millipore Corp. (Bedford, MA, EEUU):
e Anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-NR1
¢ Anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-NR2A
¢ Anticuerpo primario monoclonal de conejo anti-NR2B
o Filtros estériles PVDF de 0,22 um

Nunc Labclinics (Barcelona, Espaiia):
o Placas cultivo 4 pocillos

e Placas Petri

Sigma-Aldrich Co. (Madrid, Espaia):
o 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
e Acetilcolina
¢ Anticuerpo secundario anti IgG de ratén conjugado con FITC
e Anticuerpo primario policlonal de conejo anti-GFAP
e Anticuerpo primario policlonal de conejo anti-MCU
e ADNasal
e Albumina de suero bovino libre de acidos grasos (BSA)
e Cafeina
e carbonil cianida para-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP)
o CoCl,

e Digitonina
e Glicina
e HEPES
e MK-801

e N-metil-D-aspartato (NMDA)
e Paraformaldehido (PFA)



e Succinato Sddico

Worthington (Lakewood, NJ, EEUU):
e Papaina 37,1 u/mgP

D. PLASMIDOS y ANIMALES:

Los plasmidos que codifican para la aequorina salvaje (GFP-mitAEQ) v la
aequorina de baja afinidad por Ca%* (GFP-mitAEQmut) fueron amablemente donados

por el Dr. Philip Brulet (Instituto Pasteur, Gif-sur-Yvette, Paris).

Las ratas Wistar procedian del animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid.







IV. RESULTADOS






1. Cultivo a Largo Plazo de Neuronas Hipocampales
como Modelo de Envejecimiento

En muchas de las enfermedades neurodegenerativas conocidas en la
actualidad, el envejecimiento supone uno de los principales factores de riesgo. Por su
parte, el hipocampo es una regidn anatémica critica para ciertos tipos de aprendizaje
y memoria vulnerables a los efectos del envejecimiento normal. Aun siendo
conscientes de que un modelo in vitro puede no ajustarse adecuadamente a un
envejecimiento in vivo, diversos autores han mostrado anteriormente que el cultivo a
largo plazo de neuronas de hipocampo extraidas de ratas neonatas puede ser
considerado, al menos parcialmente, como un modelo para estudiar diferentes
aspectos relacionados con el envejecimiento neuronal. Por ello decidimos emplear en
nuestro trabajo neuronas de hipocampo tomadas de ratas neonatas que hemos

dejado envejecer en el cultivo.

Anteriormente ya se ha descrito que las neuronas primarias en cultivo sufren
cambios morfologicos a medida que envejecen in vitro (Banker y Cowan 1977). La
Figura 46 muestra imagenes de transmision de campos representativos de neuronas
de hipocampo a medida que aumenta el tiempo de cultivo. Se puede observar cémo
al aumentar los dias in vitro (DIV) los cuerpos neuronales se agrandan y las neuritas

acaban formando extensas redes.

2 DIV 8 DIV >13 DIV
. . T A TS A e
) - 3 M \.__. o C (// w '!f‘_\ !.l’{' 5
’ RN e W A e A4 4
D oy 20T \\ WA ey A f Tl
x“,‘ / _ o /‘ L ‘, T 2 "," .,::“. ‘5} 7 A -:. : -. S __- 7 s M4
- { i o\ \ Mok % . @) 3
i, N TR A 8- TN
4}H ST — e N —“

Figura 46. Cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata. Miniaturas representativas
de neuronas a medida que crecen y se desarrollan en cultivo. Las barras representan 10 pum.




Para confirmar que las neuronas de hipocampo extraidas de ratas neonatas
muestran signos de envejecimiento en cultivo, decidimos evaluar la autofluorescencia
debida a los depositos de lipofuscina (conocida como el "pigmento de la edad") (Gray
y Woulfe 2005) en las neuronas a diferentes DIV, dado que, como sabemos, estos
cumulos aparecen con el envejecimiento. La Figura 47 muestra como estos granulos
auto-fluorescentes sélo se observaron en las neuronas de mayor DIV,

considerandolas por tanto como envejecidas (>13 DIV).

2 DIV >13 DIV

Lipofusc Transm

Figura 47. Los granulos de lipofuscina sélo aparecen en las neuronas envejecidas.
Campos representativos de transmisién (arriba) y auto-fluorescencia (grénulos fluorescentes
de lipofuscina (abajo)) en neuronas de hipocampo a diferentes DIV. Los depésitos auto-
fluorescentes de lipofuscina sélo se observan en las neuronas envejecidas (>13 DIV). Las
barras representan 10 um.

Otro de los pardmetros que cambia a medida que las neuronas envejecen es
el valor de la [Ca?*].t en reposo (Hajieva, Kuhimann et al. 2009). El nivel de [CaZ*]
fue medido por imagen de fluorescencia utilizando la sonda de Ca?* fura-2/AM, y se
expres6 como valor del Ratio F340/F380. Tomando el valor mas bajo del Ratio
F340/F380 en el registro de Ca?* de cada célula a diferentes DIV, se observo como la
[Ca%]qt basal en las neuronas de hipocampo aumentd de forma continuada a medida
que éstas envejecian (Figura 48). En la Figura 49 A se muestran registros

representativos.
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Figura 48. El Ca?* basal aumenta a medida que las neuronas envejecen en cultivo. A.
Imégenes representativas de transmision (izquierda) y el cociente de fluorescencia en reposo
(derecha) de neuronas de hipocampo de diferentes DIV. La escala de pseudocolor se muestra
a la derecha (valores de Ratio de 0 (azul) - 1(rojo)). Las barras blancas representan 10 um. B.
Las barras representan los valores basales de la [Ca?*]cit (Ratio F340/F380) en reposo para las
neuronas a diferentes DIV (media + EEM, n=53, 39, 30 y 21 células de 3, 3, 6 y 5
experimentos independientes; *p<0,05 comparado con 2 DIV; #p<0,05 comparado con 8 DIV).

Otra de las propiedades que apreciamos que varia con el envejecimiento de
los cultivos es la aparicién de oscilaciones sincrénicas y espontaneas de la [Ca?*]t.
Estas tienen un importante papel en diferentes procesos, tanto fisiologicos como
patolégicos (Traub y Wong 1982) y son resultado de la sincronizacién de la actividad
sindptica de un circuito neuronal formado in vitro (Leinekugel, Medina et al. 1997). Las
oscilaciones sincronicas no aparecen de forma aleatoria, sino que a 2 DIV son
inexistentes, se manifiestan alrededor de 8 DIV y su ocurrencia disminuye
progresivamente con el envejecimiento del cultivo (Figura 49). Para cuantificar estas

oscilaciones se ha utilizado un parametro denominado indice de Oscilaciones (10), el



cual es simplemente una medida de la longitud del trazado por unidad de tiempo, y
recoge tanto la frecuencia como la amplitud de las oscilaciones (Nufiez, Sanchez et

al. 1996). La Figura 49 A muestra ejemplos representativos.
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Figura 49. indice de Oscilaciones en neuronas de hipocampo cultivadas durante
diferentes dias. El indice de oscilaciones fue calculado sobre los registros de [Ca?]ct de
neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21 DIV previo a cualquier
estimulacion. Se aprecia como el 10 alcanza su maximo a 8 DIV. A. Los trazos muestran
ejemplos representativos en células individuales de registros de Caz* en células a diferentes
DIV. B. Las barras representan el valor medio (media + EEM) del indice de oscilaciones
calculado de 24 - 115 neuronas individuales procedentes de 4 - 12 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con 2 DIV; #p<0,05 comparado con 8 DIV.



Como se ha descrito en la introduccién, el potencial de membrana de la
mitocondria (AW) disminuye con el envejecimiento. Para medir el AY en nuestros
cultivos, se utilizé la sonda mitocondrial fluorescente TMRM, un colorante catiénico
que se acumula en la mitocondria en funcién del AW. Una disminucion en la
fluorescencia emitida indica una pérdida de AW (ver Material y Métodos). EI TMRM es
considerado en la actualidad como el marcador mas sensible al AY (Voronina,
Barrow et al. 2004). El potencial mitocondrial en reposo fue estimado a partir de la
fluorescencia promedio emitida por el TMRM en las neuronas de hipocampo

cultivadas a diferentes DIV.
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Figura 50. El potencial de membrana mitocondrial disminuye con el envejecimiento de
los cultivos. El potencial de membrana mitocondrial en reposo fue evaluado en células de
diferentes DIV incubadas con TMRM (10 nM, 30 min) mediante imagen de fluorescencia. A.
Imégenes representativas de transmision (izquierda) y de fluorescencia (derecha) de TMRM
en neuronas a 2, 8 y 15 DIV. La barra blanca representa 10 um. B. Las barras muestran la
fluorescencia media £ EEM de neuronas de hipocampo a diferentes DIV. *p<0,05 comparado
con 2 DIV, n=106, 114 y 77 células procedentes de 3, 4 y 3 experimentos independientes.




2.Remodelado de los Depédsitos Intracelulares de
Calcio de las Neuronas de Hipocampo en Cultivo
durante el Envejecimiento

En la mayor parte de las células excitables, la principal via de entrada de
Ca? hacia el citoplasma son los canales localizados en la membrana plasmatica. Sin
embargo, los depésitos intracelulares, incluyendo el RE, también poseen un
importante papel en la propagacion de la sefial. La alteracion de la homeostasis del
reticulo provocada por un variado abanico de factores y agentes tdxicos puede
resultar en estrés de reticulo, caracterizado por la acumulacién de proteinas mal
plegadas y por la alteracion de la homeostasis del Ca?. Inicialmente, el estrés de
reticulo induce la activacion de ciertos mecanismos de defensa, como es la respuesta
a proteinas mal plegadas pero, si el estrés es severo y duradero, se puede activar la
muerte por apoptosis (Mattson y Chan 2003). Se ha propuesto que el dafio del RE y
el deterioro de sus funciones participa en el envejecimiento (Yoshida 2007). Por ello,
decidimos estudiar si los depésitos intracelulares de Ca?* se ven alterados en el
envejecimiento. Para ello utilizamos nuestro modelo de neuronas de hipocampo
cultivadas a largo plazo, considerando como neuronas jovenes aquellas

comprendidas entre 4 - 8 DIV y como envejecidas a las englobadas entre 15 - 21 DIV.

2.1. El Contenido de los Depoésitos Varia con la Edad de
las Neuronas en Cultivo

En primer lugar, decidimos estudiar las propiedades de RE como depdsito de
Ca? en las neuronas de hipocampo, y comprobar si el llenado de éste variaba con la

edad del cultivo.



2.1.1. El Contenido de los Depdsitos Intracelulares de CaZ* es Mayor
en las Neuronas de Hipocampo Envejecidas que en las
Jovenes

El contenido de los depésitos de CaZ* en las neuronas jovenes y envejecidas
de hipocampo fue evaluado midiendo la liberacién de Ca%* del RE, para lo que se
utilizé ionomicina, un iondforo que aumenta la permeabilidad de las membranas a
Ca? (Beeler, Jona et al. 1979). Cuando las células son tratadas con ionomicina a
bajas concentraciones (<1 uM), se produce liberacion de Ca# de los depdsitos
intracelulares de forma selectiva, sin aumentar la permeabilidad de la membrana
plasmatica al Ca?* extracelular (Bird, DeHaven et al. 2008). El contenido de Ca?* de
los depositos aparece como un incremento en la [Ca?'].: tras la estimulacion con
ionomicina a bajas concentraciones en medio externo libre de Ca?. El Ca?* se retir6
30 segundos antes de la aplicacién de la ionomicina, ya que si se retira tras un tiempo

demasiado largo, los depdsitos pueden vaciarse de forma espontanea (Figura 51 B).

Las neuronas de hipocampo cultivadas durante 4 - 8 DIV (jévenes) y 15 - 21
DIV (envejecidas) fueron incubadas con fura-2 durante 1 h y sometidas a imagen de
fluorescencia. Posteriormente fueron estimuladas con ionomicina (400 nM) en medio
externo libre de Ca?* (0 Ca). La ionomicina produjo un pequefio aumento en la [Ca2*]
(Figura 51), lo cual resulté ser consistente con estudios previos, que proponian un
bajo contenido de los depdsitos del RE en estado de reposo en las neuronas de
hipocampo (Irving y Collingridge 1998). Sin embargo, este aumento fue
significativamente mayor para las neuronas envejecidas (15 - 21 DIV) que para las
jovenes (4 - 8 DIV), reflejado tanto en el valor del &rea bajo la curva (abc) como en el

pico de la [Ca?*]t (ARatio) (Figura 51 C y D respectivamente).

Estos resultados sugieren que se produce un aumento del contenido de Ca2*
de los depoésitos de las neuronas en estado de reposo a medida que éstas envejecen

en cultivo.
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Figura 51. El contenido de los depésitos es mayor en las neuronas de hipocampo
envejecidas en cultivo. Neuronas de hipocampo cargadas con fura-2 fueron sometidas a
imagen de fluorescencia. A, B. Imagenes representativas de neuronas de hipocampo jovenes
(A) y envejecidas (B) en transmisién (transm), en reposo (basal) y con ionomicina (400 nM) en
0 Ca2* (lonom). La barra de pseudocolor se muestra a la derecha (valores de Ratio de 0 (azul)
- 0,8 (rojo)).Las barras representan 10 pym. Los registros muestran la liberacion de Ca2
inducida por ionomicina (400 nM) en medio externo libre de CaZ* (0 Ca) en células individuales
sometidas a imagen de fluorescencia. C, D. Las barras representan la media en el aumento de
la [CaZ]at en respuesta a ionomicina medido como &rea bajo la curva (abc) (C) o como
incremento del pico de Caz (ARatio) (D) (media + EEM, n=46 y 53 células individuales
procedentes de 4 cultivos independientes respectivamente; *p<0,05 al comparar con jovenes).



2.1.2. La Entrada de Calcio Operada por Depdsitos Disminuye en las
Neuronas de Hipocampo Envejecidas

La liberacion de Ca?* de los depdsitos posee un importante papel en la
sefalizacién por Ca?* y en la fisiologia celular. Dado que la capacidad de
almacenamiento del RE es limitada, la liberacion de Ca?* de los depdsitos debe estar
seguida de un rellenado de éstos. Por ello, consideramos importante caracterizar el
mecanismo por el que las neuronas rellenan estos depositos. Como se ha explicado
en la introduccion, cuando el RE es vaciado de Ca?*, su rellenado se produce gracias

a la entrada capacitativa o entrada operada por depoésitos (SOCE).

Para vaciar los depdsitos de Ca?* se utilizé tapsigargina (Tg), un compuesto
que inhibe la ATPasa de Ca?* del RE (SERCA), impidiendo la captacién de Ca?* tras
su vaciamiento espontaneo (Verkhratsky y Petersen 1998). La entrada de Ca?
operada por depo6sitos fue evaluada por imagen de fluorescencia. Las neuronas de
hipocampo, mantenidas en cultivo durante diferentes dias, fueron tratadas con Tg (1
MM) en medio libre de Ca2* durante 15 min. Tras ello se colocaron en el microscopio y
fueron perfundidas con medio externo conteniendo 5 mM de Ca%, en presencia de
tetrodotoxina (TTX) 500 nM, un antagonista de los canales de Na* dependientes de
voltaje, eliminando asi la posible activacion de circuitos neuronales y la activacion de
los VOCs. La readicién de Ca?* al medio externo aumentd la [Ca%].: en todas las
neuronas de hipocampo tratadas con Tg, indicando la activacion de SOCE. La Figura
52 refleja que la entrada capacitativa de Ca?* fue significativamente menor en las
neuronas envejecidas en cultivo (derecha, trazo rojo). Esta entrada fue bloqueada por
lantano (La3* 100 pM, flecha negra vertical), un catién capaz de inhibir SOCE (Vaca y
Kunze 1994). Las células que no fueron tratadas con Tg apenas presentaron cambios

en la [Ca?*]. tras la aplicacion de Ca?* en el medio extracelular (trazos negros).

Estos resultados indican que el vaciamiento de los depdsitos puede activar la
entrada capacitativa en las neuronas de hipocampo en cultivo, siendo ésta menor en
las neuronas envejecidas, ademas de demostrar la existencia de esta corriente en las

células excitables.
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Figura 52. La entrada de Ca* operada por depdsitos disminuye en las neuronas
envejecidas de hipocampo. SOCE fue monitorizada por imagen de fluorescencia de Ca%* en
neuronas de hipocampo jévenes y envejecidas incubadas con fura-2, tratadas con Tg (1 uM)
en medio 0 Ca2* (15 min). La adicién de Ca?* 5 mM al medio (barra negra) en presencia de
TTX (500 nM) aumentd la [Ca?*]t. A. Trazos representativos de la media £+ EEM de 4 - 5
células en células control (Tg-, trazo negro) o tratadas con tapsigargina (Tg+, trazo rojo) al
afiadir Ca2* 5 mM al medio externo. También se muestra el efecto de la adicion de La%* 100
MM (flecha vertical) sobre la SOCE. B. Imagenes tipicas de imagen de fluorescencia de Ca2*
codificadas en pseudocolor. Se muestra la transmisidn (fransm), y las células tras la readicion
de Ca?* (Tg+, 5 Ca) en células preincubadas con Tg en medio libre de Ca2* en neuronas
jovenes (fila superior) y envejecidas (fila inferior). Las barras representan 10 um. C. Valores
medios de SOCE en neuronas jévenes y envejecidas. Las barras muestran la media £ EEM
del incremento de CaZz(ARatio) (n=49 y 37 células procedentes de 3 y 4 cultivos
independientes respectivamente; *p<0,05).



2.2. Depésitos de Calcio Sensibles a Cafeina en Neuronas
de Hipocampo

Como se ha explicado con anterioridad, la movilizacion de Ca? de los
depdsitos intracelulares es un mecanismo esencial en la sefalizacion celular. Esta
movilizacion puede producirse gracias a la activacion de los receptores de rianodina o

de los receptores de IPs.

En primer lugar, se analizo la liberacion de Ca?* de los depositos a través de
receptores de rianodina, para lo que se empled cafeina (Caf) (20 mM). La Caf es un
agonista de los receptores de rianodina, que son sensibles a procesos de CICR. En
este caso se utilizo Ca%* nominal como medio celular externo en lugar de medio 1 mM
Ca%, para poder activar CICR, a la vez que se minimiza el efecto de la entrada de
Ca?* desde el medio extracelular. Para evitar una variacion osmética elevada al
aplicar la Caf en concentracién 20 mM, previo a la adicién de la ésta se afiadio al
medio extracelular 20 mM de glucosa, que fue sustituido posteriormente por la Caf 20
mM.

La Figura 53 muestra la respuesta de la [Ca?*].+ de neuronas jévenes y
envejecidas estimuladas con Caf (20 mM). Las neuronas mostraron picos transitorios,
que no fueron sincronicos entre las células. El incremento de Ca?* (estudiado como
area bajo la curva, abc) no fue significativamente diferente entre neuronas jévenes y
envejecidas, aunque puede apreciarse un mayor aumento para las ultimas (Figura 53
C). S6lo una parte de las neuronas jévenes respondio al estimulo (52 £+ 8%), mientras

que un mayor porcentaje de las envejecidas lo hizo (70 + 9%) (Figura 53 D).

Para comparar estadisticamente la respuesta entre neuronas jovenes y
envejecidas, se calculé una medida de entrada de Ca?* global (Ca%* x Fraccion) que
comprendiera los dos valores, para lo que se multiplicé el area bajo la curva de las
células que presentaban un incremento en la [CaZ]q por el tanto por uno de células
que respondieron (Fraccion). El resultado muestra las diferencias globales de

liberacién de Ca?* entre ambas poblaciones (Figura 53 E). Los resultados indican que




la Caf en medio Ca2* nominal provoco un incremento de la [Ca%]q significativamente

mayor en las neuronas envejecidas de hipocampo que en las jovenes.
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Figura 53. Respuesta a la estimulacion con Caf en Ca?* nominal en neuronas de
hipocampo jovenes y envejecidas. A. Imagenes tipicas de imagen de fluorescencia de Ca?*
codificadas en pseudocolor. Se muestra la transmision, las células en reposo en medio con 1
mM Ca?* (basal) y tras la estimulacion con Caf en neuronas jovenes y envejecidas. La escala
de pseudocolor se muestra a la derecha. Las barras representan 10 um. B. Registros tipicos
en célula Unica de la respuesta a Caf (20 mM) en neuronas cargadas con fura-2 en medio Ca2*
nominal. C. Las barras muestran la media + EEM del incremento de la [Ca?*].t (abc) en
respuesta a Caf en medio Ca?* nominal en neuronas jovenes y envejecidas. Solo las células
que respondieron estan incluidas en el analisis de abc. D. Tanto por 1 de células que
respondieron. E. La medida Ca?* x Fraccién muestra la respuesta global a Caf (n=101 y 55
células procedentes de 4 experimentos independientes respectivamente; *p<0,05).



2.3. Depésitos de Calcio Sensibles a ACh en Neuronas de
Hipocampo

A continuacion, nos planteamos estudiar la movilizacién de Ca% de los
depédsitos intracelulares mediante la activacién de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs), acoplados a la activacion de fosfolipasa C y sintesis de IPs. Para llevar a
cabo esta movilizacion del Ca?* de forma fisioldgica, se empled el neurotransmisor
acetilcolina (ACh). La ACh es capaz de promover la entrada de Ca% a través de
receptores nicotinicos, ademas de inducir la liberacion de Ca?* de los depdsitos a

través de receptores muscarinicos.

Cuando las neuronas de hipocampo fueron estimuladas con ACh (100 uM)
en medio extracelular conteniendo 1 mM de Ca?* (1 Ca) se observé un aumento de la
[Caz*]ten parte de las neuronas, como se observa en la Figura 54. Las neuronas
exhibieron respuestas oscilatorias (2 6 mas picos) que no fueron sincrénicas entre las
células (Figura 54 B). Los niveles de la [Ca?*].t basal no mostraron diferencias
aparentes entre las células que respondieron y las que no. El valor de [Ca#] basal se
mantuvo mas elevado en las neuronas envejecidas. El area bajo la curva del pico de
respuesta a ACh no fue significativamente diferente entre ambas poblaciones (Figura
54 C). Sdlo una parte de las neuronas jovenes respondio al estimulo (64 + 12%),

porcentaje que fue mucho mayor en las envejecidas (95 + 4%) (Figura 54 D).

Para comparar estadisticamente la respuesta entre neuronas jovenes y
envejecidas se multiplico el area bajo la curva de las células que presentaban un
incremento en la [CaZ]. por la fraccion (tanto por uno) de células que respondieron,
calculando asi la medida de entrada de Ca?* global (Ca?* x Fraccién). Los resultados
indican que la ACh en medio 1 mM de Ca# provoca un mayor incremento de la

[Ca?*].i en las neuronas envejecidas (Figura 54 E).
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Figura 54. Respuesta a la estimulacién con ACh en presencia de Ca?* extracelular en
neuronas de hipocampo jévenes y envejecidas. A. Imdgenes tipicas de Ca2* codificadas en
pseudocolor. Se muestra la imagen de transmision (transm), y de Ca?* de las células en
reposo en medio con Ca2* (basal) y tras la estimulacion con ACh (ACh, 1 Ca) en neuronas
jovenes y envejecidas. La escala de pseudocolor se muestra a la derecha. Las barras
representan 10 um. B. Registros tipicos en célula Unica de respuesta a ACh (100 uM)
aplicada durante 1 min en neuronas cargadas con fura-2 en presencia de CaZ* extracelular 1
mM. C. Las barras muestras la media = EEM del incremento de la [Ca?*]ct (abc) en respuesta
a ACh en medio 1 mM Ca en neuronas jovenes y envejecidas. Sélo las células que
respondieron estan incluidas en el andlisis de abc. D. Se muestra la fraccion de células que
respondieron. E. La medida Ca?* x Fraccién se calculé como el producto del incremento de
Ca% por la fraccidon de células que respondieron. (n=25 y 22 células procedentes de 3
experimentos independientes respectivamente; *p<0,05).



Para determinar si la respuesta a ACh involucraba la movilizaciéon de CaZ* de
los depositos, las neuronas se estimularon con ACh (100 uM) en medio extracelular
libre de Ca2*. Bajo estas condiciones, el agonista ACh elevé la [CaZ] de forma
transitoria. La amplitud de la respuesta (evaluada como éarea bajo la curva) fue menor
que para las condiciones de 1 Ca y las respuestas no fueron oscilatorias. Cabe decir
que los picos de respuesta a ACh en 0 Ca son muy rapidos y transitorios, pues para
poder observar el pico hubo que tomar las imagenes con mayor frecuencia de captura

(una imagen por segundo 6 1 Hz).

La Figura 55 muestra la respuesta a ACh en medio libre de Ca% en las
neuronas jovenes y en las envejecidas. Las barras representan el valor medio de
incremento de Ca?* £ EEM de la respuesta de Ca?". La cantidad de Ca?* de los
depésitos que es movilizado por ACh parece similar en las neuronas jovenes y en las
envejecidas (Figura 55 C). Sin embargo, el porcentaje de respuesta se vio alterado.
Sélo el 35 + 8% de células jovenes respondié a ACh en medio libre de Ca%*, mientras
que el 75 + 6% de células envejecidas respondi6 a ACh (Figura 55 D). La
multiplicacion del incremento de Ca2* por el nimero de células que respondieron (Ca?
x Fraccién) mostrado en la Figura 55 E indica que hay diferencias globales de

liberacién de Ca?* de los depo6sitos entre ambas poblaciones.

Los resultados anteriores muestran que la liberacion global de Ca2* inducida
por ACh en medio libre de Ca?*es mayor para las células envejecidas en cultivo; pese
a que no existen diferencias significativas relacionadas con la edad en la amplitud

maxima de liberacion.




JOVENES (4 - 8 DIV) ENVEJECIDAS (15 - 21 DIV)

Transm Basal ACh(0Ca)

Transm Basal ACh (0Ca)

0Ca 0 Ca
0,8
o
©
™
L J
=)
&
L 04 - 15 seg 15seg
IS
m 4
T
0,0
ACh ACh
C,a ACh (0 Ca) D ACh (0 Ca) E ACh (0 Ca)

S 3 1,04 37

({,v 1 : 0.84 ’f .‘S *
S 2 S S 2 1
o ‘o 067 @

£ 8 04 -

g 14 LT_ ' : :< 14 1

o 0,21 ‘@

S )

c 0 " 0,0 ~ 0 -

- JOVN ENVJ JOVN ENVJ JOVN ENVJ

Figura 55. El incremento de [Ca?*].it en respuesta a ACh en medio libre de Ca2* no varia
con la edad en las neuronas de hipocampo, pero si aumenta el niimero de células que
responden. A. Imagenes tipicas de imagen de fluorescencia de Ca?* codificadas en
pseudocolor. Se muestra la transmisién (transm), las células en reposo en medio con Ca?*
(basal) y tras la estimulacion con ACh en medio 0 Ca?* en neuronas jovenes y envejecidas.
Las barras representan 10 um. B. Registros tipicos en célula Unica de la respuesta a ACh. La
estimulacion con ACh (100 uM, 1 min) en medio libre de Ca2* (0 Ca) provocd una respuesta
similar en neuronas jovenes y envejecidas de hipocampo. C. Las barras muestran la media +
EEM del aumento de la [Ca?*]cit en respuesta a ACh en medio 0 Ca en neuronas jovenes y
envejecidas. Sélo las células que respondieron estén incluidas en el analisis de abc. D. Tanto
por 1 de células que respondieron. E. La medida Ca?* x Fraccion muestra que la respuesta a
ACh es significativamente mayor en las células envejecidas (n=101y 109 células procedentes
de 6 y 8 cultivos independientes respectivamente; *p<0,05).



24. El Ca?* de los Depdsitos Movilizado por ACh Es
Captado por la Mitocondria en las Neuronas
Envejecidas

En el apartado anterior comprobamos que aun existiendo diferencias con la
edad en cultivo en la liberacién global de Ca?* inducida por ACh en medio libre de
Ca%, no las hay en la liberacién maxima de Ca? (Incremento de Ca?*(abc)). Por el
contrario, sabemos que si existe una diferencia en el contenido de los depdsitos en
reposo (diferente respuesta a ionomicina, apartado 2.1.1). Por ello, nos planteamos

comprobar si la mitocondria podria estar implicada en este resultado paradéjico.

Para investigar la participacion de la mitocondria en la respuesta a ACh, se
empleo el desacoplante mitocondrial FCCP, que al inhibir el gradiente de protones
mitocondrial abole el potencial de membrana mitocondrial requerido para la captacion
de Ca?* (Gunter y Gunter 1994).

Las neuronas fueron expuestas a FCCP un minuto antes de la aplicacion de
ACh en ausencia de Ca% extracelular. En las neuronas jévenes de hipocampo, la
aplicaciéon de ACh (100 uM) en presencia de FCCP provocé un incremento de Ca?*
(estudiado como &rea bajo la curva) similar al producido en las células control (ACh
100 puM, medio libre de Ca?*y ausencia de FCCP) (Figura 56). Por el contrario, en las
neuronas envejecidas de hipocampo, la respuesta a ACh en presencia de FCCP y
medio libre de Ca?* resulté mucho mayor al compararla con el aumento producido en
las condiciones control (Figura 57). Por tanto, el bloqueo de la entrada de Ca# a la
mitocondria hace que el incremento de la [Ca?*]q: debido al vaciamiento de los
depésitos inducido por ACh sea mayor; sugiriendo que en, condiciones normales,
gran parte del Ca?* liberado es captado por las mitocondrias de las neuronas

envejecidas, hecho que no sucede en las neuronas mas jovenes.
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Figura 56. Imagen de fluorescencia de neuronas de hipocampo al inducir liberacion de
Ca?* con ACh en ausencia o presencia de FCCP. Neuronas de hipocampo cultivadas
durante 4 - 8 (j6venes) y 15 - 21 DIV (envejecidas) fueron cargadas con fura-2 y sometidas a
imagen de fluorescencia. Se muestran imagenes de la transmision (fransm) y de la [CaZ*]cit
(Ratio F340/F380) codificadas en pseudocolor de las células en reposo en medio con Ca2*
(basal) y tras la estimulacién con ACh en medio libre de Ca%, en ausencia (Cntrl) (A, B) o
presencia de FCCP (1 uM) (C, D), en neuronas jovenes (A, C) y envejecidas (B, D). En la
parte inferior se muestran registros en célula Unica de imagen de fluorescencia. Las barras
representan 10 pum.
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Figura 57. La mitocondria capta gran parte del Ca?* liberado por ACh en neuronas
envejecidas pero no en las jovenes. A. La grafica de barras muestra el incremento de Ca2*
+ EEM inducido por ACh (100 uM) en medio 0 Ca y presencia de FCCP en comparacion con
el control (0 Ca, ausencia de FCCP) en neuronas jovenes y envejecidas de hipocampo. Se
aprecia un aumento significativo en el incremento de la [Ca?*]st en las neuronas envejecidas
en presencia del desacoplante mitocondrial. B. La fraccién de células que respondieron no fue
significativamente diferente entre la situacién control y en presencia de FCCP. C. La medida
Ca?* x Fraccion muestra que la respuesta global a ACh es significativamente mayor en
presencia de FCCP (n=101, 84, 109 y 34 células analizadas procedentes de 4 - 8 cultivos
independientes; *p<0,05 respecto al control; #p<0,05 respecto a jovenes).

Tras mostrar que la mitocondria podria capturar el Ca?* de los depdsitos,
decidimos medir directamente si la liberacion de Ca?* de los depdsitos por ACh induce
incremento de Ca% mitocondrial. La [Ca?*]wit se evalud mediante imagen de
bioluminiscencia, para lo que las neuronas de hipocampo fueron transfectadas con
aequorina wt dirigida a mitocondria (mitGA) y reconstituidas con celenterazina h (ver
material y métodos). La Figura 58 y Figura 59 muestran cémo la estimulacion con
ACh (100 pM) en medio libre de Ca?* induce un incremento de la [Ca2*]mi
principalmente en las neuronas envejecidas. Por el contrario, este incremento no
aparece 0 es mucho menor en las neuronas jovenes. Ademas, se aprecia que s6lo un
pequefo porcentaje de neuronas jovenes presentaron un aumento de la [CaZ]mi al
estimular con ACh (17 £ 9%), mientras que en las envejecidas el porcentaje fue
significativamente mayor (70 + 12%). También se muestra la multiplicacion global de

ambos factores. Estos datos sugieren que las mitocondrias de las células envejecidas



son mucho mas susceptibles de captar el CaZ* liberado de los depdsitos que aquéllas

de las neuronas jévenes de hipocampo.
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Figura 58. Imagen de bioluminiscencia correspondiente a la [Ca?*]mit de neuronas de
hipocampo al inducir liberacion de Ca2* con ACh. Las neuronas de hipocampo cultivadas
durante 4 - 8 (j6venes) y 15 - 21 dias (envejecidas) fueron transfectadas con AEQ dirigida a la
mitocondria (mitGA), reconstituidas con celenterazina h y sometidas a imagen de
bioluminiscencia para medir la [Ca2*]mt en célula unica. Las células fueron perfundidas con el
agonista ACh en medio libre de Ca?*, y los fotones emitidos reflejo de la captacion de Caz* por
la mitocondria fueron registrados. A, B. Las fotos superiores muestran imagenes tipicas de
fluorescencia de células transfectadas (izquierda) y de fotones acumulados (derecha) durante
la captacion de Ca?* en neuronas j6venes (A) y envejecidas (B) de hipocampo. La escala de
pseudocolor se muestra a la derecha. Las barras representan 10 pum. Las gréficas son
registros caracteristicos en célula Unica y representan el valor de la [Ca?]mit en células
individuales al estimular con ACh (100 uM) en medio libre de Ca2*. Registros representativos
de 13y 15 células procedentes de 4 experimentos independientes respectivamente.
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Figura 59. La captacion mitocondrial de Ca?* promovida por la liberacion de Ca?
inducida por ACh es mucho mayor en las neuronas envejecidas de hipocampo. A.
Valores medios (media £ EEM) del incremento en la [CaZ*]mit inducido por la ACh. B. Fraccion
de respuesta (media + EEM), que fue significativamente diferente entre las neuronas jévenes
y las envejecidas. C. La medida ACa?* x Fraccién muestra que la respuesta global a ACh es
significativamente mayor en las neuronas envejecidas. Datos derivados de 13 y 15 células
procedentes de 4 experimentos independientes. *p<0,05 con respecto a las jovenes.

Estos resultados, junto con los anteriores, sugieren que en las neuronas
envejecidas la mitocondria capta rapidamente el Ca2* liberado por la ACh desde el
RE, limitando la amplitud del pico de la [Ca?*]q; y demuestran la importancia de la

interaccion entre los mecanismos celulares tamponadores de Ca?'.

2.5. La Expresion del Uniportador de Calcio Mitocondrial
Cambia con la Edad del Cultivo

Como se explicaba en la introduccion, la entrada de Ca?* a la mitocondria se
produce gracias al uniportador de CaZ* mitocondrial (MCU), un canal localizado en la
membrana interna de la mitocondria que permite el paso de Ca#* a favor de gradiente
(Baughman, Perocchi et al. 2011, De Stefani, Raffaello et al. 2011).



Una vez comprobado que las mitocondrias de las neuronas envejecidas en
cultivo captan una mayor cantidad del CaZ que es liberado desde el RE tras la
estimulacion con ACh en medio externo libre de Ca#, decidimos estudiar si cambios
en la expresion del MCU con el envejecimiento podrian estar implicados en las
diferencias encontradas. Para ello, decidimos estudiar la expresion del MCU mediante
ensayos de inmunofluorescencia en las neuronas de hipocampo a medida que

envejecen en el cultivo.

La Figura 60 A muestra imagenes de inmunofluorescencia de neuronas de
hipocampo a diferentes DIV, marcadas con anticuerpos especificos frente al MCU. La
Figura 60 B muestra que la densidad éptica promedio para el MCU aumenta de
forma significativa a medida que las neuronas envejecen en cultivo. Este hecho
podria explicar una mayor entrada de Ca?* al interior de la mitocondria tras la
estimulacion con ACh y consecuente liberacion de Ca?* desde el RE, y explicar por

tanto el mayor acoplamiento RE-mitocondria con el envejecimiento.
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Figura 60. Detecciéon por inmunofluorescencia de cambios en la expresion del
uniportador de Ca?* mitocondrial con el envejecimiento. A. Imégenes de fluorescencia
representativas de la deteccion del MCU en neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8,
15y 21 DIV. La barra representa 10 ym y aplica a todas las imagenes. B. Andlisis cuantitativo
de la intensidad de fluorescencia (densidad optica, unidades arbitrarias) para el MCU. Las
barras representan media £ EEM (n = 57, 51, 45 y 19 células procedentes de 3 cultivos
independientes. *p<0,05 comparado con 2 DIV; #p<0,05 comparado con 8 DIV).




3. Efecto del Tratamiento Crénico con Af+.s2 sobre
los Depoésitos Intracelulares de Calcio en
Neuronas de Hipocampo Jovenes y Envejecidas

Varios estudios han demostrado que la perturbacion de la homeostasis del
Ca? esta asociada con la neurotoxicidad que sucede en la Enfermedad de Alzheimer
(EA), como es por ejemplo la pérdida de neuronas por apoptosis en células que han
sido previamente tratadas con oligdmeros del péptido amiloide AB142 (Huang, Ou et
al. 2000). Estudios recientes parecen mostrar ademas que la alteracion de la funcién
de organulos intracelulares como el RE puede tener un papel relevante en la
regulacion del Ca?* durante el envejecimiento o la EA (Toescu y Verkhratsky 2003).
En base a esto, decidimos estudiar si el péptido toxico implicado en la EA, ABi.,

produce cambios en el contenido y liberacién de Ca?* de los depésitos intracelulares.

Para ello evaluamos, mediante imagen de fluorescencia de Ca?, el
contenido de Ca?* de los depdsitos, asi como su vaciamiento inducido por diferentes
agonistas fisioldgicos, en neuronas de hipocampo cultivadas in vitro y tratadas con los
oligbmeros del péptido amiloide ABi4. Para alcanzar este objetivo se emplearon

neuronas jovenes (4 - 8 DIV) y envejecidas en cultivo (15 - 21 DIV) de hipocampo.

3.1. El Tratamiento Crénico de las Neuronas de
Hipocampo Envejecidas con los Oligomeros de Af1.42
Aumenta el Nivel de Ca?* Basal y las Oscilaciones de
Caz

En primer lugar, decidimos investigar los efectos del tratamiento crénico con
oligbmeros de AB1.42. Para ello se estudi6 su efecto tanto sobre los niveles basales de

Caz como sobre las oscilaciones sincrénicas y espontaneas de Ca?*, dos



caracteristicas que sabemos que varian a medida que las neuronas envejecen en el

cultivo. Ambos factores fueron analizados mediante imagen de fluorescencia de Ca?'.

En general, en la literatura, para estudiar los efectos cronicos de los
oligémeros de AB+42 sobre la actividad neuronal, se emplean concentraciones entre
0,1 - 10 uM de éste, y el tratamiento permanece de 8 a 72 h, en funcién de la
concentracion empleada (Nicholson y Ferreira 2009, Arora, Alfulaij et al. 2013)
(REFFF!). En este trabajo, hemos estudiado los efectos de la exposicidn cronica (24
h) a los oligomeros de APBs42 a una concentracion de 1 puM, ya que a esta
concentracion provoca menos toxicidad y permite estudiar efectos a largo plazo, como

se expondra mas adelante.

Las neuronas se trataron 24 h con ABi42 (1 UM) o sblo con MEM, que es el
vehiculo en el que los oligbmeros fueron disueltos. Estas Ultimas condiciones fueron
tomadas como grupo control. La Figura 61 muestra como las neuronas de hipocampo
envejecidas tratadas con ABi42 (1 UM, 24 h) mostraron un incremento significativo del
nivel de Ca2* basal (en reposo) al compararlo con el grupo de neuronas control. Asi
mismo, detectamos que la incubacidén con AB142 aumentd de forma significativa las
oscilaciones sincronicas y espontaneas de CaZ en las neuronas de hipocampo
envejecidas en comparacion con el grupo control, tanto en la frecuencia como en la
amplitud, medidas como indice de oscilaciones IO (Figura 61 C). Por el contrario, la
exposicion de las neuronas jovenes a oligémeros de Aps.42 tuvo pequefio efecto tanto

en el nivel de Ca?* basal como en las oscilaciones sincrénicas y espontaneas de Ca?*.

Estos resultados sugieren que la exposicion prolongada de las neuronas de
hipocampo a los oligémeros del péptido amiloide AB142 aumenta la excitabilidad del
circuito neuronal, a nivel de Ca?* basal como de las oscilaciones espontaneas,
preferentemente en las neuronas envejecidas, no ejerciendo el mismo efecto en las

jovenes.
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Figura 61. Efectos de la exposicion crénica de las neuronas de hipocampo a los
oligbmeros de AB+.42 sobre el Ca?* basal y las oscilaciones sincrénicas y espontaneas
de Ca?. Neuronas de hipocampo cultivadas durante diferentes dias in vitro fueron tratadas
con los oligdmeros del péptido amiloide AB142 (1 pM, 24 h); y la [Ca2*]ct fue monitorizada
mediante imagen de fluorescencia. A, B. Los trazos muestran registros individuales (trazos en
gris) y la media + EEM (trazos en negro) del aumento de la [Ca2*]ctprevio a cualquier estimulo
en neuronas jovenes (A) y envejecidas (B). C, D. Las barras representan la media + EEM del
valor de Ca?* basal (Ratio F340/F380) (C) y del indice de oscilaciones (D) para neuronas
jovenes y envejecidas, tratadas en ausencia (control) o presencia de los oligomeros de AB1-42
(barras rayadas). Valores correspondientes a 113, 97, 131 y 169 neuronas procedentes de 4 y
6 experimentos independientes respectivamente. *p<0,05 respecto al grupo control; #p<0,05
respecto a las jovenes.



3.2. EIl Contenido de los Depdsitos Intracelulares de Caz
Aumenta en las Neuronas de Hipocampo Envejecidas
Expuestas a los Oligdmeros de Af1.42

A continuacién, estudiamos el contenido de Ca# de los depdsitos
intracelulares tras el tratamiento continuo con AB14.. Para ello, se evalu6 el nivel de
Ca? de los depositos intracelulares, empleando ionomicina. Esto fue monitorizado
mediante imagen de fluorescencia de Ca?* en neuronas de hipocampo jovenes y
envejecidas, tratadas con los oligdmeros de AB1.42 (1 UM, 24 h) y comparéndolas con
las control (tratadas so6lo con el medio en el que se disolvieron los oligdmeros). Los
experimentos fueron realizados siempre en medio extracelular libre de Ca%, para

eliminar la entrada de Ca?* desde el medio externo.

La estimulacion de las neuronas de hipocampo con ionomicina (400 nM) en
medio libre de Ca? produjo un aumento en la [Ca?]s en todas las neuronas
estudiadas, como se muestra en la Figura 62. La exposicion a los oligémeros de Ap.
4 (1 MM, 24 h) no modificd el incremento de [Ca?*].tinducido por ionomicina en las
neuronas jovenes (Figura 62 A, C). Por el contrario, en las células envejecidas en
cultivo, el tratamiento cronico con AB+.42 aumentd de forma significativa el contenido
de los depositos, representado por el incremento de [Ca?*] inducido por ionomicina
en medio libre de Ca?* (Figura 62 B, D).

Estos resultados sugieren que el tratamiento continuo de neuronas de
hipocampo con oligémeros de AB142 (1 uM) aumenta el contenido de los depositos de
Ca? intracelular exclusivamente en neuronas envejecidas, un efecto que podria estar
relacionado con el aumento de los niveles basales de Ca%* apreciado en las neuronas
envejecidas tratadas con los oligomeros, pero que no ocurre en las neuronas

consideradas jovenes (Figura 63).
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Figura 62. Imagen de fluorescencia de neuronas de hipocampo sin tratar o tratadas con
oligomeros de AB1.s2 al estimular con ionomicina. Neuronas de hipocampo sin tratar o
tratadas con AB142 (1 UM, 24 h) y cargadas con fura-2 fueron estimuladas con ionomicina (400
nM) en medio libre de Ca?* y sometidas a imagen de fluorescencia para estimar el contenido
de Ca?* de los depdsitos. A, B. Imagenes representativas de neuronas de hipocampo jévenes
(A) y envejecidas (B) en transmision (transm), en reposo (basal) y estimuladas con ionomicina
en 0 Ca. La barra de pseudocolor se muestra a la derecha (valores de ratio de 0 (azul) - 0,8
(rojo)). Los registros muestran la liberacién de Ca2* inducida por ionomicina (400 nM) en medio
0 Ca en células individuales sometidas a imagen de fluorescencia. Las barras representan 10
pm.
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Figura 63. El tratamiento de neuronas de hipocampo con oligomeros de Af1.s2 (24 h)
aumenta los niveles de Ca?* de los depositos en las neuronas envejecidas. Las barras
representan la media en el aumento de la [CaZ]it en respuesta a ionomicina (medido como
area bajo la curva) (media £ EEM, n = 55, 42, 81 y 114 células individuales procedentes de 3y
6 cultivos independientes respectivamente; *p<0,05 al comparar con el grupo control; #p<0,05
al comparar con las jovenes).

3.3. EIl Ca% de los Depositos Movilizado por ACh Aumenta
en las Neuronas Envejecidas de Hipocampo
Expuestas a los Oligdmeros de Af1.42

Para determinar algunas de las consecuencias funcionales del aumento de
los niveles de Ca?* de los depdsitos intracelulares, decidimos analizar la liberacion de
Ca? de los depositos movilizado por diferentes agonistas. En primer lugar estudiamos
la liberacion de Ca? mediado por el receptor de IPs, para lo que empleamos el
neurotransmisor ACh. Para eliminar la contribucién de la entrada de Ca?* y estudiar
solo la liberacion de los depoésitos, los experimentos fueron realizados en ausencia de

Ca?* en el medio extracelular.
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Figura 64. Imagen de fluorescencia de neuronas de hipocampo sin tratar o tratadas con
oligémeros de Ap1.42 al estimular con ACh. Neuronas de hipocampo incubadas con Af+.42 (1
MM, 24 h) y cargadas con fura-2 fueron sometidas a imagen de fluorescencia para monitorizar
la [Ca2*] liberado de los depdsitos por estimulacion con ACh. A - D. Imagenes en pseudocolor
de neuronas de hipocampo jovenes (A, C) y envejecidas (B, D) en transmisién (transm), en
reposo (basal) y estimuladas con ACh en 0 Ca. La barra de pseudocolor se muestra a la
derecha (valores de ratio de 0 (azul) - 1 (rojo)). En la parte inferior se muestran registros
significativos de imagen de fluorescencia de Ca?* en célula Unica de la liberaciéon de Ca2
inducido por ACh (100 uM) en medio 0 Ca. Las barras representan 10 um.



Como ya hemos visto en el apartado 2.2, cuando aplicamos ACh (100 uM) a
neuronas de hipocampo en medio externo libre de Ca?*, se produce un aumento de la
[Caz].t. Las respuestas a ACh en ausencia Ca?* de neuronas jovenes y envejecidas
previamente incubadas con los oligémeros de AP+.42 estudiadas mediante imagen de
fluorescencia se muestran en la Figura 64. A continuacion, la Figura 65 refleja la
cuantificacién de estos aumentos. Las barras representan el valor medio del
incremento de CaZ* (area bajo la curva £ EEM) de la respuesta de [Ca%]q. Se puede
observar que el tratamiento crénico con los oligémeros no modifica el aumento de la
[Ca?*];t inducido por ACh en medio libre de Ca?* en las neuronas jovenes de
hipocampo. Sin embargo, en las neuronas envejecidas, el tratamiento crénico
promueve una mayor respuesta a ACh en medio libre de Ca?* al compararlo con las
células control (Figura 65 A). También se muestra la fraccién de las células que
responden, que se mantuvo mayor para las neuronas envejecidas (Figura 65 B). La
Figura 65 C, muestra las diferencias globales de liberacién de Ca?* de los depésitos

entre las cuatro poblaciones.
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Figura 65. La cantidad de Ca?* movilizado al estimular con ACh aumentd
significativamente para las neuronas de hipocampo envejecidas en cultivo tratadas con
los oligémeros de AB1-42 (24 h). A. Las barras representan los resultados resumen para 102,
94, 39 y 59 células procedentes de 4 y 4 cultivos independientes respectivamente (media +
EEM, area bajo la curva). B. Se muestra la fraccion de células que respondié (media + EEM).
C. La medida Ca?* x Fraccién muestra que la respuesta global a ACh es significativamente
mayor en las neuronas envejecidas que han sido tratadas con los oligbmeros de AB142
(*p<0,05 al comparar con el grupo control; #p<0,05 al comparar con las jovenes).




3.4. El Ca? de los Depdsitos Movilizado por Cafeina
Aumenta en las Neuronas Envejecidas de Hipocampo
Expuestas a los Oligdmeros de Af1.42

A continuacion, se analizé la liberaciéon de Ca?* de los depdsitos a través de
receptores de rianodina, para lo que se empleé cafeina (20 mM), un agonista de los
receptores de rianodina. Al igual que anteriormente, se empleé CaZ* nominal en el
medio celular externo en lugar de medio libre de Ca?*; y previo a la adicion de la
cafeina se afiadié al medio extracelular 20 mM de glucosa, que fue sustituido
posteriormente por la cafeina 20 mM, evitando asi una variacién osmética elevada al

aplicar cafeina a una concentracion 20 mM.

Cuando las neuronas de hipocampo fueron estimuladas con cafeina (20 mM)
en medio extracelular con Ca2* nominal, se observo un aumento de la [Ca?*]qrapido y
transitorio, como puede observarse en la Figura 66. Las barras mostradas en la
Figura 67 A representan el valor medio + EEM del incremento de Ca?* (area bajo la
curva) de la respuesta de la [Ca%]q. EI Ca?* de los depositos movilizado por cafeina
fue similar en las neuronas jévenes (tratadas o no con los oligémeros de ABi42) y en
las envejecidas sin tratar. Sin embargo, para las neuronas envejecidas que
previamente habian sido tratadas con A4z (1 UM, 24 h), el aumento de la [CaZ*].
fue significativamente mayor que para el grupo control. La Figura 67 C muestra el
incremento de Ca?* global que produce la cafeina en estas condiciones (Ca% x

Fraccién).
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Figura 66. Imagen de fluorescencia de neuronas de hipocampo sin tratar o tratadas con
oligémeros de AB1.42 al estimular con cafeina. A, B. Imagenes representativas codificadas
en pseudocolor de la respuesta maxima de Ca?* a cafeina en células jovenes (A, C) y
envejecidas (B, D) de hipocampo previamente tratadas (C, D) o no (control) (A, B) con los
oligébmeros de AB142(1 UM, 24 h). En la parte inferior se muestran registros representativos de
imagen de fluorescencia en células individuales de neuronas de hipocampo jovenes y
envejecidas expuestas o no (control) a los oligdmeros de AB1.42 (1 UM, 24 h) y estimuladas con
cafeina 20 mM en presencia de Ca?* nominal. Las barras representan 10 pym.
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Figura 67. La liberacion de Ca?* de los depdsitos al estimular con cafeina aumenté
significativamente en las neuronas de hipocampo envejecidas en cultivo y expuestas a
los oligémeros de A1.42 (24 h). A. Las barras representan el incremento de Ca?* (area bajo
la curva) medio + EEM de la respuesta de la [Ca?*]:t al estimular con cafeina de 56, 78, 94 y
105 células procedentes de 3 y 5 cultivos independientes respectivamente. B. Se muestra la
fraccion de células que respondi6 (media + EEM). C. Las barras muestran el resultado global
de la multiplicacion de ambos factores.

3.5. Los Oligémeros de Af+.42 Inducen Apoptosis en las
Neuronas Envejecidas de Hipocampo. La ACh Protege
frente a la Neurotoxicidad de los Oligdmeros

Finalmente, decidimos evaluar si la neurotoxicidad causada por AB1.42 se ve
afectada por la presencia de uno de estos neurotransmisores, la ACh que, como
hemos mostrado anteriormente, aumenta la cantidad de Ca2?* movilizado de los
depodsitos en las neuronas envejecidas cuando éstas han sido tratadas con los
oligbmeros de AB+.42. Para ello, las neuronas de hipocampo de ambas poblaciones
(jovenes y envejecidas) fueron expuestas a los oligbmeros de A4 en ausencia o

presencia de ACh. La muerte por apoptosis fue analizada por el método de anexina V.

La exposicion de las neuronas de hipocampo jévenes a los oligémeros de
AB142 (1 uM, 24 h) no produjo un aumento en el porcentaje de células apoptoticas al

compararlas con aquellas tratadas sélo con el medio (el porcentaje de células



apoptoticas fue 2,86 + 0,51 vs 2,50 £ 0,24 el control) (Figura 68 A). Sin embargo,
cuando las neuronas envejecidas fueron tratadas con AP+42 en las mismas
condiciones, el porcentaje de células apoptéticas si aumentd de forma significativa al
compararlas con el grupo control (el porcentaje de células apoptéticas fue 18,13 +
1,10 vs 5,19 + 1,45 el control) (Figura 68 B). La incubacion de las neuronas con ACh
(100 pM, 24 h) no resultd tdxico en ninguno de los casos (2,00 + 1,16 en las jovenes
y 4,47 £ 0,78 en las envejecidas). Cuando las neuronas envejecidas de hipocampo
fueron expuestas a la combinacién de los oligémeros de AB142 y ACh el porcentaje de

muerte por apoptosis no aumentd sino que se vio reducido en un 56,04 + 5,12%.
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Figura 68. Los oligdémeros del péptido amiloide inducen muerte neuronal sélo en
neuronas envejecidas y ACh protege frente a la neurotoxicidad de éstos. Los cultivos de
hipocampo de neuronas jévenes (A) y envejecidas (B) fueron expuestos durante 24 h a ACh
(100 pM), a los oligdmeros de AB142 (1 uM), 0 a la combinacién de ambos. El porcentaje de
neuronas apoptéticas fue evaluado mediante incubacion con anexina V. Las barras
representan la media £ EEM del porcentaje de células en apoptosis por condicion (n=3 y 4
experimentos independientes respectivamente; *p<0,05 comparado con el grupo control).




Estos resultados nos llevaron a pensar que el tratamiento con ACh podria
estar influyendo no sélo al receptor muscarinico de ACh, sino también al nicotinico,
pues la incubacion con ACh se realiza en medio de cultivo Neurobasal (al contrario
que los experimentos de fluorescencia, realizados en medio libre de Ca%). Por esta
razén, decidimos utilizar carbacol (CCh) en lugar de ACh, un compuesto que afecta
Unicamente al receptor muscarinico de ACh, y estudiar asi su efecto directo sobre

éste.

La Figura 69 muestra como la exposicion de neuronas de hipocampo
envejecidas a la combinacion de los oligémeros de ABi42 (1 UM, 24 h) y CCh (100
MM, 24 h) no rescatd de la muerte que producia la incubacién de las neuronas
Unicamente con los oligomeros de AB1.42, aunque tampoco aumentd el porcentaje de
células apoptoticas. Por el contrario, la exposicion a CCh 100 uM si aumenté6 el

numero de células apoptéticas con respecto al grupo control.

ENVEJECIDAS

40 -
S
= T
@ 30 ;
O 1
S
S 20-
=3
0 *
S 10-
NeT) -
O

O I I

Cntr ABl-42
CCh

Figura 69. La neurotoxicidad producida en las neuronas envejecidas por los oligémeros
de AB+42 no se ve afectada al tratar con CCh. Cultivos de hipocampo de neuronas
envejecidas fueron expuestos durante 24 h a CCh (100 uM), a los oligomeros de AB1-42 (1
MM), o a la combinacién de ambos. El porcentaje de neuronas apoptéticas fue evaluado
mediante incubacién con anexina V. Las barras representan la media £ EEM del porcentaje de
células en apoptosis por condicion (n=3 experimentos independientes respectivamente;
*p<0,05 comparado con el grupo control; #p<0,05 comparado con el grupo tratado con CCh
solo).



Tras estudiar la implicacion de los depositos intracelulares de Ca2* en el
envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas como la EA, decidimos
estudiar otra de las caracteristicas que se ha visto involucrada en éstos. Nos
referimos a la entrada de Ca?* desde el medio extracelular, en condiciones en que
esta entrada se ve afectada patolégicamente, como es en el proceso de

excitotoxicidad.




4. Susceptibilidad a la Excitotoxicidad en el
Envejecimiento

Como se ha mencionado en la introduccidn, la excitotoxidad esta implicada
en ciertos desordenes degenerativos, como en la isquemia y en ciertas enfermedades
neurodegenerativas, siendo el envejecimiento uno de los principales factores de
riesgo. Durante el proceso isquémico, se produce una disminucion del flujo
sanguineo, lo que lleva a una disminucion del suministro de oxigeno y por tanto del
ATP tan necesario para la célula para obtener energia. Es por ello que las bombas
dependientes de ATP fallan, lo que conlleva a la despolarizacion de las membranas
celulares. Cuando esto sucede, aumenta el flujo de iones al interior celular, entre ellos
el Ca?*. Este aumento de la concentracion de Ca? citosélica activa de forma excesiva
los receptores de NMDA, lo que puede llevar al proceso conocido como
excitotoxicidad. Este proceso conlleva la generacion de ROS y la sobrecarga de Ca2*
mitocondrial, por lo que ésta puede liberar factores proapoptoticos, llevando a la
muerte celular por el mecanismo de apoptosis (Lipton 2005). Con estos antecedentes,
nuestro siguiente paso fue estudiar los mecanismos implicados en la susceptibilidad a

la muerte neuronal debido a la excitotoxicidad en el envejecimiento.

4.1. Efecto del NMDA sobre la Apoptosis Neuronal

Es sabido que la exposicion de neuronas de hipocampo en cultivo a
concentraciones micromolares de NMDA aumenta el nimero de células apoptéticas
(Choi, Maulucci-Gedde et al. 1987). Por ello, lo primero que nos propusimos fue
conocer el efecto del NMDA sobre la apoptosis en nuestro modelo de neuronas de

hipocampo cultivadas durante diferentes DIV.

La excitotoxicidad se indujo tratando las neuronas de hipocampo de

diferentes DIV durante 1 h y a temperatura ambiente con NMDA 100 uM, preparado



en un medio libre de magnesio y junto con el coagonista glicina 10 uM, previo lavado
de las células. Después de la hora, los cristales que contenian las células fueron
devueltos a su medio de cultivo Neurobasal original, y se mantuvieron 24 h en el
incubador. Entonces se cuantifico la apoptosis marcando la fosfatidilserina que se
expone en la cara externa de las membranas de las células apoptéticas con anexina
V. La Figura 70 A muestra imagenes representativas de la transmision y la anexina V
de neuronas control o tratadas con NMDA, a diferentes DIV. Los resultados revelaron
que el NMDA no indujo apoptosis en los cultivos de neuronas jovenes (2 DIV), al
comparar el grupo tratado con NMDA con el grupo control; sin embargo, si aument
de forma significativa el numero de células apoptoticas en neuronas maduras (8 DIV),
efecto que fue aln mayor para las neuronas envejecidas (13 - 16 DIV y 17 - 21 DIV)
(Figura 70 B).

Ademas, el efecto apoptético inducido por el NMDA en los cultivos
envejecidos es dosis-dependiente, pues cuando neuronas envejecidas (16 DIV)
fueron expuestas a concentraciones crecientes de NMDA, las concentraciones mas
altas indujeron un mayor numero de células apoptoticas. Este efecto fue
completamente inhibido por el antagonista de NMDA MK-801 (10 uM) (Figura 70 C).

Estos resultados indican que, de acuerdo con estudios anteriores (Choi,
Maulucci-Gedde et al. 1987), a medida que las neuronas de hipocampo maduran en
el cultivo, aumenta su susceptibilidad al estimulo excitotoxico, en nuestro caso, el
NMDA.
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Figura 70. NMDA induce apoptosis en neuronas maduras y envejecidas de hipocampo.
Neuronas de hipocampo mantenidas en cultivo durante 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21 DIV se trataron
durante 1 h en ausencia (control) o presencia de NMDA (100 uM). La apoptosis se evalu6 24 h
después con anexina V. A. Imagenes representativas del campo claro (transm) y de la
inmunofluorescencia de la anexina V de neuronas en cultivo tratadas o no con NMDA. Las
barras representan 10 um. B. Porcentaje de células apoptoéticas en condiciones control o
tratadas con NMDA. Las barras representan los valores medios + EEM de al menos tres
experimentos procedentes de cultivos independientes. *p<0,05 al comparar con el grupo
control. C. Efecto de diferentes concentraciones de NMDA (10, 30 y 100 uM) sobre neuronas
de hipocampo envejecidas (16 DIV) evaluado con anexina V (n=3 experimentos
independientes; *p<0,05 vs control. #p<0,05 vs 30 uM). Se muestra también el efecto de MK-
801 10 uM al tratar junto con NMDA 100 uM.



4.2. Efecto del NMDA sobre la Seiial de Ca2* Citosoélico

4.21. El Incremento de Ca2* Citosdlico Inducido por NMDA es Mayor
en las Neuronas Envejecidas que en las Jovenes

Debido a que las neuronas envejecidas presentaban mayor vulnerabilidad al
NMDA, decidimos estudiar si este efecto se correlacionaba con un aumento del influjo
de Ca? inducido por el NMDA. Para ello investigamos el efecto del NMDA sobre la

concentracion de CaZ* en neuronas jovenes y envejecidas.

Como hemos mencionado en la seccién de material y métodos, los cultivos
celulares empleados para este trabajo son cultivos mixtos, es decir, no son cultivos
puros en los que solo esta presente un Unico tipo celular, sino que estan presentes
tanto neuronas como células de la glia. Por tanto, es necesario identificar ambos tipos
para poder estudiar de forma separada sus respuestas. Las neuronas se diferencian
facimente de la glia en el microscopio: aparecen en fase brillante cuando se
visualizan en transmision, poseen diferente morfologia, pues presentan procesos
(axones y dendritas) y soma redondeado, y se encuentran en un plano focal diferente
de la capa glial. Ademas, el NMDA provoca aumento en la [Ca#]q en todas las
neuronas presentes en el campo del microscopio pero no en las células de la glia
(Figura 71).

Para estudiar el efecto del NMDA sobre la concentracién de Ca?* citosdlico,
las neuronas fueron estimuladas con NMDA (100 uM) para activar los NMDARs o con
medio alto en K* (145 mM) para activar los VOCs. El incremento de la [CaZ]q fue
medido por imagen de fluorescencia utilizando la sonda de Ca?* fura-2/AM. La Figura
72 muestra imagenes representativas codificadas en escala de pseudocolor de
neuronas de hipocampo a 2, 8 6 >13 DIV antes o tras estimular con NMDA 100 uM o
con K* 145 mM.
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Figura 71. EI NMDA sélo indujo incremento en la [Ca?*]cit en las neuronas presentes en
el campo, pero no en las glias. Cultivos de neuronas y glias de hipocampo fueron cargadas
con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia de Ca2?*. A. Se muestran imagenes en
transmision y de la [Ca%]at (Ratio F340/F380) codificadas en pseudocolor de neuronas en
estado de reposo (basal) y tras la estimulacion con NMDA 100 uM (NMDA). B. Registros
representativos de células individuales de la [Ca2*].i tras el estimulo con NMDA (100 puM) en
neuronas y en células gliales de hipocampo. Las barras representan 10 um.
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Figura 72. Imagenes en pseudocolor representativas de neuronas de hipocampo
sometidas a imagen de fluorescencia. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8 y 14
DIV fueron cargadas con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia de Ca%*. Se muestran
imagenes de [Ca%*].it (Ratio F340/F380) codificadas en pseudocolor de neuronas en estado de
reposo (basal), tras perfusion con NMDA 100 uM (NMDA) y tras perfusién con K* 145 mM
(K*). La escala de pseudocolor se muestra a la derecha (valores de Ratio de 0 (azul) - 1,4
(rojo)). Las barras representan 10 um.



Los resultados reflejaron que el aumento de la [Ca%]q inducido por el NMDA
(cuantificado como el incremento del Ratio F340/F380 (ARatio)) era dependiente de la
edad de los cultivos. La Figura 73 A muestra registros tipicos de aumento de la
[Ca?]gt inducido por NMDA (100 uM) en células individuales a diferentes DIV. Una
segunda estimulacion llevada a cabo en las mismas condiciones tras un lavado de 4
minutos produjo un aumento similar en la [Ca?*].: (Figura 74). Se puede observar que
el aumento de la [Ca?].: fue mayor en las neuronas maduras (8 DIV) que en las
neuronas jovenes (2 DIV), efecto que aumenté significativamente en las envejecidas
(13- 16 DIV y 17 - 21 DIV). Ademas, la [Ca?*]t se mantuvo elevada en las neuronas
envejecidas durante tiempos mas largos. En la Figura 73 B se comparan las
respuestas medias del aumento de la [Ca%]q de neuronas a 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21
DIV inducido por NMDA. Este aumento de la [Ca%*]; fue inhibido completamente por
MK-801 (10 uM) en todos los dias de cultivo estudiados (Figura 74).
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Figura 73. La respuesta a NMDA aumenta con el tiempo de cultivo. Neuronas de
hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21 DIV fueron cargadas con fura-2 y
sometidas a imagen de fluorescencia de Ca2*. A. Trazos representativos de células
individuales (trazos grises) y media = EEM (trazo negro) de la respuesta de la [Ca?*]qt al
estimular con NMDA 100 uM en neuronas de hipocampo a diferentes DIV. B. Media en el
aumento de la [Ca?*]t en respuesta al NMDA (ARatio) (media + EEM, n=32 - 66 células
individuales procedentes de 3 - 6 experimentos independientes; 2p<0,05 al comparar con 2
DIV; bp<0,05 al comparar con 8 DIV; ¢p<0,05 al comparar con 13 - 16 DIV).
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Figura 74. MK-801 inhibe el aumento en la [Ca?*]cit inducido por NMDA en cultivos
jovenes y envejecidos. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13- 16y 17 - 21 DIV
fueron cargadas con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia de Ca?*. A - D. Trazos
representativos de células individuales (trazos grises) y la [Ca?*]t media £ EEM (trazo negro)
de la respuesta a dos estimulaciones con NMDA 100 uM en ausencia o presencia de MK-801
(10 pM) en neuronas cultivadas durante 2 DIV (A), 8 DIV (B), 13 - 16 DIV (C) Y 17 - 21 DIV
(D). Los datos son representativos de 25 - 48 células procedentes de al menos 3 experimentos
independientes.



En algunos experimentos, el NMDA indujo incrementos muy elevados de la
[Ca?*].t, pudiendo limitar la capacidad de la sonda de alta afinidad fura-2 para revelar
diferencias en el aumento de la [Ca#]q. Para solventar esta limitacion, decidimos
repetir algunos experimentos utilizando fura-4F, una sonda de menor afinidad por
Ca?, y por tanto idénea para el registro de grandes incrementos de la [Ca?*].t. Los
resultados muestran que, de forma consistente a lo obtenido para fura-2, el aumento
de la [Ca?]. inducido por NMDA (100 uM) en las neuronas de hipocampo era

pequefio a 2 DIV, y aumentaba a mayores dias de cultivo (Figura 75).
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Figura 75. Aumento en la [Ca?]cit inducido por NMDA y medido con la sonda de baja
afinidad fura-4F. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21 DIV
fueron cargadas con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia Caz*. A - D. Los trazos
muestran registros individuales (trazos en gris) y la media £ EEM (trazos en negro) del
aumento de la [Ca?*].i en respuesta a NMDA 100 uM en neuronas cultivadas durante 2 (A), 8
(B),13-16 (C) y 17 - 21 (D) DIV. E. Media en el aumento de la [Ca?*]it en respuesta al NMDA
medido con fura-4F (ARatio) (media £ EEM, n=24 - 66 células individuales procedentes de 3 -
4 experimentos independientes; *p<0,05 al comparar con 2 DIV; #p<0,05 al comparar con 8
DIV).




4.2.2. Cambios en la Concentracion de Ca2* Inducidos por NMDA se
Correlacionan con la Susceptibilidad a la Apoptosis en las
Mismas Células.

A continuacién decidimos comprobar si las neuronas de hipocampo
envejecidas en las que el NMDA inducia aumento de la [Ca%]. eran susceptibles de
sufrir apoptosis, lo que nos llevé a estudiar ambas caracteristicas de forma simultanea

en las mismas células.

Para ello, las neuronas de hipocampo fueron sometidas a un estimulo de
NMDA 100 pM, y el aumento de la [Ca?*]. fue analizado por imagen de fluorescencia.
Las neuronas permanecieron expuestas a NMDA durante 1 h, tras lo que fueron
lavadas con medio celular externo. 5 h después, se evaluo la apoptosis en las mismas
células empleando el método de anexina V. La Figura 76 muestra un ejemplo de la
evaluacién simultanea en las mismas células del incremento de la [Ca?]q y la

apoptosis por anexina V.

Del numero total de células en las que se evalud conjuntamente la [CaZ]qt y
la apoptosis, un 82 + 9% de las células presentaron apoptosis tras producirse un

aumento de la [CaZ]q debido a la estimulacion con NMDA 100 uM.
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Figura 76. Imagen simultanea del aumento de la [CaZ]:it y de la apoptosis inducida por
NMDA en las mismas neuronas (15 DIV). Las imagenes muestran la transmisién (izquierda),
imégenes en pseudocolor (Ratio F340/F380) antes (basal) y a tiempos diferentes tras la
estimulacion con NMDA 100 pM, y la tincién de las mismas células con anexina V tras varias
horas de tratamiento con el NMDA a la derecha. Las barras representan 10 um. El registro
muestra el aumento de la [Ca?*]t (Ratio F340/F380). La perfusion de las células con NMDA
100 pM durante 60 min aument6 la [Ca%]at en las tres neuronas, e indujo la apoptosis en
ellas. Durante el registro, la luz de excitacién se detuvo por periodos de 10 min (lineas rectas
en el registro) para limitar el dafio debido a la luz UV. Experimento representativo de 5
realizados, 21 células analizadas.

4.2.3. Susceptibilidad a la Excitotoxicidad en Neuronas de
Hipocampo Cultivadas en Ausencia de Suero

Muchos de los autores que realizan sus estudios sobre neuronas de

hipocampo en cultivo, para obtener unos cultivo con un alto porcentaje de neuronas




de hipocampo y la menor contaminacion de células de la glia, realizan los cultivos con
medio de cultivo carente de suero (Yang, Cong et al. 2010). Por ello, algunos de los
experimentos de imagen de Ca?* asi como de muerte por excitotoxicidad se llevaron a
cabo en neuronas que habian sido cultivadas en ausencia de FBS (s6lo medio
Neurobasal y suplemento B27). En estas condiciones, el cultivo obtenido apenas
contenia células gliales, siendo las neuronas de hipocampo el tipo celular
predominante. De esta forma estudiamos el efecto téxico del NMDA en un sistema

desprovisto de glias.

Como se observa en la Figura 77, la respuesta de la [Ca?*];t a 100 uM
NMDA fue similar en neuronas crecidas en presencia de suero (+ FBS) que en
aquellas cultivadas en ausencia de éste (- FBS), resultado que se repitié para todos
los DIV estudiados. Algunos DIV (8 y 17 - 21 DIV) presentan diferencias significativas
con respecto al control (neuronas cultivadas en presencia de FBS), pero se mantiene
el hecho de que la respuesta al NMDA aumenta con el envejecimiento en cultivo
(Figura 77 C).

Sin embargo, en este ambiente carente de células gliales, al evaluar la
muerte inducida por 100 uM NMDA, se puede observar que en aquellas células
cultivadas en ausencia de suero (- FBS), el NMDA indujo apoptosis en el 100% de las
células maduras (8 DIV) y envejecidas de hipocampo (13 - 16 y 17 - 21 DIV) (Figura
78).

Estos resultados nos indican que la presencia de glias en el medio, y por
tanto cultivar las células en un medio con suero, no so6lo no es dafiino para las
neuronas, sino que las glias de alguna forma protegen a las neuronas del estimulo
excitotoxico (NMDA en este caso). De hecho, este es el entorno mas fisioldgico, ya

que las neuronas en el hipocampo estan rodeadas de células de la glia.
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Figura 77. NMDA induce aumento de la [Ca?*]cit en neuronas de hipocampo cultivadas en
presencia y ausencia de suero. A, B. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13 -
16 y 17 - 21 DIV en presencia (A) o ausencia (B) de suero fueron cargadas con fura-2 y
sometidas a imagen de fluorescencia de Ca?*. Los trazos muestran células individuales
representativas (gris) y la media £ EEM (negro) de la respuesta de la [Ca?*]s. C. Valores
medios + EEM del incremento de Ca?* citosdlico (ARatio) inducido por NMDA 100 uM. Las
barras representan la media de 15 - 76 células individuales estudiadas en 2 - 6 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el grupo de células cultivadas en presencia de FBS.
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Figura 78. NMDA induce apoptosis en neuronas de hipocampo cultivadas en ausencia
de suero. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8 y 14 DIV, en ausencia de suero,
fueron tratadas durante 1 h con el solvente (control) o con 100 M NMDA, y la apoptosis fue
evaluada 24 h después por tincion con anexina V. Se muestra el porcentaje de células
apoptdticas. Las barras representan la media + EEM. Experimento representativo de 3
estudiados. *p<0,05 comparado con el grupo control.

4.3. La Expresion de las Diferentes Subunidades del
Receptor de NMDA varia con la Edad del Cultivo

Para comprobar si cambios en la expresion de las subunidades del receptor
de NMDA durante el envejecimiento en cultivo estaban implicados en las diferencias
mostradas en el aumento de la respuesta de la [CaZ]. al NMDA, decidimos realizar
ensayos de inmunofluorescencia de la expresion de las diferentes subunidades del

receptor en células a diferentes DIV.

La Figura 79 A muestra imagenes de inmunofluorescencia de neuronas de
hipocampo marcadas con anticuerpos especificos frente a tres subunidades del
receptor NMDA (NR1 (superior), NR2A (medio), NR2B (inferior)) a diferentes periodos
de cultivo. Analizamos la intensidad de fluorescencia media, tomando el valor de
fluorescencia pixel a pixel de las regiones de interés y promediandolo, para evitar el
posible efecto del aumento del tamafio de las neuronas. La Figura 79 B muestra que

la densidad optica para las subunidades NR1 y NR2A aumenta de forma significativa



con la edad del cultivo. Por el contrario, la densidad optica para la subunidad NR2B
disminuye significativamente a medida que las neuronas envejecen en cultivo. Estos
datos reflejan que las tres subunidades del receptor ya se expresan a 2 DIV y que su

abundancia relativa va cambiando durante el envejecimiento en cultivo.

Teniendo en cuenta que la subunidad NR1 es necesaria para formar el canal
de Ca?* de este receptor, y que su expresién aumenta a medida que las neuronas
envejecen, estos resultados sugieren que la mayor presencia de la subunidad NR1
del receptor NMDA, junto con la subunidad NR2A, estan implicadas en el aumento de

la respuesta de la [Ca?*] al NMDA de las neuronas envejecidas.
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Figura 79. Deteccion por inmunofluorescencia de cambios en la expresion de las
subunidades del receptor de NMDA con el envejecimiento. A. Imagenes de fluorescencia
representativas de las subunidades del receptor NMDA en neuronas de hipocampo cultivadas
durante 2, 8 y 15 DIV. La fila control inferior hace referencia a la ausencia de anticuerpo
primario. La barra representa 10 um y aplica a todas las imagenes. B. Andlisis cuantitativo de
la intensidad de fluorescencia (densidad optica, unidades arbitrarias) para las subunidades
NR1, NR2A y NR2B. Las barras representan media £ EEM (n=12 - 27 células de 2 cultivos
independientes. *p<0,05 comparado con 2 DIV; #p<0,05 comparado con 8 DIV).



4.4. El Incremento de Ca?* Inducido por Despolarizacion
de la Membrana Plasmatica es Mayor para las
Neuronas Envejecidas

De la misma forma evaluamos el efecto de la despolarizacion de la
membrana plasméatica en la [Ca%]q, para lo que se estimularon las neuronas con un
medio con una elevada concentracion de K* (145 mM, afiadido en lugar del Na*). Los
resultados mostraron que el aumento en la [Ca?*].: inducido por alta concentracion de
K* es pequefia a 2 DIV, aumentando ligeramente pero de forma significativa en las

neuronas maduras y envejecidas (Figura 80).
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Figura 80. La respuesta a K* aumenta con el tiempo de cultivo. Neuronas de hipocampo
cultivadas a diferentes DIV fueron cargadas con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia
de Ca2*. A. Trazos de células individuales representativos (trazos grises) y media £ EEM
(trazo negro) de la respuesta de la [Ca%st al estimular con K* 145 mM en neuronas de
hipocampo cultivadas durante 2, 8, 13 - 16 y 17 - 21 DIV. B. Media del aumento de la [CaZ*]cit
en respuesta al K* (ARatio) (media £ EEM, n=27 - 53 células individuales; *p<0,05 al comparar
con 2 DIV; #p<0,05 al comparar con 8 DIV).



4.5. Efecto del NMDA sobre la Seiial de Ca2* Mitocondrial

4.51. El NMDA Induce Sobrecarga de Ca?* en la Mitocondria de
Neuronas Envejecidas

Como sabemos, una de las vias por las que se produce la muerte por
apoptosis requiere la participacion de la mitocondria. Por ello, una vez comprobado
que el NMDA induce incremento de Ca?* en el citosol en el modelo neuronal
estudiado, decidimos estudiar los efectos del NMDA sobre la [Ca2*]mit en las neuronas

a diferentes DIV.

Para monitorizar la [Ca]mi llevamos a cabo experimentos de imagen de
bioluminiscencia de neuronas transfectadas con el plasmido que expresa AEQ
dirigida a mitocondria. Previamente se habia demostrado que la [Ca%]mi puede
aumentar de forma considerable, y que la mayor parte de las medidas de la [Ca?*]mi
habian sido infravaloradas debido a la utilizacion de sondas de alta afinidad por el
CaZ* (Montero, Alonso et al. 2000, Villalobos, Nufiez et al. 2001, Villalobos, Nufiez et
al. 2002). Por esta razén, decidimos utilizar la sonda AEQ de baja afinidad dirigida a
mitocondria (mitGAmut) y desarrollada previamente para monitorizar las altas [Ca?*]
dentro del reticulo endoplasmico (Montero, Alonso et al. 2000). Esta sonda también
contiene GFP para ayudarnos seleccionar las neuronas transfectadas en el campo

(ver Material y Métodos).

La Figura 81 A muestra la fluorescencia debida al GFP (GFP, arriba) y la
bioluminiscencia debida a la AEQ (aequorina, abajo) en neuronas de hipocampo
transfectadas con la sonda mitGAmut y estimuladas con NMDA100 uM. La Figura 81
B refleja el efecto del NMDA 100 uM sobre la [Ca]mi en las neuronas a diferentes
DIV. En las neuronas jovenes (2 DIV), el NMDA no produjo ningiin aumento en la
[Ca?mi; sin embargo, el agonista si produjo un incremento en la [Ca2*].i tanto en
neuronas de hipocampo maduras (8 DIV) como en las envejecidas (>13 DIV), en las

que el aumento de la [Ca%]ni fue incluso significativamente mayor (Figura 81 C).
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Figura 81. NMDA induce sobrecarga de Ca?* mitocondrial en neuronas maduras y
envejecidas de hipocampo. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8 y >13 DIV
fueron transfectadas con AEQ de baja afinidad dirigida a mitocondria y fusionada a GFP
(mitGAmut), incubadas con celenterazina wt y estimuladas con NMDA, para monitorizar la
[Ca]mt mediante imagen de bioluminiscencia. A. Las im&genes muestran la fluorescencia
debida al GFP (superior) y los fotones acumulados debido a la AEQ (inferior) de neuronas de
hipocampo a diferentes DIV. La barra representa 10 um. B. Registros representativos de
respuestas a NMDA 100 uM de Ca2* mitocondrial en célula Unica a 2, 8 y >13 DIV. C. Valores
medios (media £ EEM) del incremento en la [Ca2*]mit inducido por el NMDA. Los datos son
representativos de 8 - 14 células estudiadas en al menos 3 experimentos independientes.
*p<0,05 vs 2 DIV; #p<0,05 vs 8 DIV.




4.5.2. La Sobrecarga de Ca?* Mitocondrial Contribuye a la Apoptosis
Celular Producida por el NMDA en Neuronas de Hipocampo
Envejecidas

Dado que el mayor porcentaje de muerte celular se producia en los cultivos
de neuronas envejecidas, coincidiendo con el momento en que se producia el mayor
aumento de la [Ca?"]m, decidimos estudiar si la inhibicion de éste era capaz de

proteger de la apoptosis en este grupo neuronal.

La entrada de Ca% en la mitocondria depende de su potencial mitocondrial
(AW). Nuestro grupo ha demostrado recientemente que una pequefia despolarizacién
en la mitocondria es suficiente para prevenir la entrada de Ca?* a la misma (Nufiez,
Valero et al. 2006, Valero, Senovilla et al. 2008). De acuerdo con esto, estudiamos los
efectos de una pequefia despolarizacion mitocondrial sobre la muerte neuronal
inducida por NMDA utilizando bajas concentraciones de FCCP, un fuerte
desacoplante mitocondrial, capaz de inhibir la acumulacion de Ca?* en la mitocondria
al inducir la pérdida del AY. Para medir los efectos del FCCP sobre el AW se utilizé la

sonda mitocondrial TMRM, que se acumula en la mitocondria en funcion del AY.

La Figura 82 muestra como el desacoplante FCCP disminuy6 la
fluorescencia del TMRM en las neuronas de hipocampo envejecidas de una forma
dosis dependiente, lo que es consistente con una creciente despolarizacion
mitocondrial. A 100 nM, el FCCP disminuy6 la fluorescencia del TMRM un 25%
aproximadamente, relativo a la pérdida total de fluorescencia que se produciria con
FCCP 10 uM. Nuestro grupo ha estimado anteriormente que la disminucién de la
fluorescencia del TMRM inducida por 100 nM FCCP corresponde con una pérdida de
AY de unos 10 - 20 mV, mientras que el FCCP 10 uM apaga totalmente la
fluorescencia del TMRM, correspondiendo con el colapso de AW (Valero, Senovilla et
al. 2008).



g 100, -
> Lo
Control DE: 80-
= o Control
'
FCCP 100nM § 407 FCCP 100 nM
a0 201 n
S o
T FCCP 10 pM

FCCP 10uM

Figura 82. Efecto del FCCP sobre potencial mitocondrial. Neuronas de hipocampo
envejecidas (>13 DIV) fueron marcadas con TMRM 10 nM para estudiar los efectos del FCCP
sobre el potencial mitocondrial. Las fotos muestran imagenes de fluorescencia de TMRM
(excitacion a 573 nm) en neuronas de hipocampo tratadas 5 min con el vehiculo (control), 100
nM de FCCP o 10 uM de FCCP. La barra representa 10 um. Los trazos muestran registros de
fluorescencia en las neuronas de hipocampo. Los valores de fluorescencia de las células
individuales fueron normalizados respecto al valor antes de la adicion (flecha) tanto del
vehiculo como del FCCP. Cada trazo corresponde a la media de 45 - 67 células y representa
al menos 3 experimentos independientes.

A continuacion, estudiamos el efecto que esta pequefia despolarizacidn
inducida por el FCCP ejercia sobre la captacion de Ca%* mitocondrial. La Figura 83 A
muestra un registro tipico de una neurona individual estimulada con NMDA 100 puM
en presencia del desacoplante. A bajas concentraciones (100 nM), el FCCP previno el
aumento de la [Ca?*]nit inducido por el NMDA, concretamente, inhibi6 el aumento de la
[Ca?*]mit un 45 + 7% (Figura 83 B). La inhibicion de FCCP sobre la captacion de Ca?*
mitocondrial podria ser un efecto secundario a una posible inhibicion de la entrada de
Ca?* a través de la membrana plasmatica. Para descartar esta posibilidad estudiamos
el efecto del FCCP sobre el aumento de la [Ca2*].tinducido por NMDA. Las Figura 83
C y D muestran que el FCCP no inhibié el incremento de la [Ca%]a. De hecho, FCCP
parece retrasar el aclaramiento del Ca?*. Este resultado es consistente con el hecho
de que la mitocondria participa en la captacion de Ca?* cuando se produce un
aumento de la [CaZ*].
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Figura 83. FCCP 100 nM inhibe la sobrecarga de [CaZ*]mit inducida por NMDA, sin inhibir
el incremento de la [Ca?*]cit. El efecto del FCCP sobre el incremento de la [Ca2*]mit y [Ca2*]cit
inducido por NMDA en neuronas envejecidas (>13 DIV) fue estudiado mediante imagen de
bioluminiscencia y fluorescencia respectivamente. Para ello, neuronas transfectadas con el
plasmido mitGAmut o cargadas con fura-2 fueron estimuladas con NMDA 100 uM en
presencia 0 ausencia del FCCP 100 nM. A. Registros representativos de Ca2* mitocondrial en
célula Unica. FCCP inhibi6 el incremento de la [Ca%]mit inducido por NMDA 100 uM. B. Las
barras corresponden a la media + EEM de 24 y 6 células procedentes de al menos tres
cultivos independientes. *p<0,05 comparado con NMDA. C. Trazos representativos de células
individuales (trazos grises) y la [Ca?*]t media £ EEM (trazo negro) de la respuesta a la
estimulacién con NMDA 100 uM en ausencia o presencia de FCCP (100 nM) en neuronas de
hipocampo. FCCP 100 nM no inhibi6 el aumento en la [Ca?*]ct inducido por NMDA. D. Las
barras muestran el incremento de Ca?* + EEM (ARatio) de 32 y 33 células procedentes de 6 y
3 cultivos independientes respectivamente.



Una vez establecidas las condiciones para inhibir especificamente la entrada
de Ca?* en la mitocondria, decidimos estudiar si la disminucion de la entrada de Ca?*
en ésta podria proteger frente a la muerte neuronal que se producia en las neuronas
envejecidas. Para ello, estudiamos el efecto que bajas concentraciones de FCCP
ejercian sobre la muerte neuronal inducida por NMDA 100 uM en las neuronas de
hipocampo envejecidas (>13 DIV). Las neuronas de hipocampo envejecidas fueron
previamente tratadas (10 min) con FCCP (10 nM), tras lo cual se trataron durante 1 h
y a temperatura ambiente con NMDA 100 pyM. Tras la hora, las neuronas se
mantuvieron en FCCP durante 10 minutos adicionales. Posteriormente los cristales
fueron devueltos al medio Neurobasal original, y se mantuvieron 24 h en el incubador.

Tras las 24 h, se midié la apoptosis con anexina V.

Los resultados obtenidos muestran que el FCCP inhibi6 de forma
significativa la apoptosis celular inducida por el NMDA en neuronas de hipocampo
envejecidas (>13 DIV) (Figura 84). Concretamente, el FCCP protegié un 37 + 8 % de
la apoptosis producida cuando las células son tratadas unicamente por NMDA 100
MM.
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Figura 84. FCCP a bajas concentraciones previene la apoptosis celular inducida por el
NMDA. El efecto del FCCP sobre la apoptosis inducida por NMDA fue estudiado en neuronas
de hipocampo envejecidas (>13 DIV). Las barras muestran el porcentaje de células
apoptéticas (media £ EEM, n=6 cultivos independientes; *p<0,05 comparado con el grupo
tratado Unicamente con NMDA).




Estos resultados indican que la inhibicién de la sobrecarga de Ca?* en la
mitocondria mediante una despolarizacion parcial de la misma protege frente a la
toxicidad inducida por el NMDA.

Tras ello, decidimos analizar la contribucién de la mitocondria a la muerte
celular inducida por el NMDA. Como se explico en la introduccién, la mitocondria
participa en la via intrinseca de la apoptosis, donde se produce la apertura de PTPm,
a través del cual se liberan proteinas proapoptéticas como el citocromo C, liberado al
citosol. Para estudiar la liberacion del citocromo C, neuronas a diferentes DIV fueron
tratadas con NMDA (100 pM) durante 1 h y devueltas al medio Neurobasal original,
donde se mantuvieron 24 h adicionales. Posteriormente, la liberacion del citocromo C

fue evaluada con un anticuerpo anti-cit C mediante inmunofluorescencia.

La Figura 85 muestra la liberacion del citocromo C inducida por NMDA s6lo
en los cultivos envejecidos (15 DIV), en los que aparece una deslocalizacién de la

fluorescencia, pero no en los cultivos jovenes o maduros (2 DIV y 8 DIV).

Estos resultados reflejan la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial
en la apoptosis inducida por NMDA en las neuronas envejecidas de hipocampo (>13
DIV).

Por lo tanto, el siguiente paso fue evaluar si el NMDA era capaz de
desencadenar la apertura del PTPm. Para ello, neuronas envejecidas fueron
cargadas con calceina y Co?* (ver material y métodos). Los resultados muestran que
el NMDA provoca la disminucion de la fluorescencia de la calceina, debido a una
apertura del PTPm (Figura 86 A). Ademas, la apoptosis inducida por el NMDA en las
neuronas envejecidas fue inhibida por ciclosporina A (1 uM), un bloqueante del PTPm
(Figura 86 B).
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Figura 85. NMDA induce la liberacion del citocromo C en las neuronas envejecidas de
hipocampo. Se muestra la inmunofluorescencia contra el citocromo C en neuronas de
hipocampo a 2, 8 y 15 DIV, tratadas en ausencia (Control) o presencia de NMDA 100 uM
durante 1 h. También se muestran los nicleos tefiidos con dapi y la mezcla de las dos
imégenes (combinada). Las barras representan 10 um. Experimento representativo de 10, 14,
5,8, 11y 10 células procedentes de 3 experimentos independientes respectivamente.
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Figura 86. EI NMDA induce muerte celular mediada por la mitocondria en los cultivos
envejecidos de hipocampo. A. Neuronas envejecidas en cultivo (15 DIV) fueron incubadas
con calceina/Co?* y tratadas con NMDA 100 uM para medir la disminucion de la fluorescencia
debido a la apertura del PTPm. Los trazos muestran registros de células individuales de la
intensidad de fluorescencia de células estimuladas con NMDA (100 uM). Experimento
representativo de 4 independientes, 15 células estudiadas. B. Efecto de la ciclosporina (1 puM)
sobre la apoptosis inducida por el NMDA (100 uM, 1 h) en neuronas de hipocampo de 15 DIV,
evaluado tras 24 h con anexina V (n=3 experimentos independientes; *p<0,05 vs Control;
#p<0,05 vs NMDA).

4.6. Efecto de los Anti-Inflamatorios No Esteroideos sobre
la Apoptosis Celular Inducida por el NMDA

4.6.1. Los AINEs Despolarizan la Mitocondria e Inhiben la Sobrecarga
de Ca?* Mitocondrial

Los resultados anteriores nos hicieron plantearnos si compuestos con
capacidad de despolarizar parcialmente la mitocondria serian capaces de inhibir la
sobrecarga de la [Ca2*]i, protegiendo de la excitotoxicidad neuronal producida por el

NMDA. Esto nos llevd a pensar en los AINEs, acidos lipofilicos de estructura similar a



los desacoplantes mitocondriales, formados por un &cido carboxilico débil unido a un
anillo aromatico. Recientemente, nuestro grupo ha mostrado que el salicilato, principal
metabolito de la aspirina, y otros AINEs, empleados a baja concentracién,
despolarizan la mitocondria e inhiben la sobrecarga de Ca%* mitocondrial en células
de carcinoma humano (Nufiez, Valero et al. 2006) y en cultivos primarios de neuronas
de cerebelo (Sanz-Blasco, Valero et al. 2008), aparte de su capacidad para inhibir la
COX. Ademas, ciertos estudios han mostrado que algunos AINEs pueden proteger a
las neuronas frente a la excitotoxicidad in vitro (Asanuma, Nishibayashi-Asanuma et

al. 2001) e in vivo (Madathil, Karuppagounder et al. 2013).

El primer paso fue estudiar el efecto que ciertos AINEs ejercian sobre el
potencial mitocondrial. La Figura 87 muestra como una bateria de AINEs, incluyendo
salicilato, sulfuro de sulindac, indometacina, ibuprofeno y R-flurbiprofeno, el
enantiomero carente de actividad anti-inflamatoria (Figura 87 A - E respectivamente),
disminuyeron la fluorescencia del TMRM en neuronas de hipocampo, consistente con
una despolarizacién parcial de la mitocondria. También se muestran los efectos de
FCCP a 10 uM (trazos inferiores en cada panel), una concentracién que colapsa
completamente el potencial mitocondrial. En esta figura se observa que el salicilato, a
una concentracién de 100 uM, y los demas AINEs a concentraciones muy bajas (1
MM), incluyendo el R-flurbiprofeno, produjeron una despolarizacién mitocondrial
similar a la producida por FCCP a 100 nM. La Figura 87 F muestra que los AINEs
(salicilato) no disminuyen la fluorescencia en células tratadas con Calceina/cobalto, lo
cual sugiere que no promueven la apertura del PTPm a estas bajas concentraciones

empleadas.
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Figura 87. Los AINEs despolarizan la mitocondria en neuronas de hipocampo. A - E.
Efecto de diferentes AINEs sobre el potencial mitocondrial medido con TMRM. Cada trazo
corresponde a la media normalizada de los valores de fluorescencia de 34 - 42 células
tratadas (flecha) con el vehiculo (control) o con salicilato (A, 100 uM), sulfuro de sulindac (B, 1
MM), indometacina (C, 1 uM), ibuprofeno (D, 1 uM) y R-flurbiprofeno (E, 1 uM) (trazos en
rojo). Se perfundié también FCCP a 10 uM para comparar con condiciones en las que el
potencial mitocondrial se colapsa completamente. Cada grafica es representativa de al menos
3 experimentos independientes. F. Los trazos muestran registros de células individuales de la
intensidad de fluorescencia de la calceina/Co?*de células estimuladas con salicilato (100 uM).
Experimento representativo de 3 independientes, 13 células estudiadas.



Tras confirmar que los AINEs eran capaces de despolarizar la mitocondria,
estudiamos su efecto sobre el aumento de la [Ca2*]mt inducido por el NMDA. Para
ello, neuronas de hipocampo transfectadas con el plasmido que expresa la AEQ
mutada dirigida a mitocondria y asociada a GFP (mutGAmit) fueron sometidas a
imagen de bioluminiscencia. Los AINEs fueron utilizados en la misma concentracion
empleada para la despolarizacién mitocondrial (ensayos de TMRM), sabiendo que
producen una despolarizacién cuantitativamente similar a la inducida por FCCP 100
nM.

La capacidad de los AINEs para inhibir la sobrecarga de Ca?* mitocondrial se
muestra en la Figura 88, donde aparecen registros tipicos en célula unica del
aumento en la [Ca2*]mi inducido por el NMDA en ausencia o presencia de varios
AINEs. Concretamente, salicilato (100 uM) inhibié un 45 £ 13% la entrada masiva de
Ca? a la mitocondria inducida por el NMDA. Sulindac, indometacina, ibuprofeno y R-
flurbiprofeno, utilizados a una concentracion 1 uM, disminuyeron un 44 + 8%, 33
6%, 44 + 9% y 44 + 5% respectivamente el aumento de la [CaZ]wi inducido por el
NMDA en neuronas envejecidas de hipocampo (>13 DIV) (Figura 88 E). Estos
resultados indican que los AINEs, a bajas concentraciones, inhiben la entrada masiva
de Ca? en la mitocondria inducida por el NMDA en neuronas envejecidas de

hipocampo.

Este efecto es probablemente debido a la despolarizaciéon mitocondrial, y no
a la inhibicion de la entrada de Ca?* a través de la membrana plasmatica. Para
confirmar este hecho, estudiamos el efecto de los AINEs sobre el incremento de la
[Ca?]qt inducido por el NMDA. La Figura 89 muestra que ninguno de los AINEs
probados, incluyendo salicilato, sulfuro de sulindac, indometacina (no mostrado),
ibuprofeno (no mostrado) y R-flurbiprofeno, inhibieron el incremento de [CaZ]g
inducido por el NMDA. Es mas, no sélo no disminuyeron el aumento de [Ca?*]., sino

que lo aumentaron ligeramente (Figura 90).
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Figura 88. Los AINEs inhiben la sobrecarga de la [Ca?]mit inducida por NMDA en
neuronas envejecidas de hipocampo. Neuronas transfectadas con el plasmido mitGAmut
fueron estimuladas con NMDA 100 uM en ausencia o presencia de diferentes AINEs. A - D.
Registros representativos de neuronas individuales del efecto de algunos AINEs sobre el
aumento de la [Ca2*]mit inducido por el NMDA en neuronas envejecidas. Salicilato 100 uM,
sulindac 1 uM y R-flurbiprofeno 1 uM inhibieron el incremento de la [CaZ]mit inducido por
NMDA 100 uM. Indometacina 1 uM e ibuprofeno 1 uM produjeron resultados similares
(registros no mostrados). E. Las barras corresponden a la media + EEM de 24,6, 13,7, 7y 7
células procedentes de 13, 4, 5, 3, 3 y 3 cultivos independientes ([Ca?*]mt normalizado
respecto al control). *p<0,05 comparado con NMDA.
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Figura 89. Registros de imagen de fluorescencia de neuronas de hipocampo
estimuladas con NMDA en presencia de AINEs. El efecto de diferentes AINEs sobre el
incremento de la [Ca?*]ct inducido por NMDA en neuronas envejecidas (>13 DIV) fue
monitorizado mediante imagen fluorescencia. Para ello, las neuronas fueron cargadas con
fura-2 y estimuladas con NMDA 100 uM en presencia o ausencia del correspondiente AINE. A
- D. Salicilato (100 M), sulfuro de sulindac (1 uM), R-flurbiprofeno (1 uM) no inhibieron el
incremento en la [Ca?*]ct inducido por NMDA. Indometacina 1 uM e ibuprofeno 1 uM
produjeron resultados similares (registros no mostrados). Se muestran registros de 4 6 5
células individuales representativas de 40, 38, 33 y 32 células estudiadas en al menos 3
experimentos independientes, respectivamente.
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Figura 90. Los AINEs no inhiben el aumento de la [Ca?*].it inducido por el NMDA. Las
barras muestran la media del incremento de Ca?* + EEM (ARatio) de 40, 38, 33, 25, 30 y 32
células procedentes de 6, 5, 3, 3, 3 y 3 cultivos independientes.

Debido a que el fura-2 es una sonda de alta afinidad, y a que el NMDA
produce grandes aumentos de Ca2?* en las neuronas envejecidas, podria pensarse
que el efecto inhibitorio de los AINEs sobre la [Ca%]q: se pierde al saturarse la sonda.
Para evitar esta limitacion, decidimos repetir alguno de estos experimentos
empleando la sonda de baja afinidad para Ca?* fura-4F. Encontramos que los AINEs
(salicilato) no tuvieron ningun efecto sobre el aumento de la [Ca?*].t que el NMDA
(100 uM) producia en neuronas de hipocampo cargadas con fura-4F (Figura 91 A).

Los datos promedio se muestran en la Figura 91 B.

Estos resultados, junto con los anteriores, sugieren que los AINEs, utilizados
a bajas concentraciones, inhiben de forma especifica la sobrecarga de Ca?
mitocondrial inducida por el NMDA debido a una despolarizacion parcial de ésta, sin

afectar al influjo de Ca?* citosdlico a través de la membrana plasmatica.



>
o

1,0- FURA 4F _0,6- FURA 4F
°
o 1 min g
O 0,81 = g
P &
L - I
g 8 0,4 T
)
2 3
o <
= o 0,21
©
& g
o
- -_— E
0,01 NMDA NMDA 0,0 CulSal
Salic u
NMDA

Figura 91. Los AINEs no inhiben el aumento en la [Ca?*]it inducido por NMDA medido
con la sonda de baja afinidad fura-4F. Neuronas envejecidas de hipocampo (>13 DIV)
fueron cargadas con fura-4F, estimuladas con NMDA (100 uM) en ausencia o presencia de
AINE (salicilato) y sometidas a imagen de fluorescencia de Ca2*. A. Los trazos muestran
registros individuales (trazos en gris) y la media + EEM (trazo en negro) del aumento de la
[Ca?*]cit en respuesta a 100 uM NMDA en presencia de salicilato empleando fura-4F. B. Las
barras representan la media £ EEM del aumento de la [Ca2*]ct(ARatio) en respuesta al NMDA
en ausencia o presencia de salicilato evaluado con fura-4F (n=24 y 26 neuronas individuales
procedentes de 4 experimentos independientes).

4.6.2. Los AINEs Previenen la Apoptosis Celular Inducida por el
NMDA en Neuronas Envejecidas

Como hemos visto anteriormente, la sobrecarga de la [CaZ]mi contribuye a la
muerte neuronal inducida por el NMDA. Por ello, nos planteamos si los AINEs, que
inhiben la entrada de Ca?* a la mitocondria, eran capaces de prevenir la muerte
celular inducida por el NMDA en las neuronas envejecidas. Para responder esta
pregunta, estudiamos el efecto de diferentes AINEs sobre la apoptosis celular
inducida por el NMDA.

La concentracion empleada de éstos fue similar a la usada para producir la
despolarizacién mitocondrial. Los AINEs fueron afiadidos 30 minutos antes, durante y
30 minutos después al tratamiento de una hora con el NMDA 100 pM. Posteriormente

las células se devolvieron a su medio Neurobasal original. La apoptosis se evalu6 24



h después con anexina V. La Figura 92 muestra imagenes representativas de células
apoptoticas tratadas con NMDA 100 uM durante 1 h en ausencia o presencia de
salicilato. También se muestra el porcentaje de células apoptéticas. Asi, salicilato 100
MM inhibié la apoptosis celular inducida por NMDA en neuronas de hipocampo, dado
que el porcentaje de neuronas apoptéticas disminuyd en comparacion con el de
neuronas tratadas unicamente con NMDA. Concretamente, salicilato 100 uM previno
de la apoptosis neuronal un 72 + 9%. Ademas, sulfuro de sulindac 0,5 uM,
indometacina 1 uM, ibuprofeno 1 uM y R-flurbiprofeno 0,5 uM, también protegieron
de la muerte celular inducida por el NMDA (Figura 92). En concreto, la proteccion fue
de 46 + 6% para sulindac 0,5 uM; 55 + 8% para indometacina 1 uM; 66 + 7% para
ibuprofeno 1 uM; y 65 + 8% para R-flurbiprofeno 0,5 uM. Ninguno de los AINEs

probados resulté toxico para las neuronas de hipocampo a esa concentracion.

Estos resultados sugieren que los AINEs, empleados a bajas
concentraciones, son capaces de proteger a las neuronas de hipocampo envejecidas
frente a la muerte inducida por el NMDA y por tanto frente a la excitotoxicidad que

éste produce, actuando probablemente sobre la captacién de Caz* mitocondrial.
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Figura 92. Los AINEs previenen la apoptosis celular inducida por NMDA en neuronas de
hipocampo envejecidas. Neuronas de hipocampo cultivadas durante >13 DIV fueron tratadas
durante 1 h con NMDA 100 uM en ausencia o presencia de AINE, y la apoptosis fue evaluada
24 h después por incubacion con anexina V. A, Imagenes representativas de transmision
(Transm) e inmunofluorescencia (Anx V) de neuronas envejecidas tratadas con NMDA en
ausencia o presencia de salicilato. Las barras representan 10 um. B - F, Las barras muestran
el porcentaje de células apoptoticas en condiciones control, 100 uM NMDA, 100 uM NMDA +
AINE y AINE solo. Los datos corresponden al efecto del salicilato 100 uM (B), sulindac 0,5 uM
(C), indometacina 1 uM (D), ibuprofeno 1 uM (E) y R-flurbiprofeno 0,5 uM (F). n=5,7, 4,3y
5 réplicas procedentes de cultivos independientes para cada tratamiento (media + EEM).
*p<0,05 vs. NMDA so6lo; #p<0,05 vs. control.




5. Neurotoxicidad Causada por Oligémeros de A1.s2
en Agudo en el Envejecimiento

Como hemos explicado anteriormente, el envejecimiento resulta un factor
clave en el efecto tdxico que produce el péptido amiloide AB. El mecanismo por el que
el AB produce neurotoxicidad no esta claro hasta la fecha, pero muchos estudios
sefialan a la alteracion de la homeostasis del CaZ* como un agente crucial para la
degeneracién que éste provoca (Mattson, Cheng et al. 1992). Por ello, decidimos
estudiar el efecto de los oligomeros de AB+42 en la homeostasis del Ca?* y en la
toxicidad que producen sobre las neuronas en nuestro modelo de envejecimiento a
largo plazo. Resultados previos de nuestro grupo (Sanz-Blasco, Valero et al. 2008)
muestran que en granos de cerebelo, los oligomeros de AP+.42 promovian la entrada
de Ca?*y la apoptosis, por lo que decidimos extender el estudio al cultivo de neuronas

de hipocampo jovenes y envejecidas.

5.1. Efecto Agudo de los Oligébmeros de Ai.42 sobre la
Sefal de Ca?*

5.1.1. La Respuesta de Ca?* Citosolico a AP142 Aumenta en las
Neuronas Envejecidas

Lo primero que estudiamos fue el efecto agudo de los oligomeros de APi42
sobre la [Ca%]s en neuronas jovenes y envejecidas mediante imagen de
fluorescencia, para conocer si la respuesta provocada por éstos era diferente. Las
neuronas, cargadas con fura-2, fueron estimuladas con AB1.42(2 M), y se monitorizo
su efecto inmediato sobre la [Ca?]i mediante imagen de fluorescencia. La Figura 93
muestra como los oligémeros del péptido AB+.42 produjeron incrementos en la [Ca?*]g
en las neuronas de hipocampo, que aumentaron significativamente a medida que las

neuronas envejecian en cultivo (Figura 94). A 2 DIV, aproximadamente, sélo el 40%



de las células presentes en el campo respondieron a AB+42 con un aumento de la
[Ca?]t.
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Figura 93. Los oligobmeros de AB14 en agudo inducen incremento en la [Ca?*]cit en
neuronas de hipocampo en cultivo. Neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8 y >13
DIV fueron cargadas con fura-2 y sometidas a imagen de fluorescencia de CaZ*. Se muestran
imagenes en pseudocolor la imagen de fluorescencia de Ca?* de neuronas antes (basal) y tras
perfundir los oligbmeros de AB+42 (AB142). La escala de pseudocolor se muestra a la abajo
(valores de Ratio de 0 (azul) - 1,2 (rojo)). Las barras representan 10 um. Los trazos en gris
muestran registros en células individuales representativos de la [Ca?*]ct en respuesta a AB142
(2 uM) y NMDA (100 pM) en neuronas de hipocampo cultivadas durante 2, 8 y >13 DIV. Los
trazos en negrita representan la media £ EEM del aumento de la [CaZ*]ci.
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Figura 94. El incremento de la [Ca?*]ct en neuronas de hipocampo inducido por los
oligomeros de Af+..2 aumenta con el envejecimiento en cultivo. Las barras representan el
aumento de la [Ca?*]:t (ARatio) en respuesta a AB142 de neuronas cultivadas durante
diferentes DIV (media + EEM; n=10 - 59 células de 2 - 9 cultivos independientes). *p<0,05
comparado con 2 DIV; #p<0,05 comparado con 8 DIV.

5.1.2. Los Oligémeros de ABi.42 Inducen Sobrecarga de Ca2* en la
Mitocondria de Neuronas Envejecidas

Tras evaluar el efecto de los oligomeros del péptido amiloide en agudo sobre
la [Ca%]at, nos propusimos estudiar el efecto de éstos sobre el Ca?* mitocondrial, y
observar las posibles diferencias en cuanto a la captacion de Ca2* mitocondrial en
funcion de los DIV de las neuronas. Para ello, las neuronas a los correspondientes
DIV fueron transfectadas con AEQ de baja afinidad dirigida a mitocondria (mitGAmut)
y reconstituidas con celenterazina n durante 2 h. Finalmente la [Ca%]ni fue medida
por imagen de bioluminiscencia. La Figura 95 A muestra la fluorescencia de
neuronas a diferentes DIV transfectadas con mitGAmut (GFP) y la bioluminiscencia
emitida (aequorina) por éstas tras haber sido estimuladas con los oligémeros AB1.42 2
MM. Se puede observar que ABi42 no produjo incremento de la [CaZ]mi en las
neuronas jovenes (2 DIV), pero si en las neuronas maduras (8 DIV) y en las
envejecidas (>13 DIV) (Figura 95 B). El incremento de la [CaZ]mit producido aumentd

de forma significativa a medida que los cultivos envejecian (Figura 95 C).
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Figura 95. Los oligomeros de AB1.42 inducen aumento de Ca?* mitocondrial en neuronas
de hipocampo, siendo el efecto mayor en las neuronas envejecidas. Neuronas de
hipocampo cultivadas durante 2, 8 y >13 DIV fueron transfectadas con el plasmido de
mitGAmut dirigido a mitocondria y sometidas a imagen de bioluminiscencia para monitorizar la
[CaZmit. A. Las fotos muestran imagenes representativas de la fluorescencia emitida por GFP
(superior) y la emisién de fotones acumulados (bioluminiscencia, inferior) de neuronas de
hipocampo cultivadas a diferentes DIV. La escala de pseudocolor se muestra a la derecha de
cada imagen. Las barras blancas representan 10 um. B. Los trazos muestran registros
representativos de célula unica de la respuesta de la [Ca?*]mit a AB1422 M a 2, 8 y >13 DIV.
C. Valores medios (media £ EEM) del incremento de la [Ca?*]mt inducido por AB142. Datos
representativos de 5 - 7 células estudiadas en al menos 3 experimentos independientes.
*p<0,05 vs 2 DIV. #p<0,05 vs 8 DIV.




5.2. Efecto de los Oligobmeros de AB1.4s2 sobre la Apoptosis
Neuronal

Tras observar que los oligdmeros de AR+, causaban un efecto diferente
sobre el Ca?" citos6lico y mitocondrial en funcién del grado de madurez de las
neuronas, nos planteamos estudiar si la exposicion de los cultivos de hipocampo a los
oligémeros de AB1.42 desencadenaba diferente grado de neurotoxicidad en funcién de
los DIV.

5.2.1. Los Oligdmeros de Ap1.42 Inducen Apoptosis en Neuronas de
Hipocampo Envejecidas

Con este proposito, investigamos el efecto de los oligémeros de AB1.42 sobre
la apoptosis producida en las neuronas de hipocampo cultivadas durante diferentes
DIV. Para ello, neuronas mantenidas en cultivo durante 2, 8 6 >13 DIV fueron
incubadas con oligomeros de ABi42 2 UM durante 1h, tras lo que se devolvieron al
pocillo con su medio Neurobasal original, donde se mantuvieron 24 h adicionales.
Pasado este tiempo, la apoptosis se evalud por tincién con anexina V mediante
fluorescencia. Como grupo control se consider6 el tratamiento con MEM, que es el
solvente en el que los oligémeros fueron disueltos. En la Figura 96 A se muestran
campos representativos de neuronas en transmision (Transm) y la fluorescencia del
mismo tras la incubacién con anexina V (Anx V). El porcentaje de neuronas
apoptoticas en los cultivos celulares a diferentes DIV aparece reflejado en la Figura
96 B. AB1.42 no indujo apoptosis en las neuronas jovenes (2 DIV) (4,8 + 1,8 control vs.
58 £ 1,1 AB142). Sin embargo, si provocd apoptosis en neuronas maduras (8 DIV)
(4,2 £ 1,0 control vs. 10,3 + 1,9 AB1.42) de forma significativa, efecto que aumenté de
forma draméatica para las neuronas envejecidas (>13 DIV) (8,6 + 0,8 control vs. 35,7 +
3,6 AB1.42).
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Figura 96. Las neuronas de hipocampo maduras y envejecidas son mas susceptibles a
la toxicidad por AB1.42 que las jévenes. Neuronas primarias de hipocampo cultivadas durante
2, 8 y >13 DIV fueron tratadas durante 1 h en ausencia (control) o presencia de AB142 2 uM.
La apoptosis fue evaluada 24 h después por incubacion con anexina V. A. Microfotografias
representativas de transmision (Transm) y de la inmunofluorescencia de la anexina V (Anx V)
de las neuronas en cultivo. Las barras representan 10 um. B. Cuantificacién de células
apoptoticas de los grupos control y tratadas con los oligdmeros de AB1.42 2 UM. Los valores
estan representados como la media £ EEM (en %) de 5, 6 y 10 experimentos procedentes de
cultivos independientes respectivamente. *p<0,05 comparado con el grupo control; #p<0,05
comparado con 2y 8 DIV.




Estos resultados de muerte neuronal, junto con los obtenidos por imagen de
fluorescencia y bioluminiscencia, indican que los oligémeros de AB+.42 inducen entrada
de Ca?* al citosol a través de la membrana plasmatica, seguida por una sobrecarga
de Ca% mitocondrial, especialmente en las neuronas maduras y envejecidas de
hipocampo. Asi mismo, los oligomeros de AB+.42 provocan muerte por apoptosis,

efecto que aumenta a medida que las neuronas envejecen en el cultivo.

5.2.2. La Sobrecarga de Ca?* Mitocondrial Contribuye a la Apoptosis
Celular Producida por Api.42 en Neuronas de Hipocampo
Envejecidas

Como sabemos, el proceso de apoptosis puede implicar la sobrecarga de
Caz mitocondrial. Por ello, una vez determinado que los oligomeros de ABi42
inducian sobrecarga de Ca2* mitocondrial y muerte neuronal, decidimos estudiar si la
sobrecarga de Ca?* mitocondrial era un factor clave en la muerte celular provocada
por los oligbmeros en las neuronas maduras y envejecidas. Para ello estudiamos el
efecto de la inhibicién de la captacion mitocondrial de Ca2* sobre la toxicidad inducida

por AB1.42.

Como ya se ha comentado anteriormente, la entrada de Ca?* a la mitocondria
depende exponencialmente del potencial mitocondrial, AW, y una pequefia
despolarizacién de ésta es suficiente para prevenir la entrada de Ca2?* en la misma.
Empleamos el desacoplante mitocondrial FCCP a bajas concentraciones (100 nM),
para bloquear la captacion de Ca?* mitocondrial, en neuronas permeabilizadas (ver
material y métodos). Para ello, las células fueron perfundidas con medio celular
interno, previa aplicacién de digitonina 50 UM durante 1 min para permeabilizar la
membrana mitocondrial. Posteriormente, las neuronas se perfundieron con el mismo
medio interno conteniendo 200 nM de Ca?", en ausencia o presencia del FCCP. Tras
5 min de incubacion, se aplicé Ca2* 10 uM en el mismo medio interno en presencia o
ausencia de FCCP. Los resultados muestran que a esta baja concentracion, el FCCP

previno el aumento de la [Ca?*]wit inducido por Ca* 10 uM (Figura 97 A, B).



Para comprobar si este efecto era especifico de la mitocondria, se estudio el
efecto del FCCP 100 nM sobre la entrada de Ca?* al citosol. Los resultados apuntan a
que este efecto es ciertamente especifico de la mitocondria, pues el mismo
tratamiento con FCCP no afectd al aumento de la [Ca%]q inducido por A+ (Figura
97C,D).

A continuacién estudiamos si evitando esta sobrecarga de la [Ca?*]mt la
apoptosis celular se ve reducida. Para comprobarlo evaluamos el efecto del
tratamiento conjunto de FCCP y los oligomeros de ABi... Para ello, neuronas
envejecidas en cultivo fueron tratadas con los oligdmeros de ABi42 2 UM durante 1 h
en medio celular externo, tras lo que fueron lavadas una vez y devueltas al medio
Neurobasal original, donde permanecieron 24 h adicionales. Como control, se empled
MEM, que es el solvente donde se disuelven los oligomeros de ABi4. Tras las 24 h,
la apoptosis fue evaluada mediante fluorescencia gracias a la incubacion con anexina
V.

La Figura 98 muestra como el FCCP inhibi6 de forma significativa la
apoptosis celular inducida por el AB142 en neuronas de hipocampo envejecidas (>13
DIV). Concretamente, el FCCP a una concentracién de 10 nM protegid un 48 £ 7 %
de la apoptosis producida en las células cuando éstas son tratadas Unicamente por

los oligémeros de ABi42 2 M.

Estos resultados sugieren que la inhibicion de la sobrecarga de Ca# en la
mitocondria mediante una despolarizacién parcial de la misma protege frente a la

neurotoxicidad inducida por los oligdmeros de AB+.42 en las neuronas envejecidas.
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Figura 97. La sobrecarga de la [CaZ*]mit contribuye a la neurotoxicidad inducida por Ap1.
42 en neuronas envejecidas. A. Estudio del efecto del desacoplante mitocondrial FCCP sobre
la captacién de Caz*. Neuronas de hipocampo de 8 - 12 DIV fueron transfectadas con AEQ de
baja afinidad dirigida a mitocondria y sometidas a imagen de bioluminiscencia. Las neuronas
fueron posteriormente permeabilizadas en medio intracelular conteniendo 200 nM de Ca?* (ver
métodos) y tratadas con FCCP 100 nM. Seguidamente fueron perfundidas con el mismo medio
intracelular conteniendo Caz* 10 uM para estimular la captacion de Ca2* mitocondrial. Los
trazos muestran registros representativos de la [Ca?*]mt de células individuales antes y
después de la estimulacién con Ca?* 10 uM en ausencia (izquierda) o presencia (derecha) de
FCCP. B. Las barras representan el valor medio + EEM de 7 y 6 células respectivamente,
procedentes de al menos 3 cultivos independientes. *p<0,05 comparando con Caz* 10 uM
solo. C. El efecto del FCCP sobre el aumento de la [Ca?*]cit inducido por AB142 fue estudiado
en neuronas de hipocampo envejecidas. Los trazos muestran registros representativos de la
respuesta a AB142 (2 uM) de la [Ca?*]iten célula Unica, antes y después de perfundir FCCP. D.
Las barras presentan el valor medio del incremento de [Ca2*]it + EEM (ARatio) de 59 y 23
neuronas individuales procedentes de 9 y 3 cultivos respectivamente.
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Figura 98. El FCCP reduce la apoptosis celular inducida por los oligdmeros del péptido
AB1.42. El efecto del FCCP sobre la apoptosis inducida por los oligdmeros de AB142 fue
estudiado en neuronas envejecidas de hipocampo (>13 DIV). Las neuronas fueron expuestas
a los oligémeros de AB+42 (2 UM, 1 h) en ausencia o presencia de FCCP 10 nM. La apoptosis
fue evaluada a las 24 h mediante el método de anexina V. Las barras muestran el incremento
de la apoptosis normalizado con respecto al control (media + EEM, n=7 experimentos
independientes. *p<0,05 comparado con el grupo tratado exclusivamente con Ap1-42).

5.3. Efecto de los AINEs sobre la Neurotoxicidad Inducida
por los Oligémeros de AB1.42

5.3.1. Los AINEs Inhiben la Sobrecarga de Ca2* Mitocondrial

A continuacion, nos preguntamos si los AINEs, de estructura similar a los
desacoplantes mitocondriales, serian capaces de disminuir la neurotoxicidad
producida por los oligdmeros de AB1.4 al reducir la sobrecarga de Ca?* mitocondrial

que éste produce.

En base a ello, estudiamos el efecto que los AINEs tenian sobre la captacion
de Ca?* mitocondrial, empleando neuronas hipocampales transfectadas con AEQ de
baja afinidad (mitGAmut), permeabilizadas y estimuladas con 10 uyM de Ca?, y

sometidas a imagen de bioluminiscencia. La Figura 99 muestra registros tipicos del




aumento de la [Ca?*]mi en célula Unica producido al estimular con 10 uM de Ca?*, en

ausencia (Figura 99 A) o presencia de los AINEs (Figura 99 B - F).
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Figura 99. Los AINEs inhiben la sobrecarga de la [Ca?*]mit inducido por Ca2* 10 uM en
neuronas de hipocampo permeabilizadas. Los trazos muestran registros representativos del
efecto de los AINEs sobre el aumento de la [CaZ]mtinducido por Ca?* 10 uM en neuronas
individuales. Neuronas de hipocampo de 8 - 12 DIV fueron transfectadas con el plasmido
mitGAmut y sometidas a imagen de bioluminiscencia para monitorizar la [Ca2*]mit. Las neuronas
fueron permeabilizadas en medio interno, incubadas con salicilato 100 uM (B) o sulindac (C),
R-flurbiprofeno (D), indometacina (E) e ibuprofeno (F) 1 uM y estimuladas con Ca?* 10 uM.
Representativo de 4 - 7 células procedentes de al menos 3 experimentos independientes.
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Figura 100. Inhibicién de la sobrecarga de la [Ca?*]mit inducido por Ca2* 10 uM. Las barras
representan la inhibicién de los AINEs de la sobrecarga de la [CaZ]mit inducido por Ca2* 10 yM
en neuronas de hipocampo de 8 - 12 DIV. Las barras reflejan la media + EEM de 3 - 7 células
estudiadas en al menos 3 experimentos independientes por cada condicién. *p<0,05
comparado con los AINEs.

Todos los AINEs estudiados inhibieron la captacion de Ca2* mitocondrial al
estimular con Caz*10 uM (Figura 100). Este efecto es especifico de la mitocondria,
puesto que ninguno de los AINEs empleados evitd el aumento de la [Ca2*]. inducida
por los oligdmeros de A+ (Figura 101 A - D). La grafica de barras mostrada en la
Figura 101 E representa los valores medios + EEM del aumento de la [Ca%]g

inducida por los oligdmeros de AB+.42en presencia del correspondiente AINE.

Estos resultados, junto con los anteriores, indican que los AINEs, a bajas
concentraciones, inhiben de forma especifica la sobrecarga de Ca?* mitocondrial
inducida por 10 uM de Ca? en neuronas permeabilizadas, debido a una
despolarizacién parcial de la mitocondria, sin afectar al flujo de Ca?* citosélico que se

produce a través de la membrana plasmatica.
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Figura 101. Los AINEs no previenen el aumento de la [Ca?*]cit inducido por AB1.42. A - D.
Registros representativos en células individuales del efecto de varios AINEs sobre la [Ca?*]ci
inducido por AB142 en neuronas envejecidas de hipocampo (>13 DIV). E. Valores medios
(media £ EEM) de los aumentos de la [Ca?*]:t (ARatio) inducido por AB142 en ausencia o
presencia de salicilato 100 uM, sulindac 1 uM o R-flurbiprofeno 1 uM (datos procedentes de
18 - 60 células estudiadas en 3 - 9 experimentos independientes).




5.3.2. Los AINEs Previenen la Apoptosis Celular Inducida por los
Oligomeros de AB1.s2 en Agudo en Neuronas Envejecidas

Puesto que la sobrecarga de la [Ca?*]wi contribuye a la muerte neuronal
inducida por AB1.42, nos planteamos si los AINEs, inhibidores de la entrada de Ca?* a
la mitocondria, eran capaces de aminorar la apoptosis inducida por los oligdmeros de
AB142. Para ello, estudiamos el efecto de los AINEs sobre la viabilidad de las

neuronas de hipocampo envejecidas tratadas con Api.42 en agudo.

La Figura 102 A muestra imagenes representativas de células apoptéticas
de cultivos de hipocampo tratados con AR 2 uM, en presencia o ausencia de
salicilato 100 uM. Los AINEs fueron afiadidos 30 minutos previos a la exposicién a los
oligbmeros, durante la hora de tratamiento con los oligémeros y 30 minutos después
de éste, en medio extracelular y a temperatura ambiente. Posteriormente, los cristales
se lavaron con el mismo medio extracelular y se devolvieron al medio Neurobasal
original, donde se dejaron en cultivo 24 h adicionales. Todos los AINEs estudiados,
incluyendo salicilato 100 uM, sulfuro de sulindac 0,5 uM vy el enantiémero R-
flurbiprofeno 0,5 uM (Figura 102 B, C y D respectivamente), atenuaron la apoptosis
neuronal inducida por el ABi4. Concretamente, el salicilato previno la apoptosis

neuronal un 63 + 4%, sulfuro de sulindac un 50 + 12% y R-flurbiprofeno un 49 + 12%.

Ninguno de los AINEs probados resultd toxico para las neuronas de
hipocampo. Sin embargo, cuando las neuronas fueron tratadas con concentraciones
elevadas de ciertos AINEs, como es el caso del sulindac o el R-flurbiprofeno, el
porcentaje de células apoptoticas aumentd dramaticamente, como se aprecia en la
Figura 103 para el enantiémero carente de actividad anti-inflamatoria R-flurbiprofeno,
en el que neuronas envejecidas de hipocampo se trataron con concentraciones
crecientes de este AINE. Se puede observar cémo altas concentraciones de éste (10

MM) resultaron toxicas para las neuronas envejecidas de hipocampo.
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Figura 102. Los AINEs protegen las neuronas de hipocampo envejecidas frente a la
neurotoxicidad inducida por los oligémeros de AB+.42. Neuronas de hipocampo de >13 DIV
fueron tratadas 1 h con AB142 (2 M) en ausencia o presencia de AINE, y la apoptosis fue
evaluada 24 h después con anexina V. A. Imagenes representativas de neuronas envejecidas
tratadas con AB142 en ausencia o presencia de salicilato. La barra negra representa 20 umy
aplica a las cuatro imagenes. B - D. Las barras reflejan el aumento de la apoptosis
normalizada respecto al control en condiciones control (solvente) o tratadas con AB142 2 uM
en ausencia o presencia de AINE. Los datos corresponden al efecto de salicilato 100 uM (B),
sulindac 0,5 uM (C) y R-flurbiprofeno 0,5 uM (D). Las barras representan el valor medio +
EEM de la apoptosis de 4 - 6 réplicas procedentes de cultivos independientes para cada
grupo. *p<0,05 comparado con el tratamiento exclusivo con AB1-42.
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Figura 103. Efecto de concentraciones crecientes de R-flurbiprofeno sobre la viabilidad
de neuronas de hipocampo envejecidas. Neuronas envejecidas de hipocampo (15 DIV)
fueron tratadas con R-flurbiprofeno o con los oligdmeros de AB142 y comparadas con el grupo
sin tratar. Las barras representan el porcentaje de células apoptéticas en las células control y
en las tratadas con concentraciones crecientes de R-flurbiprofeno. Los valores representan la
media + EEM. En negro se muestra el porcentaje de células apoptéticas inducido por AB142 2
MM. Altas concentraciones de R-flurbiprofeno resultaron toxicas para las neuronas
envejecidas. Grafica representativa de 4 experimentos procedentes de cultivos
independientes. *p<0,05 comparado con el grupo control.







V. DISCUSION






El objetivo principal de este trabajo de tesis ha sido estudiar la posible
alteracién (remodelado) de la homeostasis del Ca?* intracelular asociada al
envejecimiento neuronal, y su implicacion en la susceptibilidad a la muerte que ocurre
en la excitotoxicidad y en la Enfermedad de Alzheimer. Para alcanzar este objetivo,
hemos empleado un modelo de envejecimiento in vitro, a partir de neuronas de
hipocampo procedentes de ratas recién nacidas, que hemos dejado "envejecer" en
cultivo. Diferentes autores han mostrado anteriormente evidencias de que el cultivo
primario de neuronas de hipocampo a largo plazo (>15 DIV) imita, al menos en parte,
al envejecimiento neuronal in vivo (Porter, Thibault et al. 1997, Brewer, Thibault et al.
2007, Sodero, Weissmann et al. 2011, Stanika, Villanueva et al. 2012). Asi, Sodero y
col. describieron (Sodero, Weissmann et al. 2011) que tras pocas semanas in vitro,
las neuronas de hipocampo presentaban muchas de las caracteristicas tipicas que
suceden en el envejecimiento neuronal in vivo, como son la acumulacién de ROS, la
presencia de granulos de lipofuscina, activacién de la proteina kinasa N-terminal Jun
(pINK) y de las vias p53/p21, asi como una pérdida gradual de colesterol. Ademas,
se ha mostrado que los cultivos a largo plazo de ratas recién nacidas presentan
cambios en la homeostasis del Ca?" intracelular similares a los presentes en
preparaciones de rodajas de cerebro procedentes de animales envejecidos (Toescu y
Verkhratsky 2000). Por ello, el estudio en neuronas de hipocampo cultivadas a largo
plazo puede aportar informacion importante sobre los mecanismos implicados en la
degeneracién neuronal y en la susceptibilidad al dafio celular asociadas a procesos
relacionados con la edad, como el accidente cerebrovascular y la Enfermedad de

Alzheimer.




1. El Remodelado del Ca%* Intracelular Promueve un
Mayor Acoplamiento entre el RE y la Mitocondria
en el Envejecimiento Neuronal en Cultivo

Los iones CaZ* son esenciales para un extenso nimero de funciones del
SNC, como la regulacion de la expresidn génica, proliferacion, excitabilidad, liberacion
de neurotransmisores, plasticidad sinaptica o muerte celular. El RE es tanto una
fuente de Caz como un sistema tamponador del mismo, y la movilizacion del Ca?*
almacenado desempefia un papel importante en el proceso de sefializacion. La
alteracion del correcto funcionamiento del RE en el envejecimiento ha sido
recientemente descrita (Yoshida 2007). Nuestros resultados concuerdan con
alteraciones importantes en la homeostasis del Ca? del RE de las neuronas de
hipocampo a medida que los cultivos envejecen. Asi, los resultados muestran que, en
condiciones de reposo, existe un bajo nivel de llenado de los depoésitos del RE en las
neuronas de hipocampo jovenes, cuantificado como el incremento de la [CaZ]g
inducido por ionomicina en medio extracelular libre de Ca2*. Sin embargo, el nivel de
llenado de los depdsitos aumenta significativamente durante el envejecimiento
neuronal en cultivo. Ademas, con el envejecimiento en cultivo, la entrada capacitativa
de Ca?*, una via de entrada de Ca?* ubicua y extremadamente importante en otros
tipos celulares, se ve notablemente reducida. Esta via de entrada se activa tras la
deplecion de los depdsitos intracelulares de Ca2* gracias al empleo de, por ejemplo,

inhibidores de la bomba de Ca?* tipo SERCA como la tapsigargina.

Los resultados anteriores nos plantean las siguientes cuestiones. ;Cuéles
son los mecanismos implicados en el proceso de remodelado? y ¢Cuales son las
consecuencias funcionales de éste? Las bases moleculares de los cambios descritos
en el nivel de llenado de los depdsitos y la entrada capacitativa de Ca2* no han sido
abordadas en este trabajo. Es posible que los cambios sean debidos a diferencias en
la expresion de proteinas de transporte, canales y bombas implicadas en la
homeostasis del Ca?* intracelular, incluyendo canales de la familia Orai, bombas tipo

SERCA y los sensores de Ca2* del RE Stim 1 y sobre todo Stim 2, por ser la isoforma



mas abundante en el SNC. Otros candidatos posiblemente implicados son los canales

de Ca? del RE, los receptores de IP; y rianodina.

Respecto a las consecuencias funcionales hay que hacer dos
consideraciones. En primer lugar, en relacion con la entrada capacitativa de Ca%* o
SOCE, no se conoce la funcién fisioldgica de este proceso en neuronas, aunque
recientemente se le ha atribuido un posible papel en la plasticidad sinaptica (Baba,
Yasui et al. 2003). En este caso, la disminucién significativa de SOCE durante el
envejecimiento neuronal en cultivo podria contribuir a la disminucién de la plasticidad
sinaptica asociada al envejecimiento. En segundo lugar, se ha asociado un mayor
nivel de llenado de los depdsitos a una mayor susceptibilidad a la muerte celular.
Cabe recordar, por ejemplo, los resultados en modelos animales de Alzheimer
familiar, donde se ha encontrado un mayor nivel de llenado de los depoésitos
intracelulares de Ca?* en aquellos ratones portadores de mutaciones en APP, PS1y
PS2 (Nelson, Tu et al. 2007). Otro ejemplo son las células epiteliales de colon en las
que se ha mostrado que cambios en el nivel de llenado de los depésitos cursa con
modificaciones en la resistencia a la muerte celular (Sobradillo, Hernandez-Morales et
al. 2014), o lo que es lo mismo, el aumento de la susceptibilidad a la muerte neuronal.
Los resultados obtenidos son consistentes con esta posibilidad. De hecho, tanto la
muerte neuronal basal, como la inducida por los agentes neurotéxicos como el NMDA
0 los oligomeros del péptido amiloide, resultd ser mucho mayor en las neuronas

envejecidas en cultivo.

¢De qué modo podria el cambio en el nivel de llenado de los depositos
contribuir a la susceptibilidad a la muerte neuronal? Una posibilidad es que la
transferencia de Ca?* del RE a la mitocondria descrita promueva la muerte celular en
general y neuronal en particular. Nuestros resultados son acordes con esta
posibilidad. Hemos demostrado que, durante el envejecimiento en cultivo, las
neuronas de hipocampo liberan mayores cantidades de Ca?* de los depositos cuando
son estimuladas con agonistas fisiolégicos o farmacoldgicos, que estimulan los
receptores de IPs y rianodina. Este efecto podria deberse, al menos en parte, a un

mayor nivel del llenado de los depdsitos en las células envejecidas, pero también




podrian participar otros mecanismos, particularmente los cambios en la expresion y/o
actividad de los receptores implicados. El otro actor del acoplamiento es,
evidentemente, la mitocondria. Nuestros resultados muestran claramente que la
mitocondria en las neuronas envejecidas en cultivo capta mucho mas Ca?* cuando

éste es liberado de RE que en las neuronas consideradas jovenes.

El mayor acoplamiento funcional entre el RE y la mitocondria puede deberse
a diversos factores. La captacion mitocondrial de Ca?* depende, en primer lugar, del
potencial mitocondrial, o fuerza electromotriz necesaria para la captacién de Ca?* a
favor de gradiente electroquimico. En segundo lugar, depende de la activacion
suficiente del uniportador de Ca?* mitocondrial, un canal de Ca% de la membrana
mitocondrial interna que practicamente no conduce a bajas [Ca?*].;, pero que se
activa dramaticamente cuando la [Ca?*] en su entorno sube por encima de un cierto
nivel, de forma consistente con la formacion de microdominios de Ca2*. Nuestros
resultados indican que el mayor acoplamiento funcional entre el RE y la mitocondria
no puede deberse a cambios en el potencial mitocondrial ya que, de hecho, el
potencial mitocondrial disminuye en las neuronas envejecidas en cultivo, de acuerdo a
los cambios descritos in vivo. Sin embargo, nuestros resultado sugieren que cambios
en la expresidn del uniportador y en la formacién de microdominios podrian contribuir
al aumento del acoplamiento ER mitocondria. Asi, la inmunocitoquimica cuantitativa
empleada reveld que la expresion del MCU aumenta durante el envejecimiento en
cultivo. Ademas, el mayor nivel de llenado de los depdsitos y la mayor liberacién de
Ca? inducida por ACh o cafeina en medio libre de Ca?* en las células envejecidas es

consistente con esta posibilidad.

Otra evidencia mas directa procede de los experimentos en los que se
ensaya la liberacion de Ca?* del RE en presencia de un desacoplante mitocondrial
para evitar la captacion de Ca?* por parte de la mitocondria. En neuronas jbvenes, la
despolarizacion de la mitocondria no influye en absoluto en el incremento de [Ca?*]i
inducido por liberacién. En cambio, en las neuronas envejecidas en cultivo, la
presencia de FCCP aumenta dramaticamente el pico de [Ca?*].t inducido por ACh.

Notese que el tamafio del pico de [Ca?]. inducido por ACh es similar en neuronas



consideradas jovenes y neuronas envejecidos en cultivo (no asi el nimero de células
que responden a ACh). Asi, en las neuronas jovenes, las mitocondrias no estan
sintiendo el Ca?* liberado de los depdsitos mientras que, en las neuronas envejecidas
en cultivo, las mitocondrias retiran avidamente el Ca?* liberado. Estos datos son de
nuevo coherentes con un mayor acoplamiento funcional entre el RE y la mitocondria
en el envejecimiento. Las medidas de captacion de Ca?* mitocondrial mediante el uso
de aequorina de baja afinidad dirigida a mitocondria confirman que la captacion
mitocondrial de CaZ* ocurre exclusivamente en las neuronas envejecidas en cultivo
pero no en aquellas neuronas consideradas jovenes. Por tanto todos los resultados
indican que el envejecimiento en cultivo promueve un mayor acoplamiento funcional

entre el RE y la mitocondria (Figura 104).
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Figura 104. Modelo de neurona joven y envejecida y Ca?* subcelular. Las neuronas
jévenes presentan un bajo contenido de Ca2* en los depositos intracelulares. Sin embargo, las
neuronas envejecidas presentan un contenido mayor. Ademas, en las células envejecidas las
mitocondrias aparecen acopladas funcionalmente al RE, de forma que captan parte del Caz
que es liberado desde éste a través de los receptores de IPs. El mayor acoplamiento funcional
estd representado como una mayor cercania entre el RE y la mitocondria, aunque no
conocemos si esto ocurre fisicamente.




Este mayor acoplamiento podria tener dos consecuencias funcionales. En
primer lugar podria permitir una mayor transferencia “basal’ de Ca?* del RE a la
mitocondria, que podria ser necesario para solventar posibles limitaciones en la
sintesis de ATP debidas al envejecimiento. En este sentido se ha descrito que el
déficit en la transferencia de Ca?* del RE a la mitocondria limita la sintesis de
equivalentes de reduccion para alimentar la cadena de transporte de electrones
originando una caida del cociente ATP/ADP lo que conduce a la activacién de la
AMPK vy la inducciéon de autofagia (Cardenas, Miller et al. 2010). Es mas, la
acentuacién de este mecanismo con la edad puede estar relacionado con la
compensacion de la disminucién del AW que ocurren en aquellas neuronas
envejecidas en cultivo. La segunda consecuencia es una mayor susceptibilidad a la

muerte celular inducida por liberacion masiva del Ca2* del ER a la mitocondria.

2.La Exposicion Cronica a los Oligomeros de Ap1.42
Intensifica el Remodelado de Ca2* Intracelular en
el Envejecimiento

El envejecimiento fisiolégico estd relacionado con ciertos cambios en la
homeostasis del Ca?*. En las neuronas envejecidas, un aumento del Ca% liberado
desde el RE o la capacidad disminuida para tamponar el Ca2* parece estar asociado a
la excitotoxicidad y al aumento de la vulnerabilidad a la apoptosis. Debido a ello, en la
edad avanzada aparecen diferentes dafios en sistema nervioso, que pueden llevar a

desordenes neuroldgicos, como es la EA.

Como muestran nuestros resultados, la exposicién crénica a los oligémeros
de ABi42 contribuye a la alteracion de la homeostasis del Ca2*, pues provocan un
aumento del Ca?* basal en el citoplasma, asi como un incremento en las oscilaciones
sincronicas de Ca?*. Esto es consistente con resultados encontrados in vivo, en los

que cerebros de pacientes con EA muestran un aumento en los niveles de Ca?*



(Murray, Landsberg et al. 1992). Estudios recientes de imagen de Ca? llevados a
cabo in vivo en el ratdn transgénico de APP han mostrado que los niveles de Ca?
basales son significativamente elevados en aproximadamente el 35% de las neuritas
localizadas en las zonas préximas a las placas amiloides (Kuchibhotla, Goldman et al.
2008). Una posible explicacion a este aumento de los niveles basales es la capacidad
de los oligdmeros de AP para generar ROS, de forma que éstos perturban la funcion
de las ATPasas de membrana, lo que lleva al aumento de los niveles basales de Ca?*
(Mark, Hensley et al. 1995).

Estudios previos han mostrado que el aumento del Ca?* intracelular basal
esta relacionado con el aumento de la excitabilidad neuronal y por tanto con la
conectividad del circuito (Catterall y Few 2008), por lo que podria conjeturarse que el
tratamiento crénico con los oligdmeros de AB+.42 aumenta la excitabilidad del circuito.
Curiosamente, el riesgo de actividad epiléptica es particularmente alto en los
pacientes con EA con demencia de inicio temprano y durante las primeras etapas de
la enfermedad, con una incidencia de las crisis mucho mayor en comparacion con una

poblacién de referencia de la misma edad (Amatniek, Hauser et al. 2006).

Por otro lado, las PS1y PS2 son proteinas que se localizan en la membrana
del RE, y que se cree que forman canales de baja conductividad, participando
principalmente en la formacién de los canales leak del RE, que liberan Ca* de forma
pasiva desde el RE al citoplasma (Tu, Nelson et al. 2006). Hasta la fecha, el trabajo
con ratones transgénicos ha mostrado que mutaciones en estas proteinas, que tienen
lugar en la EA familiar, resultan en una pérdida de funcién de la actividad del canal
leak, provocando un aumento del nivel de llenado de los depésitos de Ca2* (Nelson,
Tu et al. 2007). Nuestros resultados muestran que el tratamiento crénico de neuronas
in vitro con los oligomeros de la especie mas toxica AB142 causa un aumento de los
niveles de Ca?* de los depdsitos, demostrando asi que el tratamiento crénico con AB.
42 produce un efecto similar. Este hecho podria explicar uno de los factores que

acontecen en la EA esporadica (ver modelo Figura 105).
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Figura 105. Modelo del efecto del tratamiento crénico de una neurona joven y
envejecida con oligomeros de AR+ y Ca?* subcelular. Las neuronas de hipocampo
jovenes tratadas de forma crénica con oligbmeros del péptido amiloide AB142 presentan un
bajo contenido de Ca2* en los depdsitos intracelulares. Sin embargo, las neuronas envejecidas
tratadas de forma crénica con oligomeros del péptido amiloide AB+42 presentan un contenido
aln mayor que aquellas envejecidas que no han sido expuestas a los oligémeros del péptido
amiloide AB1-42.

De la misma forma, el tratamiento con los oligbmeros incrementa
notablemente el pico de [Ca%]q inducido tanto por ACh como por Caf. De forma
consistente, estudios preliminares en fibroblastos de pacientes con EA (Gibson,
Zhang et al. 1996) o en células que contenian la PS1 humana mutada (Stutzmann
2005), mostraron una liberacion de Ca% anormal a través de los IPsRs (Leissring,
Paul et al. 1999). Ademas, también se han descrito aumentos de Ca?* anormales
mediados por IP; en fibroblastos de miembros asintomaticos de familias con EA

(Etcheberrigaray, Hirashima et al. 1998). Otros estudios también han implicado los



RyRs como responsables de este aumento de la liberacion de Ca?* intracelular en los

animales con la PS1 mutada (Chan, Mayne et al. 2000).

Como se explica anteriormente, nuestros resultados sugieren un aumento del
nivel de llenado de los depdsitos de CaZ* en las neuronas envejecidas en cultivo. Sin
embargo, los cambios que suceden con el envejecimiento en cultivo son bastante
leves si se comparan con las alteraciones inducidas por el tratamiento crénico con los
oligdmeros de AP. Esto podria reflejar la diferencia fundamental entre el proceso
fisiolégico del envejecimiento cerebral y el patolégico asociado a la
neurodegeneracion. Ademas se sabe que cambios en la homeostasis del Caz* del RE
ocurren mucho antes que ciertos sintomas histopatolégicos y funcionales de la EA
(LaFerla 2002). Es notorio que las neuronas jovenes son resistentes al efecto de los
oligémeros, mientras que las envejecidas son permisivas y los oligdmeros intensifican
tanto el aumento de la [Ca?*];: basal como el aumento del nivel de llenado de los
depositos, ambos asociados al envejecimiento. Por tanto, el envejecimiento parece

una condicién necesaria para que los oligémeros del péptido amiloide puedan actuar.

Los resultados anteriores sugieren que el mayor nivel de llenado de los
depositos podria ser responsable, en parte, de la susceptibilidad a la muerte de las
neuronas envejecidas y, especialmente, de las neuronas envejecidas con
Enfermedad de Alzheimer. Consistentemente, nuestros datos muestran que los
oligbmeros del péptido amiloide inducen muerte neuronal solamente en las neuronas

envejecidas en cultivo pero no en las neuronas consideradas jovenes.

No conocemos la forma en la que el mayor contenido y/o liberacién de Ca2*
del RE promueve la susceptibilidad a la muerte neuronal, aunque como se discute
anteriormente, el acoplamiento ER-mitocondria y la captacién de Ca%* mitocondrial
deben ser mediadores necesarios. Sin embargo, encontramos que ACh, un agonista
que activa receptores nicotinicos ionotropicos y muscarinicos metabotropicos
acoplados a la liberacion de Ca2* del RE no promueve muerte neuronal. Al contrario,
el tratamiento crénico con ACh protege frente a la muerte neuronal inducida por los

oligbmeros de AB1.42. Este efecto parece mediado exclusivamente por los receptores




ionotrépicos nicotinicos, dado que el agonista del receptor muscarinico Carbacol no
previno la muerte neuronal inducida por los oligbmeros. Se requieren experimentos
adicionales para determinar el mecanismo neuroprotector de los receptores
nicotinicos de acetilcolina. Es importante recordar en este punto que los inhibidores
de la acetilcolinesterasa que degrada la ACh, y que por tanto aumentan los niveles de

ACh, son utilizados como farmacos en la Enfermedad de Alzheimer.

3. Las Neuronas de Hipocampo Presentan una Mayor
Susceptibilidad a la Excitotoxicidad con el
Envejecimiento

Como se ha mencionado en la introduccion, el envejecimiento es uno de los
principales factores de riesgo para el dafio neuronal asociado a la excitotoxicidad.
Nuestros resultados muestran que los cultivos de hipocampo jévenes (2 DIV) son
resistentes a la excitotoxicidad. Sin embargo, el NMDA indujo apoptosis en las
neuronas a 8 DIV, efecto que aument6 dramaticamente para los cultivos envejecidos
(13-16, 17-21 DIV). Estos resultados son consistentes con estudios anteriores, que
proponian un aumento de la vulnerabilidad al estimulo excitotdxico a medida que las
neuronas maduraban en cultivo, tanto para neuronas de hipocampo como para otros
tipos neuronales (Choi, Maulucci-Gedde et al. 1987, Peterson, Neal et al. 1989, Barish
y Mansdorf 1991).

De forma consistente, se encontré que el incremento de la [Ca%]q inducido
por NMDA era pequefio en las neuronas jovenes (2 DIV), y aumentaba de forma
exponencial para los cultivos envejecidos. Por el contrario, el aumento en la [CaZ]g
inducido al estimular con alto K* (145 mM) era pequefio para las neuronas jévenes (2
DIV), y aumentaba de forma modesta para los cultivos envejecidos. Estos resultados
son consistentes con estudios previos, que sugerian que el aumento de la

susceptibilidad a la excitotoxicidad es debido a cambios en la respuesta al NMDA



(Porter, Thibault et al. 1997, Brewer, Thibault et al. 2007). La entrada de Ca?* inducida
por el NMDA se debe principalmente a la activacién de canales activados por ligando
permeables a Ca%, y en menor medida, a la entrada secundaria de Ca?* a través de
los VOCs (Miyakawa, Ross et al. 1992, Jaffe, Ross et al. 1994). Dado que el aumento
de la [Ca?*].t inducido por alto K* resultdé ser modesto y no cambi6 en exceso con el
envejecimiento, los resultados sugieren que el aumento de la vulnerabilidad a la
excitotoxicidad puede deberse a cambios en la expresidon de las diferentes
subunidades del NMDAR, al igual que habia sido sugerido anteriormente (Brewer,
Thibault et al. 2007). Asi, los ensayos de inmunofluorescencia frente a las diferentes
subunidades del NMDAR, realizados a 2, 8 y 15 DIV, son consistentes con esta
posibilidad. Nuestros resultados mostraron un aumento de la expresién de las
subunidades NR1 y NR2A con el tiempo en cultivo, mientras que la expresién de la
subunidad NR2B disminuyd durante el mismo periodo de tiempo. Este resultado es
acorde con estudios anteriores realizados in vivo, que sugerian un aumento del ratio
de las subunidades NR2A:NR2B con el envejecimiento de cerebros de ratones y ratas
(Cui, Feng et al. 2013).

Parece claro que el periodo en el que se aprecia el mayor incremento de la
excitotoxicidad es después de 13 DIV, lo que se correlaciona con un aumento en la
expresion del NR2A y NR1, al menos en los cultivos de hipocampo. Otros trabajos
son consistentes con este punto de vista en el que la subunidad NR2A tiene el
principal papel en el aumento de la excitotoxicidad. Asi, los ratones deficientes en la
subunidad NR2A muestran una reduccion en el dafio cerebral (Morikawa, Mori et al.
1998). Ademas, recientemente se ha mostrado que las subunidades NR2A también
se localizan de forma extrasindptica en las neuronas de hipocampo en cultivo
(Thomas, Miller et al. 2006), una situacion que se ha sugerido esta relacionada con la

excitotoxicidad (Hardingham, Fukunaga et al. 2002).

Por otra parte, también se pudo observar que en nuestro modelo, los valores
de la [Ca%]. en reposo (previo a cualquier estimulo) eran bajos en los cultivos
jévenes, y aumentaban de forma significativa con el envejecimiento en cultivo. Estas

diferencias en la [CaZ]s basales pueden también contribuir al aumento de la




susceptibilidad a la excitotoxicidad. Los mecanismos que participan en la diferente
[Caz*]. basal pueden incluir cambios en la disponibilidad de los tampones de Ca2
intracelulares, como la calbindina D28K (Riascos, de Leon et al. 2011), o cambios en
los mecanismos de extrusion del Ca2*, aunque los experimentos para definirlo no han

sido realizados en este trabajo.

Estos resultados nos llevaron a plantearnos lo siguiente, ;cémo el aumento
de la [Ca?"]; basal y de los incrementos en la [Ca?] inducidos por NMDA
promueven la apoptosis en los cultivos envejecidos pero no en los jovenes?
Anteriormente se ha propuesto que la muerte neuronal inducida por glutamato
requiere la captacion de CaZ* mitocondrial (Stout, Raphael et al. 1998). De esta forma,
la sobrecarga de Ca?* mitocondrial promueve la apertura del PTPm y con ello la
liberacion del cit C, el punto de no retorno que irremediablemente lleva a la apoptosis
(Baines, Kaiser et al. 2005, Shalbuyeva, Brustovetsky et al. 2006). Diferentes estudios
parecen sugerir que la entrada excesiva de Ca%" a través de los NMDARs en las
neuronas, y no a través de los receptores de kainato o de los VOCs, provoca
sobrecarga de Ca? mitocondrial, produciendo sefiales de muerte (Tymianski,
Charlton et al. 1993, Peng y Greenamyre 1998, Arundine y Tymianski 2003). Esta
observacion sugiere un acceso privilegiado del Ca?* a la mitocondria cuando entra a
través el NMDA, tal vez porque la mitocondria se encuentra mas proxima a los
NMDARs que a otras vias de entrada de Ca% (Peng y Greenamyre 1998). Los
resultados muestran que la estimulacién con NMDA no produjo entrada de Ca?
mitocondrial en las neuronas jévenes (2 DIV), a pesar de inducir aumento de la
[Caz]st en las mismas células y de que los ensayos de inmunofluorescencia
mostraban la existencia de receptores de NMDA funcionales a 2 DIV. Por el contrario,
la estimulacion con NMDA si produjo un aumento de la [Ca%]mi €n las neuronas a 8
DIV, efecto que aumenté para los cultivos envejecidos (>13 DIV). Estos resultados
sugieren que la sobrecarga de Ca?* mitocondrial contribuye al aumento de la
susceptibilidad a la excitotoxicidad con el envejecimiento (Ver modelo propuesto en la
Figura 106). Apoyando este hecho, encontramos que el NMDA indujo la liberacién del

cit C en los cultivos envejecidos, pero no en los jovenes. Ademas, el NMDA indujo



disminucién de la fluorescencia asociada a la calceina/Co?* en los cultivos
envejecidos, indicando una apertura del PTPm. Esta visién se confirma por la
neuroproteccién proporcionada por el desacoplante mitocondrial FCCP, que
empleado a bajas concentraciones inhibié la sobrecarga de Ca?* mitocondrial. Esta
neuroproteccion también se aprecié cuando los cultivos fueron tratados con CsA,

compuesto que bloquea la apertura del PTPm.

La entrada de Ca?* a la mitocondria sucede a través del MCU (Baughman,
Perocchi et al. 2011, De Stefani, Raffaello et al. 2011). Los ensayos de
inmunofluorescencia muestran que la expresién del MCU aumenta con el
envejecimiento en cultivo de las neuronas de hipocampo. Recientemente, Qiu et al.
han descrito que el knockdown de la expresion de MCU reduce el incremento de la
[Caz]mit inducida por NMDA, de forma que estas células presentan resistencia a la
apoptosis (Qiu, Tan et al. 2013). De acuerdo a ello, la explicacién méas simple a por
qué la mitocondria de las neuronas envejecidas capta mas Ca?* que las jévenes
parece ser debido a que el aumento de la [Ca%]q en respuesta al NMDA es mucho
mayor en las neuronas envejecidas, que junto con el aumento de la expresion de
MCU favorecen la captacién mitocondrial. Otro factor que puede contribuir al aumento
de la captacién de Ca?* por la mitocondria es un posible cambio en la disposicién de
la mitocondria, situandose cercanas al NMDAR para favorecer la deteccién de los
dominios de Ca%, aunque ensayos que corroboren este hecho estan fuera de este

estudio.

Cabe decir que la mitocondria juega un papel importante en el proceso de
envejecimiento (Bereiter-Hahn 2014). Se ha descrito que con el envejecimiento
aparece una disminucion en la funcién de mitocondrial y un aumento de su tamafio y
numero (Guevara, Gianotti et al. 2011), hecho que es imitado en los cultivos
neuronales a largo plazo (Dong, Cheng et al. 2011). Junto a ello, encontramos que el
potencial mitocondrial disminuye de forma progresiva con el tiempo en cultivo. Estos
resultados parecen sugerir que la mitocondria muestra mecanismos de autoproteccién
frente a la sobrecarga de Caz* que sucede con el envejecimiento. Por otro lado, se ha

propuesto también que la mitocondria de las neuronas envejecidas esté




despolarizada les hace menos eficientes en el manejo de la sobrecarga de Ca?

(Toescu y Verkhratsky 2007), pudiendo aumentar asi su vulnerabilidad a la toxicidad.

En relacién con los depositos intracelulares, se sabe que la anoxia que se
produce durante el proceso isquémico reduce la actividad de la SERCA en las
neuronas (Goldberg y Choi 1993, Henrich y Buckler 2008), y que ademas esta
involucrada en la liberacion de Ca?* desde los receptores de IP; y los RyR, pues el
blogueo de estos receptores protege a las neuronas del dafio excitotdxico (Frandsen
y Schousboe 1991, Mattson, Zhu et al. 2000). Asi, la reduccion de la actividad de la
SERCA junto con el aumento de la liberacién de Ca?* desde el RE conlleva a la
acumulacién de Ca? en el citosol y al vaciamiento de los depdsitos, que ademas
puede provocar la carga de Ca? en el citosol si se activa SOCE. SOCE puede
ademas desencadenar la entrada de Ca?* al provocar la liberacion de glutamato y la
posterior activacion de los receptores ionotrdpicos de glutamato (Arundine y
Tymianski 2004). La combinacion de SOCE y de la entrada de Ca?* a través de los
receptores ionotropicos puede llevar al citosol (y por tanto a la mitocondria) a

concentraciones de Ca?* altamente peligrosas.

4.El Tratamiento Agudo con los Oligémeros del
Péptido Amiloide AB1.42 Induce Toxicidad en las
Neuronas de Hipocampo Envejecidas al Producir
Sobrecarga de Ca%* Mitoconderial

El péptido amiloide (AB) es el principal componente de las placas amiloides
encontradas en la EA, y su papel patoldgico esta aceptado casi universalmente como
principal en esta enfermedad. En este trabajo hemos estudiado dos aspectos de los
posibles efectos de los oligdmeros del péptido amiloide. En primer lugar se han
estudiado los efectos del tratamiento crénico con oligdmeros sobre el remodelado del

Ca? intracelular y los efectos diferenciales de este tratamiento en neuronas jévenes y



envejecidas, discutidos anteriormente. En segundo lugar, se han investigado los
efectos agudos de los oligomeros sobre el Ca?* intracelular también en neuronas
jovenes y envejecidas. Se ha observado que los oligomeros inducen un aumento de
la [Ca2*] mucho mayor en las neuronas envejecidas de hipocampo de rata en cultivo
que en las neuronas consideradas jovenes. Ademas, nuestros resultados indican una
mayor susceptibilidad a la toxicidad inducida por estos oligdmeros en los cultivos a

largo plazo que en aquellos a corto plazo.

La entrada masiva de Ca?* desde el exterior celular inducida por los
oligbmeros de A+ indujo sobrecarga de Ca2* mitocondrial principalmente en las
células envejecidas en cultivo, como pudimos observar directamente por imagen de
bioluminiscencia en las neuronas que expresaban la aequorina de baja afinidad
dirigida a mitocondria. Una entrada excesiva de Ca?* a la mitocondria aumenta la
produccion de ROS, inhibe la sintesis de ATP y ademés provoca la apertura de
PTPm, llevando a la apoptosis celular (Dubinsky y Levi 1998, Kruman y Mattson
1999).

Estudios clinicos y experimentales han propuesto que la disfuncion
mitocondrial desempefia un papel importante en la patogénesis de la EA. Se ha
encontrado disfuncién mitocondrial en cerebros de pacientes con EA post-morten
(Smith, Perry et al. 1996, Gibson, Sheu et al. 1998), en ratones transgénicos con EA
(Lustbader, Cirilli et al. 2004, Eckert, Hauptmann et al. 2008) y en lineas celulares
tratadas con AB (Matsumoto, Akao et al. 2006). El mecanismo exacto no esta claro,
pero ejemplo de esta disfuncion son la disminucién de las enzimas mitocondriales,
aumento de la produccion de radicales libres, peroxidacion lipidica, dafio oxidativo del
ADN vy de las proteinas y disminucion en la produccion de ATP en los cerebros de
pacientes con EA en comparacion con individuos control de la misma edad (Smith,
Perry et al. 1996, Gibson, Sheu et al. 1998, Devi, Prabhu et al. 2006). Nuestros
resultados indican que en las células envejecidas, la sobrecarga de Ca?* mitocondrial
contribuye a la apoptosis celular que inducen los oligémeros de AB142 (Ver modelo
propuesto en la Figura 106). Esta vision es apoyada por el hecho de que la inhibicién

de la captacién de Ca?* mitocondrial inducida por bajas concentraciones de FCCP




inhibe la muerte celular sin afectar a la entrada de Ca?* citosolico que inducen los
oligdmeros de AP Este hecho es similar al mecanismo de excitotoxicidad

producido por el glutamato (o0 el NMDA como se mostré en el apartado anterior).

JOVENES ENVEJECIDAS

Glutamato

Figura 106. Modelo de neurotoxicidad inducida por una excesiva entrada de Ca?
inducida por NMDA o por los oligdmeros del péptido amiloide AB1.42 en las neuronas
envejecidas. Las neuronas jovenes de hipocampo presentan una expresiéon similar de
receptores NR1/NR2A y NR1/NR2B. Sin embargo, en las neuronas envejecidas aparece un
aumento en la expresion de receptores NR1/NR2A. Ademas, las neuronas envejecidas son
mas susceptibles a la entrada de Ca2* inducida por AB. A través de estos receptores entra una
mayor cantidad de Ca2* que en las neuronas jovenes, que junto con la mayor cantidad de Ca2*
liberado de los depositos puede provocar la sobrecarga del Ca2* mitocondrial, liberar el
citocromo C y producir apoptosis.

Por otro lado, parece que el AB puede acceder directamente a la mitocondria
e interaccionar especificamente con dianas intramitocondriales, lo que lleva a la

disfuncion directa de este organulo (Caspersen, Wang et al. 2005). Estudios recientes



han mostrado que la interaccidn entre el AR y la ciclofilina D, que parece participar en
la formacion del PTPm (Tanveer, Virji et al. 1996), hace a las mitocondrias mas
susceptibles a la apertura del PTPm, provocando dafio neuronal y una disminucién en

las funciones cognitivas en modelos de animales con EA (Du, Guo et al. 2008).

Existe por tanto evidencia de que la homeostasis del Ca%* mitocondrial esta
afectada en la EA y puede incluso contribuir al deterioro cognitivo que se aprecia en
esta enfermedad. Esto lleva a la hipdtesis de si modular el nivel del CaZ* mitocondrial

puede ser beneficioso para los pacientes con EA.

5.Los AINEs Protegen frente a la Apoptosis en las
Neuronas Envejecidas Inducida por Agentes
Neurotoxicos Actuando sobre el Ca2* Mitocondrial

Los AINEs son compuestos de estructura molecular similar a los
desacoplantes mitocondriales, formados por grupos carboxilicos unidos a restos
aromaticos. En este trabajo se ha empleado una bateria de AINEs, incluyendo
salicilato, sulindac, indometacina, ibuprofeno y el enantiémero sin actividad anti-
inflamatoria R-flurbiprofeno, todos a bajas concentraciones. Estos compuestos son
capaces de despolarizar parcialmente la mitocondria e inhibir la captacién de Ca?
mitocondrial inducida por NMDA o por la aplicaciéon de Ca?* directamente en el caso
de los experimentos en células permeabilizadas. Este efecto sucede sin afectar al
incremento en la [Ca?]i. Estos compuestos, utilizados a las mismas bajas
concentraciones, también protegieron frente a la apoptosis inducida por el NMDA y
los oligbmeros del péptido amiloide AB1.42. Estos resultados sugieren por tanto que los
AINEs protegen frente a la excitotoxicidad y la muerte neuronal que produce el
péptido amiloide actuando sobre la captacion de CaZ* mitocondrial. Este mecanismo

puede explicar la neuroproteccion proporcionada por los AINEs in vitro e in vivo,




incluyendo prevencion frente a la pérdida cognitiva que sucede en el envejecimiento
(Kern, Skoog et al. 2012) o incluso frente a la EA (Etminan, Gill et al. 2003).

Como ya haciamos referencia en la introduccidn, se han propuesto diferentes
mecanismos para explicar el efecto neuroprotector de los AINEs, incluyendo su
actividad anti-inflamatoria o su capacidad depuradora. Sin embargo, los AINEs fueron
empleados a concentraciones muy bajas (0,5 - 1 UM excepto para el salicilato). A
estas concentraciones, los AINEs carecen de estas actividades. Ademas, el R-
flurbiprofeno, el enantiomero carente de capacidad anti-inflamatoria pero con
capacidad para despolarizar la mitocondria, también resulté ser neuroprotector,
incluso a bajas concentraciones, evitando la sobrecarga de Ca?* mitocondrial sin
afectar a la entrada de Ca?* al citosol, y protegiendo frete a la toxicidad inducida por el

NMDA o por los oligémeros del péptido amiloide.

Sin embargo, cuando los cultivos fueron tratados con altas concentraciones
de AINE, como se muestra para el R-flurbiprofeno, estas concentraciones resultaron
téxicas. Este hecho podria explicar porqué el R-flurbiprofeno no fue positivo en el
ensayo clinico en Fase Il del Tarenflurbil (Wilcock et al 2009), que ya incluso en Fase
[l no proporciond ningun efecto si se empleaba a bajas concentraciones (Wilcock,
Black et al. 2008). Tal vez la concentracién de R-flurbiprofeno empleada era aun alta,
de forma que el posible efecto neuroprotector fuera contrarrestado por el efecto
neurotoxico relacionado con la despolarizacién de la mitocondria. Por otro lado, es

posible que el empleo de concentraciones bajas no tuvieran ningun efecto.

Es conveniente comentar que la despolarizacion mitocondrial puede inducir
la apertura del PTPm (Bernardi y von Stockum 2012). Si esto sucediera, el PTPm
actuaria como un canal en la mitocondria despolarizada, a través del cual se liberaria
Ca?, afectando al flujo neto de Ca? entre la matriz mitocondrial y el citoplasma. Sin
embargo, descartamos esta posibilidad puesto que las concentraciones de AINE
utilizadas fueron extremadamente bajas, produciendo sélo una despolarizacion
mitocondrial leve, de unas pocas decenas de milivoltios (Valero, Senovilla et al. 2008).

Ademas, los AINEs empleados a bajas concentraciones no indujeron disminucion de



la fluorescencia de calceina por Co?*, sugiriendo que no inducen apertura del PTPm,

al menos a las concentraciones empleadas en este trabajo.

ENVEJECIDAS + AINEs

Figura 107. Modelo de neuroproteccion por AINEs basado en la inhibicion de la
sobrecarga de Ca%* mitocondrial. Los AINEs empleados a bajas concentraciones
despolarizan parcialmente la mitocondria e inhiben la sobrecarga de Ca2* mitocondrial,
previniendo la liberacién del citocromo C y evitando la apoptosis inducida por un exceso en la
entrada de Ca?* a través de receptores de glutamato o inducida por el péptido amiloide.

En resumen, estos resultados proponen que ciertos AINEs son capaces de
proteger frente a la excitotoxicidad asociada a la isquemia y otras enfermedades
neurodegenerativas propias del envejecimiento, y a la muerte neuronal que

caracteriza la EA, actuando directamente sobre la captacion de Ca?* mitocondrial e




independientemente de su actividad anti-inflamatoria (Ver modelo propuesto en la
Figura 107).

Es importante decir que los cambios que llevan a la alteraciéon de la
homeostasis del CaZ en el envejecimiento y en las enfermedades
neurodegenerativas aun no estan claros. Ademés, aunque el envejecimiento no es
iniciado por la desregulacion de la homeostasis del CaZ* y su sefializacion, estos si
parecen ser un componente critico en este proceso. La alteracion de la homeostasis
del Ca aumenta la vulnerabilidad del organismo al desarrollo de enfermedades
relacionadas con la edad, las cuales ademas se desarrollan bajo circunstancias
desfavorables, como la presencia de otros factores de riesgo. La homeostasis del
Ca? parece estar alterada especialmente en las células que mas energia consumen,
en las neuronas y en el musculo estriado y cardiaco de los humanos en avanzada
edad, que son las zonas que sufren la mayoria de las enfermedades relacionadas con
la edad, demencia y enfermedades cardiovasculares. Visiblemente, la presencia de

estas dolencias puede acortar la duracién de la vida del individuo al que afectan.



VI. CONCLUSIONES






Del presente trabajo se obtienen las siguientes conclusiones:

Las neuronas de hipocampo de rata neonatal envejecidas en cultivo
muestran un mayor nivel de Ca? citosélico basal, menor entrada capacitativa de
CaZ, mayor contenido de CaZ en los depdsitos y mayor liberacién de Ca?t
inducida por ACh y cafeina que las neuronas de hipocampo cultivadas pocos

dias in vitro (DIV) y consideradas jovenes.

En las neuronas envejecidas, pero no en las jévenes, se produce un
acoplamiento funcional entre el RE y las mitocondrias, que permite a éstas captar
parte del Ca?* liberado a través del receptor de IPs. Ademas en neuronas
envejecidas presentan un aumento en la expresién del uniportador de Ca?*
mitocondrial. Estos cambios podrian contribuir a la mayor susceptibilidad de las

neuronas envejecidas a la muerte neuronal.

El tratamiento crénico (24 h) con oligémeros de AB1.42 no altera el contenido
de los depésitos intracelulares de CaZ* en neuronas jévenes, pero si el de las
neuronas envejecidas en cultivo. Ademas, este tratamiento incrementa las
oscilaciones sincrénicas de Ca?* y la liberacién de Ca?* inducida por ACh y
cafeina solo en las neuronas envejecidas, intensificando asi el remodelado del

Ca?* intracelular asociado al envejecimiento.

Las neuronas de hipocampo envejecidas en cultivo son mucho maés
vulnerables a la muerte inducida por estimulos excitotoxicos (NMDA) y
neurodegenerativos (oligomeros de AP+42) que las neuronas jovenes. Estos
estimulos inducen incrementos de la [Ca?] citosdlico y mitocondrial mucho

mayores en las neuronas envejecidas que en las jévenes.

Las neuronas de hipocampo envejecidas en cultivo muestran cambios en la
expresion de las subunidades NR1, NR2A y NR2B del receptor NMDA




consistentes con los descritos in vivo durante el envejecimiento, que podrian

contribuir a la mayor susceptibilidad a la muerte durante el envejecimiento.

La inhibicién de la captacion de Ca? mitocondrial por desacoplantes
mitocondriales previene la muerte neuronal inducida por NMDA y los oligémeros
de AB1.42, indicando el importante papel de la sobrecarga de mitocondrial de Caz

en el dafo excitotoxico y neurodegenerativo.

El metabolito de la aspirina, salicilato, y otros AINEs, despolarizan
parcialmente la mitocondria e inhiben la sobrecarga de Ca% mitocondrial y la
muerte neuronal inducida por el NMDA vy por los oligbmeros de APi.4. Este
mecanismo podria explicar el efecto neuroprotector de los AINEs en la pérdida
cognitiva asociada al envejecimiento, el accidente cerebrovascular y la

Enfermedad de Alzheimer.
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