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1. La Enfermedad de Alzheimer.

1.1 Definicién, Diagnéstico y Evolucion.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de
demencia, por ello es necesario definir este concepto previamente.
La demencia es una alteracion adquirida y prolongada de diversas
funciones cognitivas en un grado tal que dificulta la realizacion
normal de las actividades diarias habituales, entendiendo por
alteracion adquirida aquella que se presenta en un momento
determinado en la vida en el que las funciones cognitivas ya se han
desarrollado, experimentando el paciente un deterioro con respecto a
su nivel previo. La demencia puede aparecer por muchas causas
tales como hipotiroidismo, derrame cerebral, toxicidad de un

medicamento o una lesidn cerebral.

La Enfermedad de Alzheimer es un proceso neurodegenerativo
del sistema nervioso central caracterizado por una muerte progresiva
neuronal que afecta principalmente a regiones corticales del cerebro
y parte del sistema limbico (Selkoe, 1991). La enfermedad puede
desarrollarse a lo largo de muchos afios en la vida y no ser la
responsable de la muerte del individuo. Todas las enfermedades
neurodegenerativas cursan con pérdida progresiva de neuronas y
muchas comparten dos caracteristicas con la enfermedad de
Alzheimer: una etiologia desconocida y tratamientos ineficaces a dia

de hoy.

Actualmente, la unica manera de diagnosticar la enfermedad de

Alzheimer es a través de una autopsia cerebral tras el fallecimiento

-3-
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del paciente (Post-mortem). Sin embargo, en pacientes vivos, los
médicos pueden diagnosticar la enfermedad correctamente alrededor
del 90% de los casos basandose en los sintomas mentales y de
comportamiento, un examen fisico y neuropsicoldgico. Al tratar de
determinar si una persona tiene la enfermedad o no, el médico
tomara en primer lugar la historia clinica del paciente seguido de un
examen de su estado mental y de su comportamiento, utilizando la

informacién proporcionada por la persona afectada y por la familia.

La EA puede distinguirse de otros tipos de demencia, en parte,
por los sintomas presentados, la medida en que estos sintomas
ocurren y la rapidez con que la enfermedad progresa. Un examen
fisico se llevara a cabo para ayudar a identificar y descartar otras
posibles causas de demencia. Este examen suele incluir un examen
fisico general, analisis de sangre y analisis de orina. A través de un
analisis de sangre se puede medir la funcién tiroidea ya que el
hipotiroidismo, comun en las personas de edad avanzada, puede
causar demencia. La demencia también puede ser el resultado de
una deficiencia de vitamina B12 que es frecuente en ancianos.
También se usan exploraciones cerebrales (como la resonancia
magnética) para conocer en detalle las imagenes descartando asi
otras posibles causas de demencia, incluyendo tumores cerebrales,
lesiones cerebro-vasculares, acumulacion de sangre en la superficie

del cerebro u otras condiciones.

Las exploraciones cerebrales Post-mortem pueden mostrar
cambios estructurales caracteristicos presentes en EA como puede

observarse en la Fig. 1.
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Figura 1. Comparacion de dos hemisferios cerebrales humanos, uno sano y
otro con enfermedad de Alzheimer. La imagen muestra un hemisferio de un
cerebro humano sano (izquierda) junto a un hemisferio del cerebro de una persona
con enfermedad de Alzheimer. Foto obtenida de la Unidad Morfolégica de la
psicopatologia en la division de Neuropsiquiatria de la Belle Idée Hospital
Universitario de Chene-Bourg, Ginebra, www.spanish.china.org.cn.

A nivel macroscépico puede apreciarse atrofia de la corteza
cerebral que aparece mas delgada y con circunvoluciones atroficas,
el lébulo temporal también se ve afectado. El grado de atrofia
cerebral comunmente se relaciona con el progreso de la enfermedad

siendo mas evidente la atrofia en estadios mas avanzados de la EA.

A nivel microscépico, los hechos distintivos de la EA, aunque
no exclusivos de ella, son los relacionados con los depdsitos del
péptido B amiloide conocidos como placas seniles o amiloides y con

los depdsitos intracelulares de la proteina tau anormalmente
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fosforilada, conocidos como ovillos neurofibrilares. Mas adelante se
describe en mas detalle ambas estructuras caracteristicas de la EA.
Se puede realizar un electroencefalograma para medir la
actividad eléctrica en el cerebro. Las pruebas neuropsicolégicas
identifican sintomas del comportamiento mentales asociados con
lesiones cerebrales o la funcién anormal del cerebro. Las pruebas
neuropsicoldgicas utilizadas dependeran de los sintomas y del
estado de avance de la demencia. Normalmente se comienza con el
examen del estado mini-mental o “mini-mental status examination”,
para ayudar a confirmar que el paciente estd experimentando
problemas con las funciones intelectuales. EI MMSE incluye pruebas
de memoria, atencién, calculos matematicos y lenguaje. Si un
paciente tiene demencia severa, las pruebas neuropsicolégicas mas
allda del MMSE no suelen ser necesarias. Sin embargo, para los
pacientes con déficit intelectual leve, pueden ser necesarias mas
pruebas para determinar si el paciente esta mostrando simplemente
signos de edad avanzada o esta desarrollando EA. Dependiendo de
la distribucion de las lesiones en el cerebro existen tres fases

evolutivas en la enfermedad (Fig. 2).

Fase Entorhinal Fase Limbica Fase Neocortical

Corteza cerebral

Lobulo temporal

hippocampus

Figura 2. Fases evolutivas de la enfermedad de Alzheimer. Imagenes obtenidas
de http://es.brainexplorer.org/glossary/cerebral_cortex.shtml.

-6-
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La primera fase recibe el nombre de leve o entorrinal; las
lesiones aparecen en el I6bulo temporal. Esta fase tiene una duracién
de 2 a 5 anos y en ella se observa un deterioro paulatino de la
memoria. La persona olvida eventos recientes, disminuye la
percepcion de su medio ambiente, sufre desorientacion,
desconcentracion, cambios de humor, sintomas de depresién y

fatiga. El lenguaje y las habilidades motoras se conservan.

La segunda fase se denomina moderada o limbica ya que las
lesiones se extienden hacia la region limbica o hipocampo. Esta fase
puede durar entre 2 y 10 afios. El paciente sufre diversas patologias
como afasia (dificultad para hablar), apraxia (dificultad para realizar
funciones aprendidas), agnosia (pérdida de la capacidad de
reconocimiento), debilidad muscular, alteraciones en la postura,

alucinaciones y signos psicoticos.

Mas tarde las lesiones aparecen en toda la neocorteza y se le
denomina fase grave o neocortical. En esta fase los sintomas
cerebrales se acentuan, aumenta la rigidez muscular y pueden
aparecer temblores e incluso crisis epilépticas. Los pacientes se
muestran apaticos, con pérdida de respuesta al dolor, incontinencia
urinaria y suelen terminar encamados con alimentacion asistida y
fallecer por neumonia, infeccién sistémica u otra enfermedad
accidental. Estudios inmunocitoquimicos muestran que en estadios
avanzados de la enfermedad aparecen cambios patolégicos en el

cerebelo (Larner, 1997).
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1.2 Etiologia de la Enfermedad de Alzheimer.

El origen de la Enfermedad de Alzheimer permanece auln
desconocido siendo en la actualidad un tema muy controvertido.
Existen varias hipotesis que intentan explicar el origen de la
enfermedad, aunque no existe consenso total al respecto. A
continuacion se exponen las dos hipotesis que han recibido mayor

atencion en la literatura:

Segun la hipoétesis colinérgica, la enfermedad se produce por
una reduccion de la sintesis del neurotransmisor acetilcolina. La
acetilcolina es liberada por las neuronas al espacio sinaptico donde
ejerce su funcion sobre otras neuronas u otras células siendo clave en la
transmision de los estimulos nerviosos. Esta hipétesis no ha mantenido
un apoyo generalizado ya que la mayoria de los medicamentos que
tratan una deficiencia colinérgica tienen muy poca o nula efectividad

en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Segun la hipotesis de la cascada amiloide, la mas aceptada, la
enfermedad se deberia a la acumulacién extracelular anémala de
proteinas B amiloides (AB) y a la neurotoxicidad de estos agregados.
Esta hipétesis se ve apoyada porque en los casos de EA de origen
genético se ha encontrado que todas las mutaciones genéticas
aparecen asociadas a proteinas implicadas en la génesis de AB que
ademas cursan con depodsito excesivo de AB. En concreto se han
encontrado mutaciones en los genes que codifican para presenilina |
(PS1), presenilina 2 (PS2) y el gen de la proteina precursora amiloide
(APP) localizado en el cromosoma 21. Se cree que las dos
presenilinas forman parte del complejo multienzimatico implicado en la

generacién de AR a partir de APP. Otra evidencia importante que

-8-
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apoya esta hipotesis es que la presencia de la isoforma de la
Apolipoproteina E4 (APOE4), que tiende a una superproduccion
amiloide en el cerebro antes de que aparezcan los primeros sintomas

de la EA, es un factor de riesgo para sufrir la enfermedad.

1.3 Caracteristicas Neuropatoloégicas.

Como se ha comentado anteriormente, existen dos
caracteristicas neuropatoldgicas fundamentales en la EA (Fig. 3), las
placas seniles o amiloides y los ovillos neurofibrilares (Arriagada et
al., 1992).

Las placas amiloides son depositos insolubles extracelulares
cuyo elemento fundamental es la proteina p-amiloide (AB) (Glennery
Wong, 1984). La proteina B-amiloide esta compuesta por 40 o 42
aminoacidos y es el producto de la ruptura de la proteina precursora
amiloide (APP) (Masters et al., 1985). Aunque se ha descrito una
amplia variedad morfologica de placas amiloides, se pueden resumir
en dos, segun sus caracteristicas tintoriales y los hallazgos
neuropatoldgicos asociados: placas difusas y placas compactas. Las
placas difusas no inducen respuesta glial a su alrededor, por lo que
se consideran relativamente benignas; de hecho son frecuentes en la
corteza cerebral de sujetos de edad avanzada sin deterioro cognitivo
(Arriagada et al.,, 1992). Por el contrario las placas compactas
contienen o estan rodeadas de neuritas distréficas o placas
neuriticas, astrocitos reactivos y microglia activada. Estas placas

compactas se consideran toxicas, aunque todavia se ignora si las
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placas difusas presentes en el envejecimiento normal evolucionan

hacia placas compactas.

Los ovillos neurofibrilares son depdsitos intracelulares cuyo
principal componente es la proteina tau. Estos ovillos se forman por
una hiperfosforilacién y plegamiento andomalo de la proteina tau que
distorsiona la arquitectura de los neurotubulos y microfilamentos
impidiendo asi el flujo axonal. En la EA, tau se agrega formando
filamentos helicoidales pareados y adoptando una conformacién
tipica de lamina-B. Es precisamente la combinacion de estos dos
tipos de agregados, formados por dos tipos de proteinas diferentes,
en dos compartimentos separados, intraneuronal y extracelular, lo

que hace unica y especialmente compleja a la EA.

Qvillo neurofibrilar Placas seniles

Figura 3. Caracteristicas neuropatolégicas de la Enfermedad de Alzheimer. La
imagen de la izquierda muestra un ovillo neurofibrilar. Foto obtenida de Common
wealth University publicado en R+D CSIC. La imagen de la derecha muestra un
conjunto de placas amiloides en el cerebro, imagen obtenida de
http://www.zonamedica.com.ar/Categorias/medicinailustrada/enfermedaddeal/placas
_seniles.htm
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Numerosos estudios realizados en la década de los 90
demostraron que tanto la cantidad de ovillos neurofibrilares como la
pérdida neuronal, y especialmente la pérdida de sinapsis, se
correlacionan con la gravedad de la demencia. Sin embargo, los
estudios también pusieron de manifiesto que la denominada “carga
amiloide” no se correlaciona bien con la gravedad de los sintomas
cognitivos (Arriagada et al., 1992; Bierer et al., 1995; Dekosky et al.,
1990; Gomez-Isla., 1996; Terry, 1991).

Sin embargo, otros estudios ponen de manifiesto que la
acumulacion de AB es suficiente para causar demencia. Esto es
apoyado por el hecho de que pacientes con Sindrome de Down, los
cuales tienen una copia extra del cromosoma 21 que contiene el gen
para la proteina precursora amiloide (APP), forman placas amiloides
y sufren demencia a una edad muy temprana. A pesar de estas
discrepancias, a dia de hoy se concede al péptido amiloide un papel

protagonista en la fisiopatologia de la EA.

1.4 Tipos de Enfermedad de Alzheimer

La mayoria de casos de EA son esporadicos. Sin embargo,
aproximadamente un 5% corresponde a formas familiares
frecuentemente de inicio temprano (Shastry y Gibilin, 1999). Por lo
tanto podemos distinguir dos tipos de enfermedad de Alzheimer: la
familiar y la esporadica. La forma familiar estd asociada a genes
portadores de mutaciones responsables de la EA (Fig. 4), como
pueden ser mutaciones patogénicas en los genes de la proteina

precursora del péptido amiloide (APP en el cromosoma 21),
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presenilina 1(PS1 en el cromosoma 14q) y presenilina 2 (PS2 en el
cromosoma1l) (Bertram et al.,, 2003). Las mutaciones en APP se
encuentran en las zonas de escisidon relacionadas con la produccion
del péptido, mientras que la PS1 forma parte del complejo y-
secretasa, un enzima crucial para la formacioén del péptido amiloide.
Por tanto, mutaciones en los genes involucrados en la sintesis o
degradacién anormal de APP tienen la capacidad de producir un
cuadro completo de EA incluyendo el componente amiloide y el
componente neurofibrilar. Asimismo, duplicaciones de APP también
son causantes de EA, como en el Sindrome de Down. Todas las
mutaciones tienen como resultado la formacién anémala del péptido

AB produciendo posteriormente placas amiloides.

cromosomas 1

cromosomas 14

cromosomas 19

cromosomas 21

(EJIO

8 .
q

APP —»

PS-1 —> APOE—>

sl
(N _TINEO
i

Figura 4. Cromosomas implicados en la Enfermedad de Alzheimer de origen
familiar. Imagen obtenida de www.ccr.fr/sites/alzheimer/sp/maladie.htm
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Los estudios genéticos en las formas de inicio tardio de EA
esporadico han mostrado asociacion de riesgo con diversos genes
(Tabla 1) especialmente con Apolipoproteina E4 (Apo E4), isoforma
de la proteina transportadora de lipidos Apo E codificada en el
cromosoma 19. Se desconoce el papel de Apo E en los depdsitos
amiloides, aunque se ha sugerido que el aumento de lipidos y de
colesterol incrementa la produccion de AB. Los portadores de Apo E4
tienen mayor riesgo de padecer la enfermedad, aunque éste no la
produce directamente (Dupuy et al., 2001; Poirier, 2005). Otros genes
relacionados con EA de inicio tardio han sido A2M (codifica y2-
macroglobulina), LRP1 (codifica la proteina 1 relacionada con el
receptor de la lipoproteina de baja densidad) ambos en el cromosoma
12; polimorfismos en VLDL-R (codifica el receptor de las lipoproteinas
de muy bajo peso molecular) en el cromosoma 9 y IL1A (codifica la

interleucina-1a) en el cromosoma 2.

Denaminacion Cr | Gen | Edadde | % de casos | % total EA Praoteina
inicio familiares

Familiar AD de inicio 2-3 Precursara
precoz 21| AP 4288 o tamilias <! del ariloide
Familiar o esporadica
de inicio tardio aso- 19 | APOE =55 - a0-90 APOE,
ciada al alelo APOE,
Familiar AD de inicio Membrana,
MLy precoz 14 ] 58, 30-60 70-80 5-10 Presenilinal
Familiar AD de inicio

i Membrana,
Qrecoz | ajlemanes 1 ST 40-70 20 2-3 Preseniings
del Volga")
Familiar o esporadica
de inicio tardio nao

7 ? ? - _

asociada al alelo ' ' >15 : 10-40
APCE,
Esporadica no fami-
liar de inicio tempra- ? ? <65 - 7 -
no

Tabla 1. Genes relacionados con EA familiar o susceptibilidad a EA. Tomado de
Casabella Abril B, Espinas Boquet J, coordinadores Sociedad Espafiola de Medicina
de Familia y Comunitaria. Demencias. Editorial EdiDe, Barcelona; 1999.
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1.5 Prevalencia e Incidencia de la EA.

La prevalencia es la proporcion de individuos de un grupo o una
poblacion que presenta una caracteristica comun en un determinado
momento o periodo de tiempo determinado. La prevalencia depende
de la incidencia y de la mortalidad, y en ausencia de estrategias
preventivas, los cambios en la prevalencia dependen solamente de la
mortalidad. Existen un gran numero de estudios de prevalencia de la
EA en los que, a pesar de la utilizacién de los mismos criterios
diagnosticos, las tasas presentan grandes variaciones dependiendo
de la metodologia utilizada para el cribado y el ajuste de los criterios
de diagndstico. Todos los trabajos sefalan un incremento
exponencial con la edad que se dobla cada 4,5 afios a partir de los
65 afos (Jorm, 1987).

El estudio sobre prevalencia de demencia en personas de 65 o
mas afos en el grupo EURODERM, que incluyé 11 estudios
realizados en Europa en la década de los 90, mostro que el 53,7% de
los casos de demencia correspondian a EA, lo que supone una
prevalencia del 4,4%. En dicho estudio se observé una correlacion
entre el incremento de la prevalencia y la edad con un aumento
mayor para el sexo femenino. En Espana, la prevalencia de la EA se
incrementa por la edad y por el sexo (Tabla 2), siendo
significativamente mayor en las mujeres (Pedro-Cuesta, 2009).
Recientemente se ha dado a conocer la prevalencia en Espaia de la
EA, que se ha establecido en el 5,6% en la poblacién de 75 afios o
mas (Virués-Ortega et al., 2010). La mayoria de los estudios indican
una mayor prevalencia en mujeres que en hombres y se han

propuesto diversas razones que podrian explicar esta observacion.
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eoa> wowemes |wukRes

65-69 0,6 0,7
70-74 1,5 2,3
75-79 1,8 4,3
80-84 6,3 8,4
85-89 8,8 14,2
>90 17,6 23,6

Tabla 2. Prevalencia de enfermedad de Alzheimer ajustada por edad y sexo en
Europa. Imagen obtenida de Prevalencia of dementia and major subtypes in Europe
de Lobo A et al., 2000.

Por un lado una supervivencia selectiva de las mujeres en
edades avanzadas, niveles bajos de estrégenos en las mujeres frente
a los hombres o que el sexo femenino presenta una mayor
susceptibilidad genética. La incidencia de una enfermedad es el
numero de casos nuevos cada afo. El numero de estudios sobre
incidencia es menor debido a que tienen un mayor coste econémico y
a que requieren un periodo de tiempo mas largo para su desarrollo.
Todos los estudios muestran que la EA aumenta con la edad y que el
numero de casos se multiplica por 3 cada 10 afios a partir de los 65
afios. La tasa de incidencia total oscila entre10,3 /1000 y 39,1 /1000
casos anuales en mayores de 65 afos, dependiendo de la
metodologia usada y la zona geografica en la que se ha llevado el
estudio (Hendrie et al.,1995; Rajkumar et al.,1997). Actualmente se
estiman unos 13 millones de pacientes con enfermedad de Alzheimer
en todo el mundo y de ellos 800.000 en Espana. Sin embargo, debido
a que la tasa de diagndstico es baja, en torno al 60 %, se estima que
en realidad podria haber 20 millones de casos a nivel mundial. La

aparicion de la enfermedad es mas frecuente en paises desarrollados
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ya que la esperanza de vida media es mayor en ellos. En Espafa en
el ano 1900 la esperanza de vida media era de 40 afios y a finales de
siglo aumentd hasta los 75 anos. Se estima que en el afio 2050 la
esperanza de vida podria aumentar hasta los 100 ahos lo que
supondria llegar hasta 80 millones de casos de afectados por la EA
(Blesa, 2008).

1.6 Tratamientos de la EA.

Los tratamientos de la EA se centran en el deterioro cognitivo
y los problemas de comportamiento afectivo. No existe un tratamiento
que cure la EA, éstos simplemente sirven para paliar los sintomas
producidos por la enfermedad. Existen diversos farmacos que
pueden ser utilizados dependiendo de la fase de demencia que

presente el paciente (Tabla 3).

En la demencia leve a moderada se lesiona el nucleo de
Meynert, del que nace el sistema colinérgico, muy relacionado con la
capacidad cognitiva y la memoria. La degeneracién de este sistema
causa una disminucion de acetilcolina en las sinapsis corticales y un
fallo de la neurotransmision colinérgica. Sin embargo, es posible
estimular los receptores de acetilcolina de la segunda neurona
colinérgica porque estan mejor conservados y para ello se aumenta
la cantidad de acetilcolina en la sinapsis cortical mediante inhibidores
de la acetilcolinesterasa (IACE), que inhiben la enzima que hidroliza
el neurotransmisor. Este grupo farmacolégico incluye tacrina
(autorizada el afio 1993, aunque actualmente no se utiliza por su

hepatotoxicidad), donepezilo (autorizada el afio 1998), rivastigmina
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(autorizada el ano 2000) y galantamina (autorizada el afo 2001).
Estos medicamentos permiten reducir la sintomatologia pero no
impiden el progreso de la enfermedad, ya que a medida que el
tiempo avanza, el cerebro produce menos acetilcolina y por tanto los

medicamentos pierden su efecto.

MEDICAMENTO | TIPODEDROGA | FUNCIONAMIENTO EFECTOS
Y Uso
Antagonista de | Bloquea los Confusion, dolor
NMDA, efectos toxicos de cabezay
WIZHIANTING, prescrito para | asociados con el estrefiimiento.
tratar sintomas | exceso de
de moderado a | glutamato.
severo.
Inhibidor de la | Previene la Nauseas,
colinesterasa, | hidrélisis de vomitos,
CALANIANINA prescrito para | acetilcolinay la diarrea, péerdida
casos leve y estimulacion de de apetito.
moderado. receptores
nicotinicos.
Inhibidor de la | Previene la Nauseas,
colinesterasa, | hidrélisis de vomitos,
RIVASTIGMINA prescrito para | acetilcolina en el dlarrea,. pérdida
casos leve y cerebro. de apetito,
moderado. perdida de
fuerza
muscular.
Inhibidor de la | Previene la Nauseas,
colinesterasa, | hidrélisis de vomitos,
HEN=SEALD prescrito para | acetilcolina en el diarrea,
casos de leve | cerebro.
amoderado y
de moderado a
severo.

Tabla 3. Medicamentos aprobados para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. Imagen modificada de ;Qué sabemos de? El Alzheimer; Martinez A, ED:
catarata; CSIC, 2009.
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En la demencia moderada a severa, la elevacion patologica
de los niveles tonicos de glutamato puede contribuir a la disfuncién
neuronal y a la muerte neuronal que causa la EA. Para
contrarrestarlo se utilizan inhibidores del receptor glutamatérgico
NMDA (N-metil-D-aspartato) con el fin de impedir estos efectos
nocivos, sin alterar el papel fisiolégico que tiene este sistema,
necesario para el aprendizaje y la memoria. Este medicamento se
conoce como Memantina siendo en la actualidad el Unico
medicamento antidemencia con la indicacién de intensidad moderada
a severa (Portela-Romero et al., 2005). La Memantina es un
antagonista no competitivo del receptor NMDA de baja afinidad que
bloquea los efectos de los niveles basales de glutamato elevados

patolégicamente que pueden provocar disfuncién neuronal.

Estudios recientes senalan que diversos anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES) podrian tener efecto neuroprotector ayudando a
retrasar la progresion de la enfermedad (In t'Veld et al., 2001;
Weggen et al., 2001; Townsend y Pratico, 2005) aunque el posible
mecanismo de neuroproteccion seria independiente de sus efectos

anti-inflamatorios.

Actualmente existen diversos grupos de investigacion
espanoles dedicados a la obtencién de farmacos que proporcionen
un tratamiento mas eficaz para la enfermedad de Alzheimer aunque
todavia se encuentran en fase de estudio. Uno de ellos ha disefiado
un nuevo modelo de vacuna (EE-AD-S1P) que previene la
enfermedad y reduce eficientemente las lesiones cerebrales en
aquellos casos en los que la enfermedad ya se ha manifestado. Esta
vacuna de caracter preventivo y terapéutico se caracteriza por la

introduccion de un nuevo inmunégeno adyuvante disefiado para
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generar anticuerpos contra las placas neuriticas donde se acumula la
proteina beta-amiloide (AB) que dana el cerebro de los pacientes con

Alzheimer (Carrera y Cacabelos, 2012).

2. Hipétesis Sobre el Origen de la EA.

Como ya se ha comentado anteriormente la causa directa que
produce la EA es desconocida, aunque existen una serie de hipotesis
que intentan explicar su origen. Lo que se sabe con certeza es que la
edad es el mayor factor de riesgo para padecerla. En los ultimos
afos, los investigadores han descubierto algunos de los cambios
moleculares que se producen en la EA lo que ha llevado a la
existencia de varias hipétesis que proponen el posible origen de la
enfermedad. Estas hipotesis proponen que el origen de la
enfermedad de Alzheimer se debe bien a la deficiencia de un
neurotransmisor, bien a alteraciones en la proteina tau o bien a la
neurotoxicidad y acumulacién asociada al péptido B amiloide. La

hipétesis mas aceptada en la actualidad es la de la cascada amiloide.

2.1 Hipoétesis de la Cascada Amiloide.

La hipotesis amiloide postula que el origen de la EA esporadica
se debe a un exceso del péptido beta-amiloide (AB) en el exterior de
la neurona, resultante de un desequilibrio entre su produccion y su
eliminacion. Esta hipdtesis sugiere que AR podria desencadenar una

cascada cuyo resultado final son los sintomas relacionados con la EA
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(Fig. 5) (Haass y Selkoe, 2007). Mutaciones de la proteina
precursora amiloide (APP), Presenilina 1 (PS1) y Presenilina 1 (PS2)

producen incremento de la produccion de ARz,

Mutaciones en APP, PS1 o PS2

v

Alteraciones en la fragmentacion de APP

v

1‘ Produccién de AB, .4,

v

Agregacion de AP en el cerebro

Deposicion de AB en placas

v

Respuesta inflamatoria por activacion de glias

v

Lesion progresiva de neuronas en contacto con AR

]

v
Alteracion del metabolismo neuronal,dishomedstasis —
idnico y leisones oxidativas

v

'T‘ Fosforilacion de tau y formacion de ovillos neurofibrilares

v

Lesiones neuriticas y muerte neuronal — |

v

Demencia

Figura 5. Hipotesis de la cascada amiloide de la Enfermedad de Alzheimer. En la
EA, estd aumentada la producciéon y acumulacion excesiva de AB1.42 en el cerebro,
que conlleva una serie de alteraciones como inflamacion, dishomedstasis idnica, dafio
oxidativo, aumento de tau y en dultimo término neurodegeneracién y demencia.
Modificado de Hardy y Selkoe, 2002.
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En la EA esporadica existe un aumento tanto de los niveles
cerebrales de AB soluble como insoluble y un ligero aumento de AR.
42, pero los mecanismos por los que se produce este aumento aun no
estan claros: se piensa que contribuirian tanto factores de riesgo
genéticos como adquiridos, causando el desequilibrio entre sintesis y
degradacién de AB. Por lo tanto, una produccion excesiva del
péptido, al igual que defectos en los mecanismos de su aclarado,
podrian desencadenar una cascada patolégica que incluye
inflamacioén, déficits neuriticos y sinapticos, apariciéon de ovillos
neurofibrilares, pérdida de neurotransmisores y por ultimo muerte
neuronal (Stutzmann, 2007). En cuanto a los factores genéticos, la
presencia del alelo E4 del gen de la ApoE es el Unico polimorfismo
genético consistentemente asociado al desarrollo de la EA. En
cuanto a factores de riesgo adquiridos destacan la isquemia cerebral

y el traumatismo craneoencefalico.

2.2 Hipoétesis Colinérgica.

La hipodtesis colinérgica relacionada con la disfuncion de la
memoria fue descrita en 1982 por Bartus y colaboradores (Bartus et
al., 1982). Esta hipodtesis propone la existencia de una alteracién y
disfuncion de la actividad colinérgica en cerebros de ancianos y en
pacientes con demencia producida por la deficiencia del
neurotransmisor acetilcolina y que esta alteracion juega un papel
importante en la pérdida de memoria y los problemas cognitivos. La
hipétesis colinérgica se apoya, sobre todo, en que los inhibidores de
la colinesterasa muestran efectos positivos sobre las capacidades

cognitivas en pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Hansen et
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al., 2008). En condiciones fisiolégicas, acetilcolina (ACh) es
sintetizada en el interior de la neurona a partir de la colina (Ch) por la
accion de la enzima colinacetiliranferasa (ChAT). Una vez sintetizada
la ACh se almacena en vesiculas en el interior de la neurona
presinaptica. Cuando se produce el impulso nervioso la ACh se vierte
al espacio intersinaptico e interacciona con receptores colinérgicos
de la neurona postsinaptica. Estos receptores pueden ser de dos
tipos; receptores nicotinicos (activados por nicotina) y receptores
muscarinicos (activados por muscarina). En el espacio intersinaptico
hay una enzima que se encarga de regular la concentracién de ACh
por degradacion de la misma conocida como acetilcolinesterasa
(AChE) (Fig. 6).

Neurona |'
Presinaptica / 1
; CAT
Colifa A p
/ Vesicula b
/ sinaptica \

( Colina

\ A7

Tr?jlssglritr?:or Te 5 Y Hendidura

Colina Acetilcolinesterasa < sinaptica
.G-* B > o .

<
rW‘r:\r"%r'l L
HﬂecepiorMuscarillico ¢
( 4 Receptor Nicotinico
(
GL) Neurona Postsinaptica

Figura 6. Transmision colinérgica. Tras un impulso nervioso la acetilcolina se libera
al espacio sinaptico y puede actuar sobre receptores o puede ser hidrolizada por la
acetilcolinesterasa convirtiéndose en colina. Imagen obtenida de Changeux JP, 1984.
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Aunque en el cerebro de pacientes con EA existen deficiencias
de ACh, se cree que ésta no es la causa original de la enfermedad
sino mas bien otra de las consecuencias de los dafios cerebrales
producidos por la misma. Puesto que la muerte neuronal afecta en
una primera etapa a las neuronas colinérgicas parece légico que

exista una deficiencia de acetilcolina en la EA.

2.3 Hipoétesis de la Proteina Tau.

Una de las proteinas que se acumulan de forma anémala en el
cerebro de pacientes con EA es la proteina tau. Tau es el componente
mayoritario de los ovillos neurofibrilares y se expresa en neuronas del
sistema nervioso central (SNC). Se sabe que esta proteina también
estd involucrada en Ila patogénesis de otras enfermedades
neurodegenerativas. El desarrollo de una taupatia o acumulacién de
formas insolubles e hiperfosforiladas de la proteina tau y su posible
relacion con EA fue descrito por Brakk (Brakk y Brakk, 1991). Durante
el desarrollo de la EA tau comienza a fosforilarse en multiples sitios y
se integra dentro de los filamentos helicoidales apareados (PHFs)
para dar lugar a los complejos proteicos denominados desarreglos
neurofibrilares (NFTS), perdiendo sus funciones fisiolégicas. La
hiperfosforilacion de tau es el resultado del desequilibrio de la accién

de diferentes quinasas y fosfatasas (Fig. 7).
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Estado fisiolégico Protein quinasa

Estado patolégico Protein fosfatasa

Bt

tau hiperfosforilada

Figura 7. Esquema de la fisiologia y patologia de la proteina tau. Esquema
modificado de ;Qué sabemos de? El Alzheimer; Martinez A, ED: catarata; CSIC,
20009.

La severidad de la demencia se ha relacionado con la
deposicion de los ovillos neurofibrilares (Caughey y Lansbury, 2003),
siendo mas abundantes en las areas donde es mas intensa la
destruccidon neuronal, es decir, el hipocampo y las zonas adyacentes
del I6bulo temporal, unas estructuras que tienen una gran importancia
en la funcién de la memoria (Solomon PR, 1996). Los ovillos
neurofibrilares no son exclusivos de la enfermedad de Alzheimer ya
que aparecen en otras enfermedades neurodegenerativas. En los
ovillos neurofibrilares la agregacion de tau se produce porque ésta
sufre una fosforilacion irreversible, que impide su funcién normal a la
vez que facilita su autoagregacién en fibrillas. El efecto de estos
eventos es la alteracion de la estructura de los microtubulos, que junto
con el empaquetamiento de la proteina tau provocan alteraciones en
el mecanismo de transporte neuronal. Como consecuencia, la neurona
no puede transmitir sefales eléctricas ni transportar nutrientes

adecuadamente.
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3. El Péptido Amiloide.

3.1 Formacion del Péptido Amiloide.

El péptido amiloide es un producto resultante del catabolismo
de la APP, tras su proteolisis secuencial mediada por las enzimas [3-
secretasa y y-secretasa. Este procesamiento amiloidogénico sucede
mayoritariamente a nivel de los endosomas tras la endocitosis de
APP desde la membrana plasmatica, donde se localiza normalmente
para ejercer su funcion. La otra via alternativa llamada no
amiloidogénica no produce formacion del péptido amiloide. En
condiciones normales se producen niveles muy bajos de péptido
amiloide (rango picomolar) con 40 o 42 aminoacidos dependiendo del
sitio de escision del fragmento C-terminal de APP, siendo el
fragmento 1-40 mas abundante que el 1-42. A pesar de diferenciarse
en tan solo dos aminoacidos, los dos péptidos tienen propiedades
fisico-quimicas muy distintas. In vitro, 1-42 tiene una mayor tendencia
a polimerizar, formando oligdbmeros solubles, que a su vez se
agregan en protofibrillas formandose finalmente fibras insolubles
similares a las presentes en las placa seniles de la EA. En
condiciones normales la concentracién del péptido amiloide esta muy
regulada, existiendo un equilibrio entre su generacion y su
eliminacion por parte de enzimas degradadoras como neprisilina
(enzima degradadora de insulina) y posiblemente la enzima
convertidora de la angiotensina I. Ademas, parte del péptido fluye
desde el parénquima cerebral al liquido cefalorraquideo a través de
la barrera hematoencefalica, de ahi que AP sea detectable en el

liquido cefalorraquideo y en plasma.
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A pesar de que APP y AB han sido muy estudiados, su funcion
fisiologica todavia es un misterio. La APP es una proteina
transmembrana a la que se ha atribuido un papel critico durante el
desarrollo embrionario del sistema nervioso, tanto central (SNC)
como periférico, actuando como molécula de adhesion intercelular
necesaria en la formacion de nuevas sinapsis en el SNC y en la
union neuromuscular (Soba et al.,2005; Wang et al., 2005; Wang et
al., 2009), asi como en la migracién de los precursores neuronales
hacia la corteza cerebral (Young—Pearse et al.,2007) y en la
regresion de axones mal dirigidos y neuronas excedentes con el fin
de refinar las conexiones de los circuitos neuronales (Nikolaiev et al.,
2009). También se cree que APP participa en la transduccién de
sefales extracelulares a través de su unién a proteinas G (Nishimoto
et al., 1993) y en transporte axonal a través de su interaccién con
Kinesina-l (Kamal et al., 2000). APP aparece principalmente anclada
a la membrana plasmatica diferenciandose una regién extracelular,
una region transmembranal y otra region citoplasmica. Sin embargo,
la contribucion de APP al funcionamiento normal del sistema
nervioso adulto no es bien conocida y menos aun su papel en la

neurodegeneracion de la EA.

En cuanto al péptido AR, durante mucho tiempo ha sido
considerado un catabolito incidental sin funcién fisioldgica alguna.
Recientemente, experimentos con microdialisis cerebral en ratones
han mostrado que los niveles de AB en el flujo intersticial del cerebro
aumentan cuando lo hace la actividad neuronal y disminuyen cuando
ésta es inhibida (Cirrito et al., 2005). Asi pues, la actividad sinaptica
induciria la endocitosis de APP desde la membrana plasmatica
favoreciendo asi su procesamiento amiloidogénico en los endosomas

(Cirrito et al., 2008). Se cree que el aumento del péptido en respuesta
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a un aumento de la actividad neuronal seria parte de un mecanismo
compensatorio de retroalimentacion negativo ya que a
concentraciones fisioldgicas de AR, el péptido es capaz de regular la
actividad sinaptica (Abramov et al., 2009). Este acoplamiento
bidireccional entre actividad neuronal y produccion de AB podria
explicar por qué en el cerebro normal la concentracion de AR esta tan
regulada. Otra posibilidad es que los monémeros de AB tengan una
funcidn protectora, de tal manera que el efecto neurotéxico de los
oligébmeros y fibras presentes en la EA se deberia, al menos en parte,
a una pérdida de neuroproteccién por parte de los mondémeros
(Giufrida et al., 2009).

3.2 Péptido amiloide y EA.

Una de las sefias de identidad de la EA a nivel patoldgico es la
presencia en el cerebro de AR procedente de la hidrdlisis de la
proteina precursora amiloide (APP). En condiciones fisiolégicas la
APP es procesada de forma secuencial por distintas proteasas. Las
proteasas son proteinas que fragmentan otras proteinas y se las
puede encontrar en el sistema gastrointestinal participando en la
digestién de proteinas ingeridas en la dieta o ejerciendo funciones
reguladoras (inactivando o activando las proteinas que procesan o
liberando productos con funcion metabdlica). En el caso de la APP
encontramos tres actividades proteasas principales llamadas alfa (a),
beta (B) y gamma (y) secretasas. Estas tres actividades enzimaticas

distinguen dos vias principales para su procesamiento (Fig. 8).
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Figura 8. Vias de procesamiento de la APP. Estructura esquematica de la APP en
la que se muestra el dominio del péptido AB. Figura modificada de Thinakaran y Koo,
2008.
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La via no amiloidogénica y la via amiloidogénica, siendo
esta segunda via la que en ultima instancia es responsable de la
formacion de los depdsitos amiloides caracteristicos de la

enfermedad de Alzheimer.

La via no amiloidogénica comienza con la accién de la a-
secretasa. Al ser APP una proteina transmembranal, su procesamiento
proteolitico tiene lugar en la propia membrana plasmatica y no produce
depdsitos amiloides. La a-secretasa realiza un corte en la parte

extracelular de la APP a nivel del aminoacido 687. Este corte libera casi

todo ese extremo extracelular de la APP, el cual es soluble y se
denomina sAPPa. Por otro lado actua la y-secretasa liberando un
pequefno fragmento C-terminal conocido como P3. Los fragmentos
liberados por la actividad a-secretasa no son patogénicos (Canevari et
al.,, 2004). La y-secretasa es un complejo enzimatico formado por
presenilinas PS1 o PS2 junto con nicastrin, Aph-1 y Pen-2 (Kimberly
et al., 2003) proteinas en su mayoria asociadas con el reticulo

endoplasmico.

La via amiloidogénica comienza con la actividad B-secretasa
que realiza el corte en la APP algo antes en la secuencia de

aminoacidos, concretamente a nivel del aminoacido 671, liberando de

esta forma una porcion extracelular de 16 aminoacidos mas corta que la
sAPPa, llamada sAPPB. Hace relativamente poco tiempo que los
investigadores han puesto nombre propio a la actividad [ —secretasa.
Las principales enzimas responsables de esta actividad son las
proteasas BACE1 y BACE2 (del inglés beta-site APP cleaving enzyme)
localizadas en el aparato de Golgi y endosomas y con funcion fisioldgica

aun desconocida.
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BACE1 parece ser la enzima mas importante y es una proteasa
anclada a la membrana mediante un dominio transmembrana. Esta
enzima posee un dominio aspartil-proteasa (utiliza un aspartato para la
reaccion de catalisis) en su porcion extracelular, que es el que realiza el
corte. Los estudio in vitro con APP sintética confirman este
procesamiento por BACE1, ya que el raton transgénico que carece de
BACE tiene un fenotipo normal (Roberds et al., 2001). Actualmente, se
asume que la actividad de BACE1 es el factor limitante a la hora de
generar AB y por lo tanto, no es de extrafar el interés suscitado por esta
proteasa como diana terapéutica para tratar la EA. El procesamiento
proteolitico de la APP por BACE genera también un fragmento soluble
(APPs[3) mas corto que APPsa.

En resumen en condiciones fisiolégicas a través de la via no
amiloidogénica actian las a y y-secretasas (Haass et al., 1992; Shoji
et al., 1992). En condiciones patoldgicas actuan las B y y-secretasas.
Segun el punto de ruptura de la y-secretasa, se produciran dos
formas principales de AR de 40 o 42 aminoacidos. Asi pues los
péptidos amiloides o AB resulta de la hidrolisis de APP que puede dar
especies de diferente tamafo desde ABi3s hasta AR 143 siendo el
péptido de 42 aminoacidos, el mas relacionado con la toxicidad
neuronal, conocido como APs4 Como se ha comentado
anteriormente la mera presencia de AB no causa neurodegeneracion.
Sin embargo, el desequilibrio en su produccién y su degradacion que
conduce al exceso de péptido se considera causante de la

degeneracion neuronal (Pearson et al., 1991).
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3.3 Estados de Agregacién de A.

El péptido AB es toxico para las células tanto en cultivo como in
vivo (Pike et al, 1993; Geula et al, 1998). La forma mas toxica es el
péptido ABi4. Las moléculas de AB puede presentar diferentes
estados de agregacion de forma aleatoria formando estructuras
diversas que pueden variar desde secuencias de bajo peso molecular
compuestas por una unidad (mondmeros), oligémeros (formado por
agregados desde 2 hasta 24 unidades) hasta cortas protofibrillas
flexibles y largas fibrillas rigidas; todas en un equilibrio dinamico entre
ellas (Fig. 9). La toxicidad inducida por AR depende de su estado de
agregacion (Klein et al., 2004). La mayor parte de los estudios
realizados han considerado las fibrillas como las causantes de la
toxicidad. Sin embargo, en los ultimos afios se ha descrito que los
oligbmeros solubles, al contrario que las fibrillas depositadas en las
placas amiloides en las inmediaciones de las neuronas, podrian
acumularse en las sinapsis neuronales reduciendo asi la transmision
glutamatérgica y comprometiendo la funcién sinaptica y la

potenciacién a largo plazo.

Protofibrils o
Monomer Dimer Oligomers Mature fibrils

L BN N N N N N N N
Lag phase Elongation phase

Figura 9. Estados de agregacion del péptido amiloide. La agregacion de AB tiene
dos fases cinéticas. En la “fase de latencia”, la forma oligomérica se forma en un
proceso lento (lineas discontinuas). En la “fase de elongacion”, la forma oligomérica
promueve la formacion de fibrillas. Imagen obtenida de Kumar S. et al., 2011.
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De hecho, se ha propuesto que los oligdbmeros solubles serian
la toxina neuronal mas probable en la EA (Haass y Selkoe, 2007). No
se conoce en detalle las condiciones que favorecen la formacién de
una u otra forma. Sin embargo, ciertos factores podrian favorecer la
agregacion de formas solubles de oligdmeros incluyendo la alta
concentracién del péptido, el pH &cido (Burdick et al., 1992), la
presencia de iones metalicos como hierro, zinc y aluminio (Manthy,
1993) y el estrés oxidativo (Walsh, 2000).

3.4 Mecanismos de Neurotoxicidad de AR.

La secuencia exacta de eventos que dan lugar al dafio neuronal
en la EA es aun desconocida. Parecen ser activadas varias vias
potencialmente perjudiciales, algunas de las cuales son
consecuencia de los efectos directos de AB. Parece claro que los
efectos de AB estan asociados con estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial, alteraciones de la homedstasis del Ca?" intracelular,
generaciéon de especies reactivas de oxigeno y activacién microglial,
pero la causa exacta por la cual suceden estos acontecimientos
sigue siendo fuente de controversia. Varios estudios sugieren una
prevalencia de muerte por necrosis en la EA (Lucassen et al., 1997).
Sin embargo, otros estudios muestran evidencias de que la muerte
neuronal en la EA ocurre por apoptosis incluyendo la fragmentacion
del ADN (Su et al., 1994) y la alteracion del balance entre moléculas
proapoptéticas y antiapoptéticas (Kitamura et al.,, 1998). Otros
estudios demuestran que el tratamiento con AB de células in vitro

induce apoptosis (Estus et al., 1997 y Tamagno et al., 2003). La

-32 -



[ % g
P

INTRODUCCION -t =%

activacion de proteinas caspasas también esta implicada en la
toxicidad por AR, especialmente las caspasas 2, 3, 8 y 9 (Roth et al.,
2001) pero no hay consenso sobre la relevancia que puedan tener en
la patogénesis de la EA. Una posibilidad es que la activacion de
caspasas pueda jugar un papel no necesariamente relacionado con
la apoptosis; ambos APP y PS son procesados por caspasa-3
incrementando la produccion de AB (Kim et al., 1997; Gervais et al.,
1999).

Se ha postulado que el AB provoca disfuncion mitocondrial y
apoptosis, y que esta toxicidad contribuye al desarrollo de la EA
(Canevari et al., 2004) aunque el mecanismo no esta claro. AR podria
asociarse con las membranas mitocondriales en ratones mutados y en
pacientes con EA. Ademas, las mitocondrias de estos ratones
muestran niveles de consumo de oxigeno menores y reduccion de la
actividad enzimatica asociada con los complejos respiratorios
mitocondriales sugiriendo que la unién del AB a mitocondrias podria
alterar la actividad mitocondrial y aumentar la cantidad de especies
reactivas de oxigeno, llevando a neurotoxicidad (Caspersen et al.,
2005; Manczak et al., 2006; Reddy y Beal, 2008).

También se ha postulado que el AB provoca disfunciéon sinaptica.
Existe cada vez mas consenso en que los oligdmeros de AB son
sinaptotoxicos. Tanto en neuronas in vitro como en modelos animales,
los oligdbmeros de AP co-localizan con las densidades post-sinapticas
de las espinas dendriticas (Koffie et al., 2009; Lacor et al., 2004; Wei et
al., 2010).

Finalmente, una nueva hipdtesis no excluyente con las

anteriores, propone que la neurotoxicidad inducida por A en la EA
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estaria relacionada con la homeostasis del Ca?" intracelular, un
segundo mensajero clave en multitud de funciones neuronales. De
hecho, un numero creciente de estudios muestra que las mutaciones
en presenilinas en diferentes modelos neuronales (células PC12,
fibroblastos) y la consiguiente elevacién de los niveles de AB conducen
a la disregulacion del Ca?®* intracelular (LaFerla, 2002), aunque no se
ha establecido claramente qué conformacién de AP es la que ocasiona
esta alteracion. El AB podria promover la entrada de Ca?* en el interior
de las neuronas, pero los resultados son aun contradictorios (Abramov
et al., 2003; Marx, 2007). Se ha planteado que la procedencia del Ca?*
sea extracelular (Sanz-Blasco et al., 2008) y penetre en las neuronas a
través de canales dependientes de voltaje, a través de receptores
ionotropicos de glutamato (NMDA, AMPA) o nicotinicos de acetilcolina.
Incluso se ha propuesto que los oligdmeros podrian formar canales de
membrana que permitirian la entrada de Ca®" extracelular en las
neuronas (Kayed et al., 2003; Kayed et al., 2009). Otra posible fuente
de este Ca®" citosdlico excesivo podrian ser los reservorios
intracelulares naturales de Ca®** como el reticulo endoplasmico (RE) y

la mitocondria.

4. Proteina Tau.

Tau forma parte de una familia de proteinas asociadas a
microtubulos o MAPs. Los microtubulos son uno de los tres
constituyentes principales del citoesqueleto neuronal, los otros dos
son los neurofilamentos y los microfilamentos. Todos forman parte de

la infraestructura neuronal y participan en funciones como el
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transporte axonal de nutrientes y otras sustancias, asi como el

mantenimiento de la integridad estructural de la neurona.

4.1 Papel Fisiolégico de Tau.

La proteina tau, componente principal de los ovillos
neurofibilares, es una proteina asociada a microtubulos que se
expresa en las neuronas del SNC. Se localiza normalmente en el
axon, donde su funcién estabilizadora de los microtiubulos permite que
el transporte axonal de proteinas, vesiculas y organulos sea fluido en
ambos sentidos. El gen que codifica para la proteina tau se encuentra
en el cromosoma 17 y produce un mensajero que se procesa dando
lugar hasta 6 isoformas diferentes generadas por el corte alternativo
de un solo gen. Estas isoformas se diferencian entre si en la presencia
o la ausencia de los exones 2, 3 y 10; las combinaciones de estos
exones son las que originan las 6 isoformas. El tipo de isoforma que
agrega en cada tipo de enfermedad neurodegenerativa es
relativamente especifico; en la EA las 6 isoformas pueden formar

parte de los ovillos neurofibrilares.

4.2 Mecanismos de Toxicidad de Tau.

La proteina tau se encuentra anormalmente hiperfosforilada
en la EA. Esta hiperfosforilacién produce desestabilizacion de los
microtubulos y agregacion patolégica de la proteina en el
compartimento somatodendritico de la neurona dando lugar al ovillo

neurofibrilar. Aunque parece que la hiperfosforilacion de tau precede
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y acelera la agregacion, algunos estudios in vitro sugieren un circulo
vicioso en el que la hiperfosforilacion promoveria su agregacion y

ésta a su vez facilitaria la hiperfosforilacion (Fig. 10).

Tau Hyperghosphorylated Soluble tau
tau aggregates
Tau 1
appre "" ation

LR s
e

w%%%%%%%%,' ﬁ@

1d505

lau
fibrils/MNETs

Figura 10. Hiperfosforilacion de la proteina tau. Imagen obtenida de Jirgen Gétz
y Lars M. Ittner, 2008.

En cualquier caso, la acumulacién de tau en el compartimento
somatodendritico provocaria una pérdida de su funcién normal en el
axon y alteraria el transporte axonal de proteinas y organulos, lo que
tendria consecuencias muy negativas para las neuronas (Polydoro et
al., 2009; Stokin et al., 2005).
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La muerte neuronal en la EA es muy prominente, aunque
circunscrita a regiones vulnerables como el sistema limbico o el
nucleo de Meyner. Por el contrario, las neuronas de la corteza motora
suelen estar relativamente preservadas incluso en la EA avanzada.
La muerte neuronal se ha relacionado con la patologia neurofibrilar
basandose en diversas evidencias. En primer lugar, el patrén de
distribucion regional y temporal coincide con el de los ovillos
neurofibrilares. En segundo lugar, la descripcion de los ovillos libres
(conocidos como ovillos fantasmas) presentes en el espacio
extracelular, sobre todo en el hipocampo y la corteza entorrinal, sirvid
de apoyo a la idea de que los ovillos neurofibrilares son responsables
de la muerte de las neuronas que los albergan. En tercer lugar, los
modelos animales que sobreexpresan mutaciones de la proteina tau
que favorecen los agregados intraneuronales similares a ovillos
neurofibrilares presentan una importante muerte neuronal, mientras
que los modelos basados en la sobreexpresion de APP humana,
muestran poca o0 ninguna pérdida neuronal (Goétz et al., 2008). Se
cree que la muerte celular programada o apoptosis es el mecanismo
de muerte predominante en la EA (Friedlander, 2003). Segun la
vision tradicional, la agregacion e hiperfosforilacion de tau en ovillos
neurofibrilares activaria las enzimas caspasas e iniciaria la cascada
apoptotica, causando la muerte de las neuronas portadoras de dichos

ovillos.

Sin embargo, otros estudios discrepan en la relacion causa-
efecto entre ovillos neurofibrilares y muerte neuronal. Por ejemplo,
diversos estudios que utilizan la técnica estereoldgica de
cuantificacion muestran que la muerte neuronal en el surco temporal
superior excede el numero de ovillos presentes en esa region

(Gomez-Isla et al., 1997). Este hallazgo sugirid la existencia de
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mecanismos de muerte neuronal independientes de la agregacion de
tau en forma de ovillos. Ademas otros estudios, que emplean la
misma técnica de cuantificacion, sugieren una disociacion regional
entre muerte neuronal y ovillos neurofibrilares en varios modelos
animales, observandose regiones en las que la muerte neuronal
precede a la aparicién del ovillo y otras en las que no existe una
pérdida neuronal evidente a pesar de la abundancia de ovillos
(Spires et al., 2006).

Estudios recientes de imagen in vivo en animales transgénicos
con taupatia indican que la activacion de las caspasas precede a la
formacion del ovillo. Segun esto, las caspasas serian activadas por
especies oligoméricas solubles de tau y una vez activas causarian la
protedlisis de la proteina tau, dando lugar a fragmentos con
tendencia a agregar formando el ovillo neurofibrilar. Una vez formado
el ovillo, las caspasas se inactivarian y la neurona escaparia de la
apoptosis. De hecho, la supresion de la expresiéon del transgen y, por
consiguiente, de la produccion de especies solubles de tau, aborta la
activacion de las caspasas. En este escenario aun por confirmar, las
neuronas que albergan wun ovilo en su compartimento
somatodendritico sufririan una muerte retardada debida a las
consecuencias de la disrupcion del transporte axonal. El proceso de
muerte llevaria mucho tiempo, de ahi que los ovillos fantasmas,
predominen en el hipocampo y en la corteza entorrinal, que son las
primeras regiones afectadas por la degeneracion neurofibrilar en la
EA. En cambio, las neuronas incapaces de formar ovillo, moririan
pocos minutos después de la activacion de las caspasas, lo que
explicaria que la pérdida de neuronas exceda el numero de ovillos
presentes en una misma region. En este hipotético escenario, los

ovillos representarian al mismo tiempo un mecanismo de defensa
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protector de las neuronas y un marcador de enfermedad de las
neuronas, ya que comprometeria su fisiologia normal (de Calignon et
al., 2009; de Calignon et al., 2010; Spires-Jones et al., 2008). A dia
de hoy se mantiene la controversia respecto a la toxicidad de tau
(ovillos insolubles frente a oligdbmeros solubles de tau), un dilema
similar al de la toxicidad de la patologia amiloide (placas insolubles

frente a oligdmeros solubles de AR).

5. Homeostasis del Ca?* Intracelular en
Neuronas.

Debido a la importancia de la hipétesis del Ca** en la EA es
necesario repasar brevemente la homedstasis del Ca?* intracelular en
neuronas en condiciones fisiolégicas. Las neuronas son células
excitables que utilizan las sefiales de Ca®* para controlar diversas
funciones como la plasticidad sinaptica, la excitabilidad de la
membrana, el crecimiento neuronal, la diferenciacién y la propia
muerte por apoptosis (Bezprozvanny y Mattson, 2008) entre otras. La
actividad neuronal depende del aumento de la [Ca*].; producido bien
por la entrada de Ca®** a través de la membrana plasmatica y/o la

liberacion de Ca** de los compartimentos intracelulares.

En condiciones normales, las concentraciones plasmaticas de
Ca?" estan en torno a 1-2 mM y se mantienen constantes gracias a
los distintos sistemas homeostaticos del organismo. Sin embargo, en

el citosol celular, la concentracion de Ca®* libre esta en torno a 0,1
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MM (100 nM), unas 10.000 veces menor al medio extracelular. A este
gradiente quimico se le une el potencial de membrana, negativo en el
interior celular, que hace que el gradiente electroquimico favorezca
enormemente la entrada de Ca®". Sin embargo, debido a la actividad
de una serie de sistemas de transporte activo que consumen energia,

las células en reposo mantienen este gradiente (Fig. 11).

MEDIO EXTRACELULAR
CaZ* (103M)

Figura 11. HomeostaS|s del ca® mtracelular En la membrana plasmatlca los
canales de ca® permiten la entrada de Ca®" desde el exterior (10 M) al |nter|or
celular (107M) a favor del enorme gradlente electroquimico. La bomba de Ca* tipo
PMCA vy el |ntercamb|ador Na‘/Ca®* permiten la salida de Ca®* en contra de
gradlente El Ca*" citosolico puede ser tamponado por proteinas citosolicas que unen
Ca® * ylo captado por el RE, en contra de gradiente a través de bombas de ca’ * tipo
SERCA, donde alcanza una concentracion muy elevada (103M) El exceso de Ca**
también puede ser captado por la mitocondria a favor de gradlente eléctrico, el
poten0|al mitocondrial (-180mV), a través del uniportador de Ca®" mitocondrial. El
ca®' almacenado en depdsitos puede ser liberado al citosol o al nucleo a traves de
canales de Ca®" de endomembranas activadas por IP3 (IP3R), o el propio ca*
través deI receptor de rianodina (RyR). La mitocondria no se considera un dep03|to
de Ca* ya que el ca® que entra a las mltocondrlas regresa al citosol
inmediatamente a través de intercambiadores Na*/Ca®" o H'/Ca®", o bien al activarse
el poro de transicion de permeabilidad en la membrana m|tocondr|al interna. Figura
adaptada de Carafoli, 2002.
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En la célula existen numerosas proteinas y enzimas cuya
actividad esta regulada directa o indirectamente por Ca®" intracelular,
de modo que pequefios cambios en la [Ca®'],; pueden resultar en la
activacion de multiples procesos celulares (Berridge, 1995). La
[Ca’'ls¢ no es homogénea en el interior celular. Existen
compartimentos subcelulares que acumulan Ca** en su interior como
el reticulo endoplasmico (RE) que tiene una concentraciéon de Ca?
libre similar a la presente en el liquido extracelular (Montero et al.,
2000). Este Ca?* es ademas movilizable ya que la estimulacion
celular conduce frecuentemente a la liberaciéon transitoria de este
Ca?* almacenado. Existen también depdsitos de Ca?* en otros
organulos como el aparato de Golgi, la envoltura nuclear o incluso las
vesiculas secretoras en células especializadas, pero su papel en la
sefializacién por Ca** es mucho menos conocido. El nucleo y las
mitocondrias también pueden capturar Ca** tras la estimulacion
celular pero s6lo de modo transitorio ya que en condiciones basales
presentan una concentracién de Ca®" libre similar al citosol (Montero
et al., 2000; Chamero et al., 2002). Asi, el estudio de la sefial de Ca?
ha pasado en los ultimos afios del analisis global al estudio

subcelular (Alvarez et al., 2002).

Durante el proceso de estimulacion celular los mecanismos
responsables de la entrada de Ca?* al citosol y de la elevacién de la
[Ca*'].t, son los canales de Ca®" de la membrana plasmatica. No
obstante, una elevacién mantenida de los niveles de la [Ca®']y tiene
efectos negativos que pueden conducir a la muerte celular. Asi, para
evitar la continua activacion celular, mantener los niveles basales de
la [Ca*"],¢ y preparar las células para estimulos consecutivos existen

diversos sistemas de extrusion del Ca?' tanto en la membrana
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plasmatica como en las endomembranas. En primer lugar, las
bombas de Ca®" que extruyen Ca®* a expensas de la hidrolisis de
ATP incluyen a la Ca**/ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)
que bombea Ca?* al exterior celular y a la Ca?/ATPasa del RE que
bombea Ca®" al interior del RE (SERCA). En segundo lugar existen
intercambiadores como el intercambiador Na'/Ca®* que en
condiciones normales transporta Ca®* al exterior celular en
intercambio con la entrada de Na* que es energéticamente favorable.
Recientemente se ha descrito que el transporte de Ca®* a la
mitocondria a través del uniportador de Ca®" mitocondrial (MCU)
también contribuye a aclarar los incrementos de la [Ca”]cit Todos
estos sistemas, retiran el Ca?" del citosol bien al exterior celular o al
interior de organulos. En todos los casos, excepto en la mitocondria,
este transporte es en contra de gradiente por lo que se requiere
energia en forma de ATP (bombas) o almacenada en forma de otros

gradientes que se disipan al transportar Ca®* (intercambiadores).

Por otra parte, los organulos intracelulares son capaces no solo
de captar sino también de liberar Ca** a favor de gradiente gracias a
la presencia de canales de Ca?* de endomembranas. En situacion de
reposo la actividad de las bombas mantiene muy bajo el nivel de Ca**
citosdlico. Se puede afirmar que, en general, las sefales
intracelulares de Ca?* se generan por cambios en la actividad de los
canales tanto aquellos presentes en la membrana plasmatica como
los especificos de endomembranas mas que por cambios en la

actividad de las bombas.
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51 Canales de Ca®** de la membrana
plasmatica.

La entrada de Ca®" a través de la membrana al interior celular
desde el exterior esta regulada por diversos tipos de canales de Ca®".
Los canales de Ca?* son proteinas transmembranales ubicuas, que
forman poros a través de los cuales se produce el flujo selectivo de
Ca?* a favor de gradiente electroquimico. El gran gradiente de
concentracion de Ca?*, junto al potencial negativo del interior celular,
hace que exista un enorme gradiente electroquimico que favorece el
fluo de Ca** en la membrana plasmatica a través de canales
especificos. Existen diversos tipos de canales de Ca?* que se pueden
clasificar en base a dos criterios: su mecanismo de activaciéon y su
localizacion subcelular. Dependiendo del mecanismo de activacion,
los canales de Ca?* pueden agruparse en dos familias: los canales de
Ca? operados por voltaje (VOCs), dominantes en las células
excitables; y los canales de Ca®" no operados por voltaje, que pueden
ser activados por ligandos extracelulares o intracelulares (segundos
mensajeros) denominados ROCs (del inglés receptor-operated
channels), SMOCs por second-messenger operated channels vy
SOCs, por store-operated channels. Este segundo grupo es
dominante en las células no excitables, aunque estos canales
también estan presentes en células excitables. En los VOCs, la
probabilidad de apertura del canal se modifica bruscamente con el
voltaje a partir de un cierto potencial transmembranal (umbral). Sin
embargo, en el resto de canales el potencial de membrana contribuye
al gradiente electroquimico, fuerza electromotriz que impulsa el flujo
de Ca?", pero su apertura o cierre viene determinada por la unién de
un ligando extracelular (ROCs) o intracelular (SMOCs, SOCs) o

incluso por cambios fisicos en el ambiente (temperatura, tension,
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presién osmotica, etc.) como es el caso de muchos canales de la

superfamilia de canales TRP.

Los VOCs o canales de Ca®" dependientes de voltaje se abren
bruscamente en respuesta a una despolarizacion suficiente de la
membrana plasmatica, permitiendo la entrada de Ca®" desde el
espacio extracelular al citosol. Esta entrada suele ser muy rapida
debido al enorme gradiente electroquimico para este idon. Muchos
canales inactivan rapidamente para limitar el influjo de Ca* y la
repolarizacion de la membrana produce el cierre de estos canales.
Los VOCs estan presentes en muchos tipos de células excitables
como las neuronas y participan en diversos procesos fisioldgicos que
requieren flujos rapidos de Ca?®* como la secrecion de
neurotransmisores en los terminales sinapticos. Se han descrito seis
tipos funcionales de canales de Ca** dependientes de voltaje (Zhang
et al., 1993) que han sido denominados T, L, N, P, Q y R. Desde un
punto de vista funcional, existen dos grandes tipos de VOCs: los
canales de bajo umbral de activacion y los de alto umbral de
activacion (Catterall, 2000).

Los canales de umbral de activacion bajo, también
denominados tipo T (transitorios), se activan por pequefias
despolarizaciones desde potenciales muy negativos e inactivan
rapidamente de un modo dependiente de voltaje. Estos canales son
insensibles a dihidropiridinas (DHP), a los antagonistas de Ca**
organicos y a la mayoria de los inorganicos. Por su baja
conductancia y corto periodo de apertura, su funcién probablemente
esta mas relacionada con el inicio del potencial de accién que con la

homedstasis del Ca?* intracelular.
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Los canales de alto umbral de activacién se activan por
despolarizaciones mas intensas de la membrana plasmatica. Existen
varios subtipos, denominados L (por su larga duracién), N (por su
origen neuronal), P (por su descripcion en células de Purkinje), Q
(relacionado con la liberacion de neurotransmisores en el sistema

nervioso central) y R (por su caracter residual).

Todos los tipos de VOCs son muy selectivos para el Ca®*
respecto al Na* o al K, e insensibles a los bloqueantes tradicionales
de canales de Na* como la tetrodotoxina (TTX). El uso de inhibidores
selectivos de los VOCs ha permitido discernir la contribucion que
cada tipo de canal hace a la corriente total de Ca®* en granos de

cerebelo y neuronas de hipocampo (Fig. 12).

En los granos de cerebelo se han descrito cinco tipos de
corrientes de Ca?*: L, N, P, Q y R donde el componte mayoritario son
los canales tipo P/Q. Los canales tipo L se inhiben completamente
con dihidropiridinas como Nimodipina o Nifedipina. Los canales tipo P
0 Q, muy similares, son inhibidos de forma muy selectiva por toxinas
como la w-agatoxina. Los canales tipo N, minoritarios, son inhibidos
especificamente por la w-conotoxina. El componente R es insensible

a los tres antagonistas mencionados.

En las neuronas de hipocampo el componente mayoritario
(50-70%) son los canales tipo P/Q seguido de los canales tipo L (40-

50%) con una contribucién minoritaria del tipo N (10-20%) y el R.
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Figura 12. Contribucién de los distintos tipos de canales de ca® dependientes
de voltaje a la corriente total de ca® en granos de cerebelo (A) y neuronas de
hipocampo (B). Fraccion total de densidad de corriente en granos de cerebelo (A) y
neuronas de hipocampo (B) sensible a antagonistas de canales VOCs incluyendo
Nimodipina (L, 10 uM), conotoxina GVIA (N, 1 uM), w-agatoxina IV A (P+Q, 3 uM);
La fraccion de corriente Residual (R) es la fraccion restante la adicion de los tres
inhibidores. Los componentes P y Q se distinguieron por su inactivacion. La corriente
de Ca?" se traz6 con Ba?". Tomada de Randall y Tsien, 1995.
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En los ROCs o canales de Ca®" operados por receptor, la
activacion del receptor por un ligando condiciona la apertura del
canal. En las neuronas de hipocampo y granos de cerebelo el canal
asociado al receptor de glutamato tipo NMDA es permeable tanto a
cationes monovalentes como a Ca?'. El glutamato es uno de los
neurotransmisores mas abundantes e importantes en el sistema
nervioso central y lleva a cabo su accion excitadora actuando sobre
receptores especificos localizados en la membrana neuronal. Hasta
el momento se han identificado varios tipos de receptores para el

glutamato (Fig. 13).

SUBTIPO DE RECEPTORES DE GLUTAMATO

IONOTROPICOS METABOTROPICOS
v v v v v v
AMPA KAINATO NMDA Clase | Clase Il Clase lll
Regulados por ligando Segundos mensajeros

Figura 13. Clasificacion de los receptores de glutamato. Esquema modificado de
Sanz-Blasco 2009, Tesis Doctoral.

Tres de los receptores glutamatérgicos son en realidad canales
idnicos regulados por ligando denominados receptores ionotrépicos,
mientras que otros tres tipos, denominados receptores
metabotrépicos de glutamato, dan lugar a la generacién de segundos
mensajeros quimicos y no son canales idnicos aunque puede actuar

indirectamente sobre otros canales.
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En los receptores ionotropicos la uniéon del neurotransmisor al
receptor induce la apertura del canal con el consiguiente paso de
iones, es decir, induce cambios en las permeabilidades i6nicas que
provocan cambios del potencial de membrana y, en su caso, cambios
en la concentracion intracelular de Ca®*. Los receptores ionotrépicos
de glutamato se denominan frecuentemente por el nombre del
agonista mas caracteristico: Por ejemplo N-metil-D-aspartato, para
los receptores tipo NMDA, amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
propionato para los receptores tipo AMPA y acido kainico para los
receptores tipo Kainato. Estos tres tipos de receptores forman
canales catidnicos no selectivos, permeables a Na® y, en menor
medida a Ca*, de manera que la unién de glutamato sobre
cualquiera de ellos induce despolarizacion de la membrana post-
sinaptica y, especialmente en el receptor tipo NMDA, entrada de
Ca?*. Los receptores metabotrépicos de glutamato, activados por el
agonista quiscalato, generan una cascada de segundos mensajeros
que, o bien abren canales, o inducen otras sefiales celulares que se
han implicado en procesos como la potenciacién a largo plazo, base

de la memoria y el aprendizaje.

Los SMOCs son canales activados por segundos mensajeros
generados como consecuencia de la activacion celular. Existen
principalmente 2 tipos de canales: los activados por nucleétidos
ciclicos (CNGA1-4, CNGB1, CNGB3) y los activados por &cido

araquidonico.

Los SOCs o canales de Ca®" operados por depdsitos son una
via de entrada de Ca®" a través de la membrana plasmatica activada
tras el vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca?* que ocurre

frecuentemente tras la activacion celular. Este mecanismo
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denominado entrada capacitativa del Ca** (ECC) es un mecanismo
ubicuo, especialmente relevante en las células no excitables, y que
regula muchas funciones celulares como por ejemplo, la proliferacion
celular. Ademas, la ECC guarda una importante relacion funcional
con diversos organulos subcelulares que participan en la
homeostasis del Ca?* intracelular: el RE y la mitocondria. Durante
muchos afios el mecanismo de activacion y la naturaleza molecular
de los SOCs ha sido un enigma. Su busqueda iniciada hace mas de
20 afos ha conducido al descubrimiento de una nueva superfamilia
de canales ionicos, los canales TRP (del inglés transient receptor
potential), algunos de los cuales son considerados SOCs. Ademas,
recientemente se han descubierto dos nuevas proteinas esenciales
en la ECC: las familias de proteinas STIM y ORAI.

5.1.1 Receptor tipo NMDA.

A diferencia de los otros dos tipos de receptores ionotrépicos
(receptores tipo AMPA y kainato) el receptor tipo NMDA (NMDA-R)
posee una serie de caracteristicas distintivas que lo hacen unico
entre todos los receptores ionotropicos. Uno de esos aspectos,
quizads el mas significativo, es que el canal asociado al receptor
permite el paso de una gran cantidad de iones Ca**, ademas de Na*
y K*, lo que implica que su activacion puede inducir el incremento de
la [Ca*"]ct en la neurona post-sinaptica. Probablemente existen mas
estudios sobre los receptores de tipo NMDA que sobre cualquier otro
receptor en el sistema nervioso. Ello se debe a que los receptores
NMDA ademas de ser muy abundantes en el sistema nervioso, estan

implicados en las funciones superiores del sistema nervioso central
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como la memoria y el aprendizaje. Finalmente, el receptor NMDA
también esta implicado en la muerte neuronal por excitotoxicidad o

trastornos como la epilepsia.

El NMDA-R es un complejo multi-proteico muy regulado (Fig.
14) cuya actividad es modificada por multiples ligandos. De hecho,
para que el canal asociado al receptor se abra se necesita, ademas
de glutamato (o aspartato), la presencia de un co-agonista, que
puede ser el aminoacido glicina (o D-serina). Ciertas poliaminas
modulan positivamente el canal mientras que el idn Zn?** y los iones

H* lo modulan negativamente (antagonistas).

OO % Na*

0©

i Glutamato
Sitio Modulador de Zn?* |

Membrana post-sinaptica
W, \_/ \_/

Sitio de unién a Mg?*

NMDAR1 NMDA-R2A/-R2B/-R2C/-R2D
Citoplasma i K+

Figura 14. Estructura del receptor glutamatérgico tipo NMDA. Adaptado de
Amino acid transmitters. In: Pharmacology, 3" edition. Rang HP, Dale MM and Ritter
JM. Edinburgh, UK: Harcourt Publishers 2001:470-482. Scatton B. Fundam Clin
Pharmacol 1993;7(8):389—400.
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La conductancia al Ca?* es notablemente alta y es ésta quiza
su caracteristica mas destacable y la responsable de muchas de sus
funciones. Otros aspecto llamativo del NMDA-R es que comparte
caracteristicas funcionales de canales regulados por ligando y de
canales sensibles al voltaje. Esta propiedad esta relacionada con el
bloqueo dependiente de voltaje por el i6n Mg*. El bloqueo es
eliminado transitoriamente cuando la membrana se despolariza. De
este modo, la uniéon de glutamato no abre de modo eficaz el canal
asociado a no ser que, previamente, la neurona se haya
despolarizado. Esta caracteristica hace que el receptor tipo NMDA
pueda actuar como detector de coincidencias pues solo se abre si
coinciden en el tiempo el neurotransmisor glutamato y un pulso

despolarizante suficiente.

Los receptores tipo NMDA son complejos proteicos formados
por diferentes combinaciones de varias subunidades denominadas
NMDAR1, NMDAR2A-2D y NMDARS3A-3B. La subunidad NMDAR1
posee todas las propiedades fundamentales necesarias para
constituir un canal funcional y puede estar presente en ocho
isoformas diferentes. La otra familia de proteinas que contribuye a la
formacion de receptores NMDA funcionales esta constituida por
cuatro variantes de la subunidad NMDAR2A-2D codificadas por
cuatro genes separados y/o la subunidad NMDAR3A-3B. Distintas
combinaciones de la subunidad fundamental NMDAR1 con las otras
subunidades dan lugar a receptores NMDA con propiedades
funcionales diferentes, que pueden estar distribuidas en areas
encefélicas especificas y/o que pueden definir funciones fisioldgicas

o patoldgicas distintas en respuesta al glutamato.
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Una gran parte de las acciones mediadas por los receptores
NMDA se basan en la regulacion del flujo de Ca** hacia el interior de
la célula. La activacion de los receptores NMDA permitiria un rapido
influjo de Ca®', con elevacion intracelular de la [Ca®']q, lo cual
dispararia una cascada de sistemas de segundos mensajeros que
podria producir acciones muy diversas. Tanto el glutamato como los
receptores tipo NMDA estan implicados en numerosas funciones
dentro del sistema nervioso. Uno de los procesos mas estudiados en
el que los receptores NMDA parecen jugar un papel clave es la
plasticidad sinaptica. La maduracién de los circuitos nerviosos
(establecimiento de conexiones funcionales) durante el desarrollo, y
también en la vida adulta, depende de la activacién y consolidacion
de ciertas sinapsis, mediante mecanismos de plasticidad en los que
estan involucrados los receptores NMDA. La potenciacion a largo
plazo (LTP), una forma de plasticidad sinaptica que esta en la base
de los procesos de aprendizaje y memoria, también requiere la
activacion de receptores tipo NMDA. Las sinapsis glutamatérgicas se
pueden formar espontaneamente in vitro dando lugar a fendmenos
de sincronizacién neuronal que parecen ser la base de fendmenos

epilépticos.

5.1.2 Sincronizaciéon neuronal.

Las neuronas en cultivo tienen la capacidad de formar
conexiones sinapticas entre ellas tras varios dias en cultivo. Las
conexiones entre las neuronas son tan abundantes que inicialmente
se pensod que el sistema deberia funcionar como una red continua
(Teoria reticular de Gerlach y Golgi). Cajal fue el primero en proponer
el funcionamiento de las neuronas como las unidades funcionales

independientes a nivel anatdémico y fisiolégico del sistema nervioso
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(Teoria de la neurona) y en definir las propiedades de la transmision
del impulso nervioso a través de las neuritas y las sinapsis (Teoria de
la polaridad dinamica). La individualidad de las vias es necesaria
para la individualidad de las funciones (Hjelmfelt y Ross, 1994), esto

seria necesario para que, por ejemplo, no se mezclen sensaciones.

Se sabe que en los cultivos neuronales cursan fendmenos de
sincronizacion. In vitro se ha observado que existe una actividad
sincronica y oscilaciones de la [CaZ+]Cit tras la retirada de Mg2+ del
medio extracelular en neuronas de la corteza (Murphy et al,1991),
granos de cerebelo (Lawrie et al.,1993; Nunez et al.,, 1996) y
neuronas de hipocampo (Bacci et al.,1999). En todos los casos la
formacion de conexiones sinapticas entre las células en cultivo es un
requisito para esta actividad sincrénica. En granos de cerebelo la
retirada del i6n Mg?* del medio extracelular elimina el bloqueo del
receptor tipo NMDA de modo que una pequeha excitacion de una
unica neurona puede propagarse por toda la red. La propagacion
comenzaria como un pulso despolarizante conducido por los canales
de Na* dependientes de voltaje (sensibles a tetrodotoxina) a todas las
terminales sinapticas de la neurona excitada. El pulso despolarizante
abriria los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo P/Q
(sensibles a w-agatoxina) induciendo la entrada de Ca®* a los
terminals presinapticos y la liberacién de glutamato. La activacion de
receptores tipo NMDA post-sinapticos estimularia las neuronas
colindantes conectadas y, asi sucesivamentre, a toda la red neuronal

acoplada a la neurona original (Nufez et al., 1996).

Aunque menos conocido, este sistema caracterizado
originalmente en neuronas de cerebelo y corteza podria funcionar de

modo similar en neuronas de hipocampo. Con respecto a los canales
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tipo P/Q, no aparecen en todas las células del hipocampo. En
algunas células, tienen un papel de acoplamiento a receptores
AMPA/kainato activando la entrada de Ca®* y en otras células, estos
canales de Ca*" no contribuyen en absoluto a la entrada de Ca** a la
célula. (Santiago et al., 2008). EIl hecho de que diferentes tipos de
canales de Ca®* estén acoplados a la activacion de receptores de tipo
no NMDA podria tener consecuencias en términos de procesamiento
de informacion y podria contribuir a las variaciones que existen en los

cultivos en respuesta a estimulos.

5.2 Sistemas de Extrusiéon de Ca?' de la
Membrana Plasmatica.

El aumento mantenido de la [Ca®"]. tiene efectos negativos en
la célula hasta incluso producir muerte celular. Para evitarlo existen
diversos sistemas de extrusion de Ca?" en las células, manteniendo
asi los niveles basales de Ca®". Por un lado estan las bombas de
Ca*' con actividad ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA) que
expulsan Ca* con gasto de energia. Por otro lado existen los
intercambiadores (NCX) que pueden transportar Ca** al exterior
celular gracias al intercambio de otros iones de forma
energéticamente favorable. Finalmente colaboran en el aclaramiento
diversas proteinas con funcién tamponadora denominadas proteinas

ligadoras de Ca*".

Las PMCA son bombas de Ca® presentes en la membrana
plasmatica de todas las células eucariotas. Aunque su capacidad
maxima de bombeo no es excesivamente grande, su afinidad es muy

alta lo que les permite operar incluso a [Ca®']s; de las células en
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reposo, satisfaciendo asi las demandas para el ajuste basal de la
[Ca®"]..

El intercambiador Na*/Ca?* (NCX) es un sistema de transporte
de baja afinidad y alta capacidad. Se trata de un transportador
electrogénico ya que en condiciones normales se intercambia 1 ion
de Ca* citosélico por 3 iones de Na* extracelular (3Na*:1Ca%). La
energia para el flujo proviene del gradiente electroquimico para el
Na®, que lo impulsa hacia el interior de la célula. El sistema es
reversible y la direccidon de los flujos puede variar dependiendo de la
magnitud y potencial de membrana y de los gradientes i6nicos. En
condiciones de reposo, el flujo neto de Ca®** es practicamente nulo.
NCX se expresa en la membrana plasmatica del tejido muscular
cardiaco, liso y en ciertos tejidos endocrinos y nerviosos. Un sistema
de transporte semejante se ha encontrado también en células no
excitables, como plaquetas, espermatozoides y células de riidn
(Philipson et al., 2002). Numerosas proteinas ligadoras de Ca®'
contrbuyen al aclaramiento participando asi en la homeostasis de
Ca?" actuando como tampones de Ca*". Muchas de estas proteinas
transducen la sefal de calcio hacia otras proteinas efectoras, la mas
conocida de ellas es la calmodulina (Clapham, D.E. 2007). La Fig. 15
muestra un resumen de los componentes que participan en la

homeostasis de Ca?* en la membrana plasmatica.
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-T (transitorios)
- L (de larga duracién)
. «VOCs -N (de orig'en neuronona_l)_
- P/Q (en células de Purkinje)

operados por voltaje
(op o je) - R (caracter residual)

/ [— ionotrépicos

* ROCs .
- metabotrépicos
* Canales de (operados por recpetores) P
calcio
* SMOCs (operados por segundos mensajeros)
Homeostasis
de Ca?*en la
membrana \- SOCs (operados por depositos)
plasmatica
* Sistemas de * PMCA
extrusion de « NCX
calcio
\ * Proteinas que unen calcio

Figura 15. Sistemas de transporte de Ca®* de lamembrana plasmatica.

5.3. Canales de Ca®" del RE.

El reticulo endoplasmico (RE) es un organulo presente en todos
los tipos de células eucariotas y con un elevado grado de plasticidad
que le permite una organizacién estructural heterogénea por la que
se distinguen dos tipos, el reticulo endoplasmico liso y el rugoso. El
RE es considerado un depésito intracelular de Ca?*. Sin embargo,
estos depdsitos no son un mero almacén pasivo de Ca®*, sino que
participan activamente en los cambios de la [Ca*']; que tienen lugar
durante la activacion celular. En condiciones normales la
concentracién de Ca?* libre en el RE es similar a la concentracién de
Ca* del liquido extracelular (Montero et al., 2000). El RE liso esta
implicado en la sefializacion de Ca?* en neuronas. Para ello, la

membrana del RE posee receptores responsables de la liberacién de
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Ca?* en respuesta a estimulos. Estos incluyen el receptor de
rianodina (RyR) y el receptor de inositol trifosfato (InsP3;R). Por el
contrario para el rellenado de Ca®* el RE utiliza bombas de Ca** del
reticulo endoplasmico o sarcoplasmico con actividad ATPasa
(SERCA). La movilizacion del Ca** que estd almacenado en los
compartimentos como el RE tienen un papel muy importante en el
origen de las sefiales de Ca?" en todos los tipos de células tanto
excitables como no excitables (Tsien y Tsien, 1990). Los canales de
Ca®" del RE se clasifican en funcién de su unién a ligandos como
inositol trifosfato (IP3), un segundo mensajero intracelular o el
alcaloide rianodina (Ry). Ambos canales son también sensibles al
Ca?*, presentan homologia parcial de secuencia, organizacién
estructural y funciones fisiolégicas similares, sugiriendo que podrian

derivar de una proteina ancestral comun (Berridge, 1993).

El canal de Ca?* asociado al receptor de IP; (IP;R) es un
canal permeable a Ca?" con una estructura tetramérica compuesta
por cuatro subunidades (Supattapone et al., 1988) que conforman el
poro poco selectivo. Cada subunidad contiene un Unico sitio de unién
al IP3 localizado en el dominio citosdlico y atraviesa 6 veces la
membrana, participando en la formacion del poro (Taylor et al.,
2004). Entre el dominio citosolico y los dominios transmembranales
existe una regién conocida como dominio modulador, que presenta
numerosos sitios de unién a otros ligandos como ATP o Ca?* que
pueden modular su actividad. Por tanto, IP;R posee 3 dominios
funcionales; el dominio de unién a IP;, el modulador y el poro. Los
IPsR se encuentran en diferentes sistemas de endomembranas

excepto las de las mitocondrias (Ross et al., 1989).
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El canal de Ca®* del receptor de rianodina (RyR) presenta
gran homologia estructural con los IP3;R sobre todo en la zona de
anclaje a la membrana del RE. Presenta sitios de unién para Ca?*,
calmodulina (CaM), y ATP. Existen tres isoformas que se hayan
encontrado en mamiferos denominadas RyR1, RyR2, RyR3. Cada
isoforma esta codificada por un gen distinto y los tres son homoélogos

en un 70% de su secuencia (Rossi et al., 2002).

54 Sistemas de Extrusion de Ca%* de

Endomembranas.

Las SERCA son bombas de Ca?* similares a las bombas tipo
PMCA pero localizadas en la membrana del RE. Conforman un
sistema de transporte de muy alta afinidad por Ca®* capaces de
responder a pequefias elevaciones de la Ca®*" y asi ajustar los
valores basales de la [Ca*];; en reposo. El Ca** es transportado
desde el citosol hacia el interior del RE. Al igual que PMCA, la bomba
SERCA también pertenece al grupo de ATPasas de tipo P que
operan en contra de un enorme gradiente electroquimico. En este
caso, el nimero de iones de Ca* transportados por molécula de ATP
hidrolizado son dos. Al igual que para las PMCA, la SERCA requiere
la presencia de Mg** en el lado citosélico de la membrana, aunque
una concentracion elevada de Mg?* reduce la tasa de trasporte por la
competicion del Mg®* por el sitio de transporte. Las concentraciones
de Ca?*" en el citosol y en el lumen del RE también modulan la
actividad de las bombas a ambos lados de la membrana (Yano et al.,
2004).
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Las SPCAs son bombas de Ca®* con actividad ATPasa
presentes en otros compartimentos subcelulares. Estas bombas
estarian relacionadas con las SERCA pero tendrian funciones y
propiedades distintas. Las SPCAs pueden ser responsables de la
acumulacién de Ca®" en los compartimentos del sistema de Golgi
(Rizzuto, 2001; Mitchell et al., 2001), lo que es crucial para la
regulacion de la secrecion y de los contactos celulares. La Fig. 16
muestra un resumen de los canales y sistemas de extrusiéon de Ca®*

presentes en endomembranas excluyendo la mitocondria.

g *IP3
» Canales de calcio
*RyR
Homeostasis de
calcio en RE
» Sistemas de * SERCA
L extrusion de calcio | | SPCAs

Figura 16. Sistemas de Transporte de Ca® en RE.
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5.5 Homeostasis del Ca%* Mitocondrial.

El otro organulo subcelular implicado activamente en Ia
homeostasis del Ca?" intracelular es la mitocondria, aunque su papel
en este aspecto ha sido reconocido mas recientemente. La
mitocondria esta delimitada por dos membranas (interna y externa)
que envuelven a la matriz mitocondrial. En la membrana externa se
localizan numerosas proteinas formadoras de canales conocidas
como porinas. La membrana interna, es impermeable a iones y a
toda molécula pequefa con carga, ademas forma unos pliegues
aumentando asi su superficie total. Esta membrana contiene una
serie de proteinas que llevan a cabo diversas funciones como
reacciones de oxidacién de la cadena de transporte de electrones,
produccién de ATP y transporte de metabolitos a la matriz y al
exterior de la mitocondria. En los afios 50 se descubrid la capacidad
de transporte de Ca®" y otros cationes divalentes en las mitocondrias.
Britton Chance describid que el transporte mitocondrial era un
proceso activo que implicaba la interaccion de Ca** con un
transportador dependiente del potencial de membrana mitocondrial
(ym) (Chance B, 1965). Mas tarde se describié el concepto de
uniportador como mecanismo de transporte de un unico ién lo que
consolido la idea anterior (Mitchell, 1966). Recientemente se han
identificado distintos componentes moleculares que parecen
conformar el uniportador mitocondrial de Ca?* y otras proteinas

reguladoras (De Stefani et al., 2011; Baughman et al., 2011).

Aunque la mitocondria tiene una gran capacidad para capturar
Ca?* sin consumo de energia y lo hace ademas muy rapidamente, el

Ca?* acumulado en la mitocondria retorna (algo mas lentamente) al
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citosol celular gracias a la activacién de sistemas de intercambio de
Ca?* con Na* o protones (Fig. 17). Por ello, aunque la concentracion
de Ca?" mitocondrial puede alcanzar el nivel mM, retorna en un
periodo razonable a los niveles basales cercanos a los que hay en
citosol, pues de lo contrario se podria iniciar un proceso de muerte

celular apoptética conocido como via intrinseca o mitocondrial.

Intercambiador

Intercambiador Na*/Ca?* (mNCX)

H*/Ca2* (MHCX) x*

-150 mV
[Ca?] x

Poro de transicion de
permeabilidad (PTP)
Caz*

Uniportador de Ca?*
(MCU)

+++ +++

Ca?t

Figura 17. Homeéstasis de Ca®* mitocondrial. En condiciones fisioldgicos la
entrada de Ca®" a la mitocondria se g)roduce a través del uniportador de ca®'
mitocondrial. Las vias de salida de Ca** son los intercambiadores H*/Ca*" y Na'/
Ca®. EIPTP permite la salida de Ca’* ademas de factores pro-apoptoticos.

En la ultima década se ha estudiado el papel de la mitocondria
como liberadora de factores apoptéticos al citosol (Ferri y Kroemer,
2001) y en la sefializacién intracelular por Ca** (Babcock y Hille,
1998; Rizzuto et al., 2000). Las mitocondrias tienen la capacidad de

ser muy moviles, sobre todo en neuronas (Hollenbeck y Saxton,
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2005) y suelen estar localizadas en regiones con alta demanda
metabdlica como los axones. La diferencia de potencial (Ayy), de -
150 mV en el interior de la matriz mitocondrial, es el mayor gradiente
electroquimico para la entrada de Ca?'. La mitocondria produce la
mayor parte del ATP en neuronas necesario para la liberacion de

neurotransmisores y la plasticidad sinaptica (Mattson, 2007).

La mitocondria tiene gran importancia en la regulacion local de
la homedstasis de Ca?* celular ya que capta Ca®* del citosol en
respuesta a flujos de Ca?* a través de canales en la membrana
plasmatica o liberacion de Ca®** desde el RE (Simpson, 2000). Las
interacciones entre la mitocondria y el RE estan mediadas por Ca®" y
participan en la plasticidad y supervivencia neuronal (Chan et al.,
2004; Mironov et al., 2005).

6. Mitocondria y Muerte Neuronal.

Las mitocondrias tienen un papel esencial en la via intrinseca de
la muerte celular, especialmente en la muerte neuronal, ya que en las
neuronas la apoptosis por la via intrinseca es mayoritaria. La via
intrinseca de la apoptosis es un fenébmeno complejo, casi estadistico,
en el que la convergencia de una serie de factores que actuan en
concierto promueve de modo irreversible la muerte neuronal. Estos
factores incluyen la sobrecarga de Ca?* mitocondrial, el estrés
metabdlico (bajos niveles de ATP) y el estrés oxidativo (exceso de
especies reactivas de O, o ROS). Se cree que la coincidencia de al
menos dos de estos fenémenos induce la via intrinseca. Esta comienza

por la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
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(PTPm) y la liberacién de citocromo ¢ que lleva de modo irreversible a
la activacion de una serie de caspasas intracelulares que digieren de
modo secuencial a la célula llevando a la muerte celular (Duchen,
2000). EI PTPm es un poro que permite el flujo de proteinas pro-
apoptoticas, como citocromo c, que recluta una serie de proteasas
llamadas caspasas que conducen a la muerte celular. Una vez liberado
el citocromo c la célula esta condenada a morir sin posibilidad de
retorno (Fig. 18) (Adrain y Martin, 2001).

cah
IP;-generating

MITOCHONDRIAL

MOTILITY / Opening
'\ of mPTP
CYTOSOLIC
Ca?* BUFFERING Activation of I Mitochondrial membrane rupture
metabolic
enzimes Release of pro-apoptotic factors
ATP PRODUCTION I APOPTOSIS

Figura 18. Acumulaciéon de Ca®* mitocondrial. A la izquierda en condiciones
normales, flujo de Ca?* desde el medio extracelular o salida de Ca®* desde el RE causa
un incremento de la concentracion de Ca®" intracelular. Rapidamente la mitocondria
capta Ca®* del citosol, mecanismo crucial para la homeodstasis de ca* y el
metabolismo. A la derecha, cuando la mitocondria sufre una sobrecarga de Ca2+, se
produce la apertura del PTPm, varios factores pro-apoptéticos podrian salir al citosol
induciendo apoptosis. Imagen tomada de Clara Hiu-Ling et al., 2010.
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No todos los mecanismos de apoptosis establecidos en células
tumorales y linfocitos se aplican necesariamente a las neuronas.
Lecoeur (Lecoeur et al., 2004) ha propuesto que las neuronas, en
ausencia de factores de supervivencia como el suero fetal bovino,
siguen una serie de pasos en el proceso de la apoptosis. El primer
evento detectable son los cambios morfoldgicos, traducidos en una
reduccion progresiva del perimetro nuclear, lo que parece preceder a
modificaciones en el tamafo neuronal. La disipacion o colapso del
potencial mitocondrial sera el siguiente factor, que precede a la
activacion de caspasas 3 y 9, exposicion de la fosfatidil-serina,
condensacion y ruptura del nucleo. La exposicion de fosfatidil-serina y
la condensacion nuclear dependeran de la activaciéon de la caspasa 9,
pero no de la 3. Finalmente se produce la permeabilizacién de la
membrana plasmatica. Esta permeabilidad en la membrana es un
signo post-apoptético que soélo ocurre en neuronas con la cromatina
condensada en las que se ha producido el encogimiento caracteristico
de la apoptosis y la exposicion de fosfatidil-serina. Al contrario, cuando
se induce la permeabilizacién de la membrana, por ejemplo con el
detergente tritobn, no se producird encogimiento neuronal ni

condensacion de la cromatina (Lecoeur et al., 2004).

Como se ha dicho anteriormente, la apertura del PTPm es un
punto de inflexiébn que determina si una célula esta destinada a morir.
No se conoce bien el mecanismo de apertura del PTPm, aunque si se
conocen ciertos factores implicados que lo promueven, siendo el mas
importante la sobrecarga de Ca®" mitocondrial. De hecho, se ha
demostrado en neuronas que la inhibicién de la sobrecarga de Ca®*
mitocondrial es capaz de proteger de la muerte inducida por

excitotoxicidad (exceso de glutamato) a las neuronas.
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Se ha propuesto que la inhibicién de la sobrecarga de Ca®* por la
mitocondria prevendria la apertura del PTPm. Asi, evitar la sobrecarga
de Ca*" en la mitocondria en los momentos en los que se produzca un
dafio neuronal podria proteger a las neuronas (Deshpande et al., 1987;
Korde et al., 2005; Zaidan y Sims, 1994). Otros factores de la via
intrinseca implicados en la muerte celular son algunas proteinas de la
familia de Bcl-2 que interaccionan con la membrana de la mitocondria
para aumentar su permeabilidad e inducir apoptosis (Bax y Bak) o para
estabilizar la membrana y prevenir la apoptosis (Bcl-2 y Bcl-xL, entre
otros). (Fig. 19).

La disfuncién mitocondrial y particularmente la formacién de ROS
en el SNC ha sido implicada en danos agudos como la isquemia y en
dafos neurodegenerativos cronicos como las enfermedades de
Alzheimer o de Parkinson (Chinopoulos y Adam-Vizi, 2006; Orth y
Schapira, 2001).
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Bax

()
j Bak

BCL-2 — 1
Citocromo C +APAF-1

v > Apoptosoma

Figura 19. Via intrinseca de la muerte celular por apoptosis. La via intrinseca de la
apoptosis es disparada precisamente en la mitocondria por la apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPm). Proteinas proapoptéticas como Bax y
Bak interaccionaran con la membrana mitocondrial desencadenando la liberacion de
citocromo c y la activacion de caspasas, lo que conllevara a la muerte celular. El
citocromo c junto con la proteina Apaf-1 y la procaspasa 9 forman el complejo
multimérico denominado apoptosoma. Este proceso se inhibe con proteinas anti-
apoptéticas como Bcl-2. Modificado de Fadeel et al., 2008.
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7. Calcio Intracelular y EA.

Desde los anos 90 diversos autores han propuesto que la
enfermedad de Alzheimer podria estar relacionada con una dis-
homeostasis o pérdida de homeostasis del Ca®" intracelular. Aunque
no se conoce el mecanismo intimo, esta pérdida se ha relacionado
frecuentemente con efectos tempranos inducidos por el péptido
amiloide (Khachaturian, 1987; Mattson et al., 1993). Esta hipotesis fue
propuesta originalmente por Khachaturian quien postulé que una
alteracion mantenida de la concentracién de Ca* intracelular estaria
relacionada con diversos desérdenes neurodegenerativos, entre ellos
la EA (Khachaturian, 1994). Esta teoria recibié apoyo experimental en
estudios que demostraron alteraciones de la sefalizacion de Ca*
intracelular tanto en la forma esporadica como en la familiar (Ito et al.,
1994; La Ferla, 2002).

Es bien conocido que una gran variedad de funciones
neuronales dependen de la sefalizacién por Ca* intracelular. Por
tanto, no es extrafio suponer que una alteracion del Ca* intracelular
pueda estar en el origen del dafo y disfuncién neuronal de la EA.
Mattson et al., describieron (Mattson et al., 1992) que la incubacion
con AB durante varias horas produce el incremento de la [Ca']. o
que reflejaria una disrupcién de la homeostasis del Ca* intracelular
(Goodmann and Mattson, 1994; Mattson et al., 1993). Esta alteracion
podria ser el origen de una variedad de efectos como la activacién de
enzimas celulares incluyendo proteasas, dafios en el citoesqueleto y
apoptosis (Mattson et al., 1991; Mattson, 1994).
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Adicionalmente, otro grupo propuso que AR podria insertarse en
la membrana plasmatica de las células y formar alli poros o canales
idnicos mas o menos selectivos, los llamados canales amilodeos
(Arispe et al., 1993; Kagan et al., 2004).

Otro posible mecanismo por el cual puede AB puede producir
dis-homeostasis del Ca?' intracelular podria ser la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Se sabe que los ROS producen
peroxidacion de la membrana lipidica (Hensley et al., 1994) lo que
podria alterar sistemas de transporte de membrana incluyendo

canales ionicos (Keller et al., 1997).

Todos los estudios mencionados fueron llevados a cabo
utilizando fracciones no fisiolégicas del péptido AR como el ARzs.3s,
fibrilas o bien preparaciones de AB sin caracterizar. Mas
recientemente, diversos estudios han sugerido que, en realidad, la
forma mas toxica de AB eran pequefos agregados formados por
dimeros, tetrameros, pentdmeros y agregados con mayor numero de
copias (hasta 24) colectivamente conocidos como oligdmeros del
péptido amiloide. Lo cierto es que el péptido amiloide, especialmente
la forma ABi42 mas hidrofébica tiende a agregar. El nivel de
agregacion no esta relacionado de forma sencilla con la concentracion
sino que mas bien, dependiendo de las especies existentes y las
condiciones del entorno, existe una concentracion umbral por encima
de la cual la formacion de oligbmeros se precipita. Ademas, los
estudios mas recientes sugieren que son los oligbmeros antes que

otros estados de agregacion, los que son realmente toxicos en la EA.
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Los oligbmeros son capaces de producir cambios en procesos
relacionados con la plasticidad sinaptica como la depresién a largo
plazo (LTD) y la potenciacién a largo plazo (LTP) esenciales en los
procesos de memoria y aprendizaje (Hardy y Selkoe, 2002; Klein et
al., 2001). Otros estudios aun mas recientes han mostrado que los
oligémeros inducen el incremento agudo de la concentracién de Ca?*
libre citosdlico y muerte celular en células de neuroblastoma humano
(Demuro et al., 2005; Sokolov et al., 2006). Estos datos llevaron a la
conclusion de que el péptido amiloide es sinaptotéxico y neurotéxico y
sus efectos estan mediados en buena medida por agregados solubles
u oligbmeros de AB mas que por mondémeros o grandes agregados
como las fibrillas.

El mecanismo por el que los oligémeros inducen entrada de Ca?*
ha sido investigado profusamente sin haberse alcanzado un consenso
al respecto. Inicialmente se propuso que la entrada de Ca?** seria
debida a la permeabilizacién inespecifica de la membrana plasmatica
(Demuro et al., 2005; Sokolov et al., 2006) o bien la activacion y/o
formacion de canales de Ca®* como los canales amiloides. También
se ha propuesto que los oligémeros podrian actuar directamente sobre
canales de Ca?* de la membrana plasmatica, especialmente el canal

asociado al receptor glutamatérgico del tipo NMDA (Fig. 20).
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Figura 20. Esquema de la hipoétesis del calcio en la EA. La desregulacion del calcio
en la enfermedad de Alzheimer esta iniciada por el procesamiento de la APP por B-
secretasa y y-secretasa que produce péptido amiloide (AB) que tiende a agzregar
formando oligémeros. Los oligémeros de AR pueden inducir incrementos de Ca*" por
diversos mecanismos. Por ejemplo, se pueden insertar en la membrana plasmatica y
formar poros permeables a Ca®. La asociacion de oligbmeros con la membrana
plasmatica se ve facilitada por la uniéon a fosfatidilserina (PtdS). Reduccion en los
niveles de ATP y la pérdida de integridad de la membrana provoca la despolarizaciéon
de membrana, lo que conduce a la entrada de Ca* através de NMDAR y VGCC. Los
oligémeros también pueden afectar a la actividad de receptores tipo NMDA, AMPA y
canales de Ca®* dependientes de voltaje (VGCC) directamente. El glutamato estimula
la activacion de los receptores mGIuR1 / 5, la produccién de InsP3 y InsP3R mediada
por la liberacién de Ca?* del RE. La actividad de los canales de Ca”* en la membrana
plasmatica puede verse afectada indirectamente por las mutaciones de PS a través de
la modulacion de la actividad SERCA. Incrementos en la [Ca®]; dan lugar a la
activacion de la calcineurina y calpainas produciendo modificacién del citoesqueleto
neuronal, pérdida de sinaptica y atrofia neuriticas. El exceso de Ca®" es absorbido por
las mitocondrias a través del MCU, lo que supone la apertura del poro de
permeabilidad mitocondrial y apoptosis. Imagen obtenida de Bezprozvanny et al.,
2010.
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Nuestro grupo de investigacion ha demostrado recientemente
que los oligébmeros del péptido amiloide, pero no las fibrillas, inducian
entrada de Ca®* en granos de cerebelo (pero no en células de la glia)
seguido de sobrecarga de Ca®" mitocondrial y muerte neuronal por
apoptosis. Este efecto era esencial para la neurotoxicidad ya que la
inhibicion de la sobrecarga de Ca?* mitocondrial por anti-inflamatorios
no esteroideos (AINEs) protegia, al menos parcialmente, frente a la
muerte neuronal asociada (Sanz-Blasco et al., 2008). Aunque en este
estudio no se analizé en detalle el mecanismo de entrada de Ca?, si
se pudo comprobar que la entrada no era debida a un efecto
inespecifico de permeabilizacion de la membrana plasmatica (Sanz-
Blasco et al., 2008).

Una nueva metodologia de imagen de Ca* in vivo mediante
microscopia de dos fotones ha mostrado que las neuronas mas
cercanas a placas amiloides en cerebros de ratones transgenicos
modelo de EA mostraban hiperexcitabilidad y aumento de
oscilaciones espontaneas de la [Ca®']cy comparado con aquellas
neuronas mas alejadas de las placas. La sobrecarga de Ca®* en el
citosol era diez veces mayor que en los ratones no-transgénicos y los
efectos eran inversamente proporcional a la distancia a las placas
(Kuchibhotla et al., 2008). Esta hiperexcitabilidad puede conducir a
pérdida de la compartimentalizacion de la sefial de Ca®', cambios
morfoldgicos, disrupcion de los circuitos neuronales y muerte celular
(Busche et al., 2008; Kuchibhotla et al., 2008).

Como se menciona arriba existe una gran controversia sobre

cudl es el mecanismo por el que AB produce una alteracion del Ca*

intracelular. Como ya se ha dicho, el péptido AB no es una unica forma

-71-



P

INTRODUCCION -t =%

quimica estable, sino que puede presentar distintos estados de
agregacioén incluyendo monémeros, pequefios oligdbmeros solubles o
las grandes fibrillas que forman las placas amiloides. Asi, se ha
propuesto que los mecanismos de neurotoxicidad de las distintas
forma de AB podrian ser diferentes para cada estado de agregacion
(Deshpande et al., 2006). Se han realizado estudios con distintas
formas del péptido amiloide, y se ha propuesto que determinadas
conformaciones de AP inducen alteraciones de los niveles de Ca?*
solo en tipos celulares determinados (Fraser et al., 1997). Por ejemplo
se ha propuesto que AP seria activo en astrocitos pero no en
neuronas (Abramov et al., 2004). Esta controversia puede ser debida
a la conformacion de AP utilizada o a los pasos de disolucion para
conseguir una conformacion determinada del amiloide. Asi, el
fragmento de 40 aminoacidos AB1.4 fue inicialmente muy utilizado en
el estudio de alteraciones de Ca?* intracelular en modelos celulares
que comprometian la viabilidad neuronal (Arispe et al., 1994;
Goodman y Mattson, 1994; Hartmann et al., 1993). Con el fragmento
téxico no fisioldgico AB2s.35 se han reproducido muchos de los efectos
téxicos del péptido amiloide, entre ellos las alteraciones en el Ca?
citosdlico que conduciran a la degeneracion celular por diferentes vias
apoptéticas o de excitotoxicidad (Mattson et al., 1992; Pereira et al.,
2004; Sanz-Blasco et al., 2008). Una vez que se vio que, aunque la
forma de 40 aminoacidos era la mas abundante en cerebros normales,
era el AB de 42 aminoacidos la forma mayoritaria en la EA se empez6
a utilizar esta forma para los estudios de neurotoxicidad

(Janciauskiene et al., 1999).
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Un gran numero de evidencias y estudios en modelos de
Alzheimer han identificado la disrupcién de la sefial de Ca®* neuronal
como un factor temprano en la EA, ocurriendo esta disrupcion antes
del desarrollo de las placas y ovillos neurofibrilares cuyo componente
principal es la forma fibrilar del AB442 (Sanz- Blasco et al., 2008). De
hecho, ya afios antes se habia planteado que el ABs4 se auto-
asociaba en oligbmeros mas téxicos que la forma fibrilar (Lambert et
al., 1998).

7.1 Entrada de Ca** Inducida por Ap.

Existe una gran controversia sobre cual es el mecanismo por el
que los oligbmeros de AP inducen entrada de Ca®*. Como se ha
comentado anteriormente se han propuesto algunos mecanismos
incluyendo la formacién de canales amiloides (Arispe et al., 1993), la
permeabilizacion inespecifica de la membrana (Demuro et al., 2005;
Glabe, 2005) y la activacion de canales de Ca*, incluyendo la
activacién de receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Klein et al.,
2007). Asi, segun estos autores, el péptido AR aumentaria el flujo de
Ca?* cuando el neurotransmisor glutamato activa el receptor NMDA
(Pellistri et al., 2008) y este efecto seria inhibido por Memantina, un
antagonista de baja afinidad y no competitivo de este tipo de receptor
(De Felice et al., 2007) (Fig. 21).
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Figura 21. Modelo esquematico de la agregacion del péptido amiloide y
esquema de los mecanismos de toxicidad de los oligomeros solubles. Los
agregados formados por 2-50 mondmeros son considerados la forma mas toxica. Los
mecanismos de entrada de calcio inducido por los oligdmeros del péptido amiloide
pueden ser, aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica, formaciéon de
un canal o poro amiloide y modulacion de diversos canales. Figura tomada de Demuro
etal., 2010.

7.1.1 Poro o canal amiloide.

En los afos 90 se propuso un posible nexo entre el -amiloide y
la hipéteis del Ca?* sugiriendo que la proteina podria formar canales
en la membrana que permitian el flujo de cationes, como el Ca?, al
interior de la célula. De esta forma, el AR podria formar estructuras
tipo canal (Simakova y Arispe, 2006) catidn-selectivas y permeables a
Ca?* (canales amiloides) en preparaciones de bicapas lipidicas (Arispe
et al., 1993; Kawahara y Kuroda, 2000) y en una variedad de lineas
celulares como fibroblastos humanos, neuronas de hipotalamo

(Kawahara et al., 2000; Zhu et al., 2000) e hipocampo (Sepulveda et
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al., 2010). Otros estudios mas recientes del mismo grupo mostraron
que AB (sin una conformacién determinada) inducia entrada de Ca®* y
muerte celular en las lineas neuronales GT1-7, PC12, y en cultivos
primarios de neuronas de hipocampo y corteza de rata. Ambos efectos
eran inhibidos por una serie de péptidos disefiados ad-hoc para
impedir la formacion de los canales amiloides (Simakova and Arispe,
2006, Arispe et al., 2007) incluyendo el péptido NA7. Otros autores
han mostrado también que el péptido amiloide, al igual que otras
proteinas que producen agregados insolubles y depdsitos similares en
otros tejidos, es capaz de formar poros o canales en membranas
artificiales (Quist et al., 2005). La Fig. 22 muestra los diversos
péptidos bloqueantes formados a partir de la propia secuencia del

péptido amiloide.

7.2 Ca** y Presenilinas.

Aparte de los posibles cambios en la homeostasis del Ca®'
intracelular derivados del exceso de metabolismo de APP en la
enfermedad de Alzheimer se conocen otras posibles alteraciones en
formas familiares de la enfermedad, casi todas ellas asociadas a
mutaciones en presenilinas. Las presenilinas son proteinas
transmembrana que forman parte del complejo de la y-secretasa. En la
enfermedad de Alzheimer familiar, mutaciones en las presenilinas,
proteinas que forman parte del complejo con actividad secretasas
implicada en la ruptura del AB, llevan a una dis-homeostasis del Ca**
que conlleva generalmente un aumento del Ca** almacenado en el
reticulo endoplasmatico, lo que induce una mayor liberacion de Ca?*
tras la estimulacion celular (LaFerla, 2002), aunque esta conclusién es

todavia controvertida.
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Figura 22. Secuencias del péptido AB142 y de los péptidos bloqueantes del canal
amiloide. Modelo de su mecanismo de acciéon. En el panel superior se muestra la
secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido AB1.42. Debajo se representan
las secuencias de diferentes péptidos bloqueantes propuestos por Arispe. El cuadro
vertical sefala los dos residuos de histidina comunes con el ABi42 en 6 de los
péptidos. Debajo se muestra un modelo esquematico del mecanismo de accién del
péptido bloqueante. A. Canal formado por el péptido AB1.42 en la membrana plasmatica
que permite el flujo libre de iones. B. El péptido bloqueante se une al poro
interaccionando con las regiones complementarias del AB1.42, bloqueando el flujo libre
de iones. Modificado de Arispe, 2004.
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Existen varias hipétesis para explicar la remodelacion de Ca®* en
el RE: 1)en primer lugar se ha propuesto que las presenilinas podrian
actuar como canales de Ca?* tipo “leak” que permiten el flujo pasivo de
Ca?* desde el RE al citosol (Bezprozvanny y Mattson, 2008; Tu et al.,
2006). Otros autores defienden que las mutaciones en presenilinas
alteran la homeostasis de Ca®* de forma diferente. Asi, se ha propuesto
que las PS podrian regular la entrada capacitativa de Ca®* de una
forma independiente de la y-secretasa (Akbari et al., 2004). También se
ha propuesto que las mutaciones en presenilinas conducen a cambios
en la expresion de canales de Ca?*" asociados a endomembranas
incluyendo el receptor de IP; y el receptor de rianodina (Chan et al.,
2000; Leissring et al., 1999).

Por otra parte es conocido que AB1.4 aumenta la expresion del
RyR en los ratones mutados en APP, lo que sugiere un nexo critico
entre la disregulacion del Ca®" especifica del RE y las mutaciones
relacionadas con la EA. Recientemente, Foskett ha propuesto que las
presenilinas no formarian un canal de Ca* en el RE, sino que se
unirian al receptor de IP; modulando su actividad como canal
intracelular de Ca?'. En las formas mutadas la interaccién con IP;R
resultaria en una mayor liberacion de Ca? en respuesta a la
estimulacién con agonistas (Cheung et al.,, 2008; Stutzmann et al.,
2004). Ademas se ha propuesto una relacion entre la capacidad de las
PS de regular la actividad del Ins3PR y su actividad como secretasas,
ya que el procesamiento de la APP podria aumentar con elevaciones
en la [Ca®"]c; (Buxbaum et al., 1994) y disminuir por una inhibicién de la
liberacién de Ca?* desde el RE (Buxbaum et al., 1994). Es importante

resaltar que el procesamiento de APP es dependiente del InsP3;R, ya
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que la produccion de AR disminuye sustancialmente en lineas

deficientes en este receptor (Cheung et al., 2008).

Otra posible diana de las presenilinas podrian ser las bombas
tipo SERCA ya que se ha descrito que para el funcionamiento normal
de estas bombas son necesarias las presenilinas. Asi mutaciones en
estas proteinas afectarian al funcionamiento de las SERCA, y por tanto
a la acumulacién de Ca" al interior del RE. Las células a las que se les
ha retirado las PS tienen un comportamiento similar a la inhibicién de la
actividad de las bombas SERCA (Green et al., 2008). Por otra parte, la
sobreexpresion de PS acelera la captacion de Ca®" al RE, un efecto
bloqueado por la inhibicién farmacolégica de SERCA, lo que sugiere

que las PS modulan la funcion de las bombas tipo SERCA.

Por tanto los datos anteriores sugieren que las PS modulan la
actividad de los sistemas de transporte de Ca®* del RE, llevando a un
aumento de los niveles de Ca?' intracelular que, a su vez, es
determinante en la produccion de ApB (Bird et al., 1989) (Fig. 23). En
resumen, numerosas evidencias sugieren que la alteracion de la
homeostasis del Ca?" intracelular podria ser un elemento esencial,
incluso primario en la etiologia de la Enfermedad de Alzheimer. Por lo
tanto el estudio de los distintos aspectos alterados del Ca?* intracelular
podria ser esencial para conocer la etiologia de la enfermedad y asi

poder desarrollar nuevas terapias verdaderamente eficaces.
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Espacio
extracelular

Reticulo Endoplasmico < -~

Figura 23. Modelo de las vias de regulacién de calcio en células neuronales con
mutaciones en APP o en PS. Las PS se localizan en el RE, pero también en la
membrana plasmatica. Tanto las PS normales como las mutadas asociadas con la EA
familiar aumentan la liberacién de Ca? mediada por el IPsR, asi como modulan la
actividad del RyR y de las bombas tipo SERCA. Ademas, las PS mutadas podrian
actuar como canales de Ca®* tipo “leak” en el RE. Segun el modelo, el aumento de
Ca?* en el citosol desde el RE se asocia con un aumento en la produccion de AB.
Dibujo modificado de Green y LaFerla, 2008.
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La neurodegeneracion caracteristica de la Enfermedad de
Alzheimer esta causada por la disfuncién y muerte neuronal asociada
a la formacion de placas amiloides cuyo componente fundamental es
el péptido amiloide de 42 aminoacidos (AB1.42). Hemos descrito que
los oligémeros del péptido amiloide inducen entrada de Ca** a través
de la membrana plasmatica, sobrecarga mitocondrial de Ca** y muerte
neuronal por apoptosis en granos de cerebelo en cultivo primario
(Sanz-Blasco et al., 2008). Estos oligdmeros también inducen entrada
de Ca?* en neuronas de hipocampo de rata neonatal por un
mecanismo o via desconocido. Diversos estudios posteriores han
confirmado estos hallazgos y han propuesto que los efectos de los
oligbmeros son debidos completamente al receptor tipo NMDA. Sin
embargo, un estudio reciente ha sugerido que los efectos descritos
podrian ser un artefacto del medio de oligomerizacion del péptido que

contiene trazas de glutamato.

El objetivo general de este trabajo es determinar el efecto
agudo de los oligdmeros del péptido amiloide sobre la homeostasis de
Ca?* intracelular Yy, en su caso, identificar la/s via/s de entrada de Ca?
activada/s por ellos. Por tanto, la hipdtesis de partida es que los
oligobmeros del péptido amiloide serian capaces de formar y/o activar
canales amiloides capaces de reclutar al receptor/canal NMDA. La
respuesta a los oligdmeros podria verse fuertemente influenciada por
la capacidad de las neuronas en cultivo de formar circuitos o redes

neuronales que podrian amplificar la respuesta primaria.
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Por tanto, para alcanzar el objetivo general anterior nos

planteamos abordar los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollo de un protocolo valido de oligomerizacién y testado los
efectos de los oligbmeros del péptido amiloide sobre calcio
citosolico, calcio mitocondrial y muerte neuronal en granos de

cerebelo y neuronas de hipocampo de rata neonatal.

2. Estudiar la contribucion de la formacidon de redes o circuitos

neuronales a la respuesta a los oligobmeros del péptido amiloide.

3. Determinar si el receptor NMDA es necesario y suficiente para la

entrada de Ca®" inducida por oligémeros del péptido amiloide.
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1. Métodos Experimentales.

1.1 Cultivos Neuronales.

Las neuronas de hipocampo se extrajeron de ratas Wistar el
mismo dia de su nacimiento (dia 0) sacrificadas por decapitacion
siguiendo el protocolo de Brewer (Brewer et al., 1993) con las
modificaciones introducidas por Pérez-Otafio (Perez-Otafo et al.,
2006) en condiciones de esterilidad. Tras la extraccion del cerebro
(Fig. 24) se realizé un corte diagonal con el bisturi entre la corteza y
el mesencéfalo y se transfirieron las dos partes seccionadas a una
placa Petri con medio HAM'S F12. Se retiraron las meninges con
ayuda de una lupa separando el hipocampo de la corteza. El tejido se
troced e incubd durante 30 min en medio con papaina (20 u/ml) a 37
°C en una atmoésfera al 5 % de CO.,. A los 15 min de la incubacién se
afiadié DNasa | (50 ug/ml). Seguidamente se lavd varias veces con
medio Neurobasal y el tejido fue disociado primero con una pipeta de
5 ml y luego con una pipeta Pasteur silanizada hasta obtener una
suspension de células. Entonces la suspension celular fue
centrifugada a 200 g durante 5 minutos. Las células fueron
resuspendidas en 900 pl de medio Neurobasal suplementado con 100
Ml de suero de caballo (HS). Las células se sembraron a una densidad
de 70-90 x 10° células/ml sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm de
diametro tratados previamente con poli-D-lisina y se cultivaron en
medio Neurobasal suplementado con L-glutamina (2 mM),
gentamicina (1 pg/ml), B27 y 10% de FBS, y se mantuvieron en una
atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C. Los experimentos se realizaron

entre 1y 8 dias in vitro (DIV).
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Los granos de cerebelo se extrajeron de ratas Wistar neonatas
(4-7 dias) sacrificadas por decapitacion. Las células se prepararon en
condiciones de esterilidad de forma similar a la descrita anteriormente
(Nunez et al., 1996). Se abrid el craneo y el cerebro fue trasladado a
una placa Petri con medio HAM'S F12 para extraer el cerebelo. Se
eliminaron las meninges y se transfirié el tejido a una placa con medio
de Hank carente de Ca* o Mg* a 4 °C. El cerebelo se corté en
pequenos trozos de unos 2 mm que se digirieron con dispasa Il (5
mg/ml) en el bafio durante 30 min a 37 °C. Seguidamente el tejido se
disgreg6 utilizando una pipeta Pasteur silanizada y se dej6é reposar
para que los restos de tejido decantasen. El sobrenadante se llevé a
un tubo con unos 7 ml de medio DMEM conteniendo 4.5 g/l glucosa.
La suspension celular se centrifugé a 200 g durante 7 minutos y el
sedimento en y 900 ul de medio suplementado con 100 ul de suero de
caballo. La suspension celular se volvi a centrifugar,
resuspendiéndose las células finalmente en el medio con suero. Las
células se sembraron en forma de gotas de 50 yl a una densidad de
10x10° células/ml sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm de diametro
tratados previamente con poli-L-lisina (0,01 mg/ml). Las neuronas se
mantuvieron en incubador a 37 °C en una atmdsfera al 10% de CO..
El medio de cultivo utilizado fue el medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) con 4500 mg/ml de glucosa, 10% de Suero Fetal
Bovino (FBS), 5% de Suero de Caballo (HS), y una mezcla de
antibioticos: penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml). Tras
24 h, el medio fue sustituido por medio Sato (Bottenstein y Sato, 1979)
con un 5 % de HS para evitar una proliferacién excesiva de las glias
(Nufez et al., 1996). Los experimentos se realizaron tras 1 u 8 dias in
vitro (DIV).
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Figura 24. Anatomia del cerebro humano y de rata. A, se distinguen entre otros la
localizacion del hipocampo y del cerebelo en el cerebro humano, cuya anatomia es
similar a la del cerebro de rata. B, Vista dorsal del cerebro de rata. Figuras
modificadas de Felix Larocca, 2009 y Grupo Anatomia Bioterio - FCV UBA
respectivamente.

-87-



17
i
<

MATERIALES Y METODOS G e N

1.2 Otros Cultivos Celulares.

Las células HEK293 (ATCC CRL-1573), células embrionarias de
rinbn humano, se cultivaron en medio DMEM con 1000 mg/ml de
glucosa, 10 % de FBS, y una mezcla de antibidticos: penicilina (100
U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml) sembradas a una densidad de 2
x10% células/ml y se incubaron a 37 °C al 10 % de CO, 24 h antes de

los experimentos.

Las células Jurkat (ATCC TIB-152) fueron donadas por la Dra.
Yolanda Bayén (IBGM-CSIC, Valladolid). Las células procedentes de
una leucemia linfoide (células T tumorales) humana se cultivaron en
medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina (2 mM), una mezcla
de los antibidticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml),
FBS (2,5%) y HS (15%). Las células se incubaron en una atmésfera a
37 °C al 5 % de CO,y se sembraron en cubreobjetos de cristal pre-
tratados con fibronectina (20 pg/ml) a una densidad de 3,5x10° células

por pocillo unas 5 h antes de los experimentos.

Las células HT29 (ATCC HTB-38) fueron donadas por el Dr. JC
Fernandez-Checa (IDIBAPS-CSIC, Barcelona). Son células de
carcinoma de colon humano y se cultivaron en medio DMEM con 1000
mg/ml de glucosa, 10% de FBS, y una mezcla de antibioticos:
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) se sembraron a una
densidad de 2 x10* células por pocillo y se incubaron a 37°C al 10%

de CO,durante 24 h antes de los experimentos.

La linea inmortalizada de neuronas de hipotalamo de rata GT1-7
donada por el Dr. Rafael Solis (Universidad de La Laguna, Tenerife)
fue cultivada en medio DMEM con 4500 mg/ml de glucosa, 10% de
FBS, 5% de HS y una mezcla de antibioticos: penicilina (100 U/ml) y
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estreptomicina (100 pg/ml). Las células se sembraron 24 horas antes
del experimento en cubreobjetos de cristal de 12 mm pre-tratados con
poli-L-lisina (Nufiez et al., 1998) a una densidad de 10° células/mly se

incubaron a 37°C al 10% de CO, al menos 24 h antes de su uso.

Finalmente utilizamos también el cultivo primario de células
adenohipofisarias de rata neonata (5-7 dias) obtenidas segun el
protocolo de Dobson y Brown (Dobson y Brown, 1985). Las células se
sembraron a una densidad de 5-7x10° células/ml en cubreobjetos de
cristal pretratados con poli-L-lisina (0.01 mg/ml). Las células se
incubaron a 37 °C en una atmodsfera al 10 % de CO,. El medio de
cultivo utilizado fue DMEM con 1000 mg/ml de glucosa y FBS al 10%.

Las células se sembraron 24 h antes del experimento.

1.3 Preparacion de los Oligébmeros del
Péptido Amiloide AB1.42.

La preparacion del péptido amiloide requiere un protocolo
complejo y especifico. En este trabajo se han preparado los
oligbmeros utilizando diferentes protocolos y se ha disefiado un nuevo
protocolo mediante la combinacién de otroa anteriores. Inicialmente
los oligbmeros se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Klein
(Klein et al. 2002), un trabajo que ha sido citado en mas de 2.000
publicaciones cientificas. Posteriormente, se prepararon los
oligbmeros mediante un nuevo protocolo basado en los protocolos de
Fa M y Ottavio Arancio 2010; Itkin A 'y Meagan L. Wisniewski et al
2011. La Fig. 25 muestra esquematicamente el protocolo de Klein. El
AB+.4> liofilizado comercial se disolvié a una concentracion de 1 mM en

acido hexafluoroisopropanoico (HFIP) en tubos de microcentrifuga no
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silanizados. Seguidamente se dejé el tubo abierto toda la noche para
permitir la evaporacion del acido. A continuacion el tubo se llevd a una
centrifuga de vacio (SpeedVac SPD111V) para su completa
evaporacion. El péptido se resuspendi6 en DMSO seco a una
concentracion de 5 mM y se procedid a la preparacién de los
oligbmeros. Para ello, el péptido disuelto en DMSO se diluyé en medio
DMEM F-12 sin rojo fenol hasta una concentracion de 100 uM, y se
incubd durante 24 h a 4°C. La muestra se centrifugd entonces a
14.000 g (10 min, 4 °C) y se separo el sobrenadante (oligdmeros) del
precipitado (agregados insolubles), llevando el primero a un tubo
estéril limpio. Los oligdmeros se almacenaron a -20°C. Antes de su

uso los oligbmeros fueron tratados en sonicador de bafio unos 5 min.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

Oligémeros
222 pl HFIP

Speed Vac 10°

G{K

Fibrillas Oligomeros

\ / lo 14000 g 4°C 10°
22 ul DMSO 22 ul DMSO
0" RT ﬁﬁ ﬁf
| I ‘IC
107Ice Vortex lVortex
1078 pl HCI
10 mM 1078 pl DMEM F12
1M1 pl 111 pl P —_—
Us;
\E E‘; 37°C 24h
Incubador 24h 4°C
Eppendorf v
Nosiliconados ﬁ'

24h RT
Aliquotas a -20°C

s T

(=2

|

sobrenadante

Aliquotas a -20°C

Figura 25. Protocolo de Klein de obtencion de oligomeros. Esquema modificado
de Dahlgren et al., 2002 y Klein W.L, 2002.
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1.4 Western Blot.

Para confirmar la presencia de oligémeros se utilizé la técnica de
Western Blot. Esta técnica se emplea para separar proteinas en base
a su peso molecular. Se procede con la separacién de las proteinas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en un medio
disociante. Una vez terminada la electroforesis, las proteinas son
transferidas a una membrana de PVDF (bifluoruro de polivinilideno) e
incubadas con una solucion de anticuerpos especificos dirigidos a la
proteina de interés. Por ultimo se revela dicha reaccién agregando un
segundo anticuerpo ligado a una enzima reportera dando lugar una

banda visible.

Se llevé a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamidad vy
dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) con gel de poliacrilamida al 15%
como gel separador y al 3 % como gel concentrador como se indica
en la siguiente tabla asi como dodecil-sulfato sédico como tampon
(SDS).

Gel separador (15%) Gel concentrador (3%)
PAA 30% 7,5ml 0,5 ml
Separation 5ml
gel buffer
Stacking gel 1mi
buffer
Agua 2,25 ml 3,40 ml
bidestilada
TEME 10% 250 pl 100 pl
APS 100 pl 30 ul
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Las proteinas sufren un tratamiento por agentes reductores que
provocan la pérdida de la estructura secundaria manteniendo los
polipéptidos en este estado desnaturalizado. Asi, la estructura
tridimensional de las proteinas no influye en la electroforesis, y éstas
pueden separarse Unicamente en funcién de su tamafo. Se utilizd
como anticuerpo primario anti-g amiloide (Clone WO0-2) monoclonal de
ratdbn y como anticuerpo secundario anti-lgG de ratén (obtenido en
cabra) conjugado con biotina a una diulacién de 1:1000 y 1:5000,
respectivamente. Para terminar se utilizé un cromoégeno anti-Biotin-
Peroxidasa. El revelado se llevdé a cabo mediante un kit de revelado
(Pierce ECL Western Blotting Substrate).

1.5 Imagen de Fluorescencia y Calcio
Citosadlico.

Las medidas de la concentracion de Ca?* libre citosdlico a
nivel de célula unica se realizaron mediante imagen de fluorescencia
utilizando el colorante fluorescente fura-2. La molécula de fura-2
contiene restos aromaticos que ofrecen propiedades fluorescentes a
este quelante de alta afinidad por Ca?". La unién de Ca®" al colorante
modifica el espectro de excitacion del fura-2. La Fig. 26 muestra los
espectros de excitacion del fura-2 con diferentes concentraciones de
calcio. A medida que aumenta la concentraciéon de Ca®*, aumenta la
emisién de fluorescencia a 500 nM al excitar el fluoréforo con luz de
340 nM y disminuye la emision de luz excitada a 380 nm. De este
modo el cociente o ratio de las intensidades de luz emitidas al excitar
a 340 y 380 nm aumenta considerablemente con la concentracién de

Ca?* y hace las medidas independientes de la cantidad de colorante.
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Figura 26. Espectro de excitacion del fura-2 a distintas concentraciones de ca”".
La grafica muestra la emision de fluorescencia de fura-2 a 505 nm cuando se le excita
con luz de longitudes de onda entre 300 y 400 nm. Las medidas se realizaron a 20 °C
con Ca”" libre a concentraciones entre 20 ¥ 10.000 nM (10 uM). Se observa como el
maximo de emisién del complejo fura-2-Ca“* sucede a 340 nm y el minimo a 380 nm.
En condiciones basales, la [Ca2+]cn es aproximadamente 100 nM (linea azul). Al
aumentar la [CaZ+]Cit, aumentara la fluorescencia a 340 nm y disminuira a 380 nm.
Modificado de Grynkiewicz et al., 1985.

El fura-2 es una molécula muy polar y, por tanto, incapaz de
atravesar las membranas celulares. La internalizacion citosolica del
colorante requiere la incubacién de las células con el derivado penta-
acetoximetil éster del fura-2 (fura-2/AM), que es hidrofébico y
atraviesa facilmente la membrana celular. Este es de-esterificado por
esterasas intracelulares en el citosol, liberandose la molécula de fura-
2 en su forma de acido libre que, por presentar cuatro cargas
negativas netas queda retenida en el interior celular. Una vez alli, el
fura-2 puede ser excitado a diferentes longitudes de onda. El registro
de la emision de fluorescencia en tiempo real permite Ila
T

monitorizacién continua, en célula vivas, de la [Ca“"];, estimada a partir
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del cociente de las fluorescencias excitadas a 340 nM y a 380 nM. El
procedimiento ofrece claras ventajas sobre otros colorantes basados
en una unica longitud de onda como Fluo3 ya que las estimaciones de
la [Ca®']; son independientes de la cantidad de colorante acumulado
en el citosol y permite eliminar muchos artefactos, que habitualmente
afectan de forma similar a las fluorescencias excitadas a las dos

longitudes de onda (Tsien, 1988).

Para las medidas de fluorescencia, las células sembradas en
cubreobjetos, se incubaron en medio con fura-2/AM 4 puM durante 1
hora a T2 ambiente y en oscuridad total. La incubacién se realizé en
medio externo completo (MEC), compuesto por (en mM): NaCl, 145;
KCl, 5; MgCl,, 1; CaCl,, 1; Glucosa, 10; Hepes/NaOH, 10; pH 7,42.
Después de la incubacién, los cubreobjetos con las células se
colocaron en el “Holder” (Warner Instruments) acoplado a la platina de
un microscopio invertido (Zeiss Axiovert S100 TV, Fig. 27). Las
células se perfundieron constantemente con un sistema de perfusion
(Warner Instruments) a 37 °C y fueron epi-iluminadas alternativamente
con luz de longitudes de onda 340 y 380 nm (£ 10 nm ) mediante una
rueda de filtros acoplada a la fuente de excitacion. La fluorescencia
emitida a longitudes de onda superiores a 520 nm fue desviada por un
espejo dicroico y recogida a través de un objetivo 40x (Zeiss 40/1,30
oil) y una camara digital (OrcaER de Hamamatsu Photonics) (Fig.
27). Las imagenes de fluorescencia fueron analizadas mediante el

programa de analisis AquaCosmos 2.0 de Hamamatsu.

-94 -



o

3 K
MATERIALES Y METODOS -

i

SYEVTL ‘

340nm

l_\

OINWILLST  TvSvE
SE B

Figura 27. Imagen de calcio citosélico mediante microscopia de fluorescencia.
El esquema muestra el equipo utilizado para los experimentos de imagen de
fluorescencia. La lampara de excitacion (1) emite la luz que atraviesa la rueda de
filtros de excitacion (2). El espejo dicroico (3) desvia la luz ultravioleta (340 y 380 nm)
hacia el objetivo de inmersién 40X (4) (Zeiss 40/1.30 oil) y la muestra de células (5).
La emisién de fluorescencia (. = 520 nm) atraviesa el dicroico (5) y es dirigida por
diferentes lentes (6,7) para su captura por la camara digital (capturadas por una
camara digital de alta sensibilidad (8). Finalmente un ordenador procesara las
imagenes. Debajo del esquema se muestran imagenes tipicas de la fluorescencia
excitadas a 340 y 380 nm de neuronas cargadas con fura2/AM, asi como el valor del
cociente de las F340/F3g0 codificado en pseudocolor en situacion de reposo (fila de
imagenes superior) y tras la estimulacion (fila inferior). La escala de pseudocolor bajo
las imagenes muestra el codigo de colores para las distintas [Ca”]cu de 0 (azul) a 2
UM (rojo). Obsérvese que la estimulacion aumenta la fluorescencia excitada a 340 nm
y disminuye la emision de fluorescencia excitada a 380 nm.
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El registro de fluorescencia en tiempo real permite la

monitorizacion continua de la [Ca2+]Cit en las células vivas. La union

entre el Ca?'y el fura-2 tiene una estequiometria 1:1, de modo que se

puede derivar la siguiente ecuacién de la ley de accion de masas
(Grynkiewicz et al., 1985).

Donde:

Al

[C32+]|ibre = Kq (F - Fmin) / (Fmax — F)

Kg, es la constante de disociacion del complejo fura-2-Ca®".
Asi, la K4 para el fura-2 es 0,14-0,22 uM (Molecular Probes).

F, es la fluorescencia emitida a una [Ca?*] dada en cada punto.
Fmax, €S la fluorescencia emitida en condiciones de saturacién
del colorante (con alta concentracion de Ca®* en el medio).
Fmin, €s la fluorescencia emitida del indicador en ausencia total
de Ca*.

aplicar esta ecuacion a la fluorescencia emitida cuando se

excita a las dos longitudes de onda de interés, 340 nm y 380 nm, y

realizar el cociente entre ambas puede derivarse la siguiente

expresion:

Donde:

[Ca®ipre = Ka B (R - Rmin) / (Rmax — R);

R, es el cociente (ratio) de las fluorescencias obtenidas al
excitar a 340 y 380 nm para una determinada [Ca®*‘c,
aumentando la fluorescencia cuando el fluoréforo saturado con
Ca* se excita a una longitud de onda de 340 nm vy
disminuyendo en ausencia de Ca®* cuando se excita a una

longitud de onda de 380 nm.
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e R.,ix es el cociente de ambas fluorescencias cuando el
colorante esta saturado de Ca*".
* Ruin representa dicho cociente en ausencia total de Cca*.

o B es el cociente Frma/Fmin @ 380 nm.

Sabiendo que el valor de la K4 es de 224 nM a 37 °C y 135 nM
a 22 °C (Grynkiewicz et al., 1985), la ecuacion permite calcular la
[Caz+] a partir del valor de R. Los valores de Rnax, Rmin ¥ B pueden
determinarse experimentalmente a partir de una solucion de fura-2
4cido realizando dos lecturas, una en ausencia total de Ca®* y otra en
presencia de un exceso del mismo. En algunos experimentos se
muestran incrementos del cociente de fluorescencias que eliminan la
posible interferencia de la calibracion. En muchos experimentos se
observa que hay células que responden a los estimulos con
incrementos de [Ca®*],; mientras que otras células no responden. Para
el analisis cuantitativo de estos experimentos se calculo la fraccion de
células que responden (tanto por uno), el incremento del [Ca*']; de
las células que responden y, para tener en un unico parametro el
incremento de todas las células, calculamos el producto de este
incremento por la fraccion de células que responden, un parametro

que denominamos factor de activacion.

1.6 Inmunocitoquimica.

Las técnicas inmunocitoquimicas permiten identificar diferentes
antigenos en células y tejidos si se dispone de anticuerpos especificos
y si la unién del anticuerpo con su antigeno puede ser detectada
mediante alguna técnica de revelado. Los cultivos primarios de células
de cerebelo e hipocampo contienen dos tipos de células: neuronas y
células de la gia o glias. Por ello, se utilizd un procedimiento que

permite identificar por inmunocitoquimica el tipo celular tras los
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experimentos de imagen de Ca®" intracelular. De esta forma, se puede
correlacionar las respuestas obtenidas en cada célula con su
naturaleza fenotipica (Nufez et al., 1996). Para identificar los dos tipos
de células se realizé una doble imunocitoquimica en las mismas
células en las que se llevé a cabo la imagen de Ca®" intracelular (Fig.
28). Para identificar las neuronas se utiliz6 como anticuerpo primario
anti-B-tubulina Il de ratén, que se une a una proteina del citoesqueleto
especifica de las neuronas. Como anticuerpo secundario se utilizé a-
FITC de ratén que emite fluorescencia verde. Para la identificaciéon de
las glias se utilizd anti-proteina fibrilar acida de la glia de conejo (a-
GFAP), como anticuerpo primario y anti IgG de conejo conjugado con
Alexa Fluor 594 como anticuerpo secundario que emite fluorescencia

roja.

Para realizar los experimentos mixtos de analisis de la [CaZ+]cita
nivel de célula unica seguido de la identificacién inmunocitoquimica de
las células presentes en el campo microscopico, las células se
sembraron en cristales de 12 mm tratados con poli-D-lisina. Una vez
realizado el experimento de [Ca®], se fijan las células con
paraformaldehido (PFA) al 4% en solucién tampoén fosfato (PBS)
durante 10 min sin mover el campo microscépico. Seguidamente se
utiliza el sistema de perfusion para lavar muy extensa y muy
rapidamente las células con MEC durante 15 min. A continuacién se
anade Tritén 1X al 0.1% y se incuba durante 5 min antes de volver a
lavar profusamente con MEC. Entonces las células fijadas son
incubadas con suero de cabra al 20% para saturar los sitios
inespecificos durante 10 minutos tras los cuales se retira el medio
pero no se lava el preparado. Posteriormente se anaden los dos
anticuerpos primarios en medio con suero de cabra al 10% a una

dilucion 1:300 y se incuban durante 45 minutos in situ. A continuacion
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se vuelve a lavar la preparacién profusamente con MEC y se incuba
con los anticuerpos secundarios (1:100) durante otros 45 min.
Finalmente se afiade Dapi (1:5000, 5 min) en suero de cabra al 10%
durante 5 min para tefir todos los nucleos de las células. La Tabla 4
muestra los anticuerpos y diluciones utilizados para la realizacion del
Western Blot. Finalmente, se lava con MEC y se capturan las
imagenes de fluorescencia utilizando los sets de filtros verde (B-
tubulina), rojo (GFAP) y UV (Dapi) (Fig. 28).

Tipo celular | Anticuerpo Tipo Dilucién
Anticuerpo Ratén anti B- 1:300
primario Tubulina 1l
Neurona - -
Anticuerpo Ratén FITC 1:300
secundario
Anticuerpo Conejo anti 1:100
primario GFAP
Glia
Anticuerpo Conejo Alexa 1:100
secundario fldor 594 rojo

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para la realizacion del Western Blot.

B- Tubulina

DAPI

Figura 28. Doble inmunocitoquimica. Imagen de una doble inmunocitoquimica en
un cultivo mixto de neuronas de hipocampo y glias a 7 dias de cultivo in vitro (7 DIV).
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1.7 Imagen de Bioluminiscencia y Calcio
Mitocondrial.

Para monitorizar los niveles de la [Ca®*] en organulos
subcelulares como la mitocondria se necesitan sondas de Ca?*
basadas en proteinas susceptibles de ser dirigidas especificamente al
organulo a estudiar. Para ello, utilizamos la proteina aecuorina (AEQ)

dirigida a la mitocondria (Fig. 29).

Figura 29. Medusa Aequorea victoria y estructura de la proteina fluorescente
verde (CGP) obtenida de dicha medusa. Imagen obtenida de Ludin, Beat, and
Andrew Matus. Gfp In Motion. [Oxford]: Elsevier, 1999.

La AEQ es una fotoproteina que se obtiene de la medusa
Aequorea victoria capaz de emitir luz azul en presencia de Ca** sin
necesidad de ser iluminada, un fendmeno denominado
bioluminiscencia. AEQ presenta tres dominios de unién a Ca*
(Shimomura et al,. 1962; Shimomura, 1995). Gracias al aislamiento y
purificacién de la AEQ y su microinyeccion en células vivas la AEQ ha
sido utilizada durante décadas como indicador de la [Ca?'] en células
intactas (Blinks et al., 1978; Cobbold, 1980; Ridgway y Ashley, 1967).
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La clonacion de AEQ y su fusion a secuencias de
direccionalidad hacia distintos compartimentos subcelulares
permitieron la monitorizacién de la [Ca?] en distintos organulos
incluyendo el nucleo (Brini et al., 1993), la mitocondria (Rizzuto et al.,
1992), el propio citosol (Badminton et al., 1996) y el reticulo
endoplasmico (Badminton et al., 1996; Montero et al., 1995). Cuando
AEQ se une a Ca* emite una luz siempre que la proteina esté
reconstituida en su forma activa. Durante la reconstitucion, la
apoaecuorina expresada en las células se une a la celenterazina que
actua de cofactor. La celenterazina es capaz de atravesar las
membranas celulares con facilidad gracias a sus propiedades
lipofilicas (Blinks et al., 1976). Cuando AEQ es reconstituida emite una
luz azul en el rango visible (Amax = 465 nm) en funcion de la [CaZ+].
Durante este proceso se genera un producto intramolecular formado

por el complejo apoaecuorina, celenteramida y CO, (Fig. 30).

3 Ca? hv (465 nm)
a +
—\ rapido /
l v

APOAEQUORINA* +0, C—————""> APOAEQUORINA+ CELENTERAMIDA + CO,
() lento ) \
+0,
2+
CELENTERAMIDA 3 ca

Figura 30. Reaccion bioluminiscente de la aecuorina. La AEQ es reconstituida en
aecuorina original por incubacién con celenterazina. En presencia de O los iones de
Ca®" se unen a la aecuorina reconstituida provocando la oxidacion de celenterazina a
celenteramida, la formacién de apoaecuorina, acompafiada por la generacién de CO;
y la emisién de luz bioluminiscente azul (A=465nm).
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Una vez oxidada la celenterazina a celenteramida, la unién de
la apoaecuorina a una nueva molécula de celenterazina es lenta, por
lo que el proceso puede considerarse irreversible. La cantidad de
sonda activa disponible para la medida de Ca®', disminuye
progresivamente a lo largo de cada experimento, siendo la velocidad
relativa de consumo, proporcional a la concentracién de Ca*". Con la
AEQ nativa seriamos capaces de medir concentraciones de Ca**
comprendidas entre 0,1 y 10 uM (Blinks et al., 1978). La velocidad de
consumo en presencia de concentraciones de Ca®" elevadas es tan
grande que toda la AEQ se consumiria en pocos segundos, siendo
poco practica su utilizacion como indicador en entornos con altas
concentraciones de Ca®" como puede ser, al menos transitoriamente
la mitocondria. Para poder medir los niveles de cientos de uM que se
podrian alcanzar en las mitocondrias (Montero et al., 2000), es
necesario reducir la afinidad por Ca? de la AEQ al menos dos
6rdenes de magnitud. Para ello, se utiliza una AEQ mutante de baja
afinidad por el Ca®* (MutAEQ) en la que esta sustituido el residuo
aspartico en posicion 119 por alanina (Asp119-Ala) (Montero et al.,
1995). El uso de celenterazina n reduce la velocidad de emision de
luminiscencia (Shimomura et al., 1993) y amplia el rango de medida
de [Ca*] al nivel mM (Alvarez y Montero, 2002). El principal problema
de la medida de Ca®* mediante bioluminiscencia de AEQ es la baja
emisién de luz comparada con la fluorescencia. Sin embargo el
desarrollo de camaras ultrasensibles ha permitido llevar a cabo la
imagen de bioluminscencia para la monitorizacién de Ca?* subcelular

a nivel de células individuales.
Para los experimentos de imagen de AEQ, las células fueron

transfectadas con la sonda basada en AEQ. La expresion de la AEQ

dirigida a mitocondria en neuronas de hipocampo se realizé por
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transfeccion del plasmido con la proteina aecuorina mutada de baja
afinidad por Ca®" a la que se le ha unido la proteina verde fluorescente
GFP (GFP-mutAEQmit) (Baubet et al., 2000; Rogers et al., 2005). La
finalidad de utilizar un plasmido que contenga la proteina GFP unida a
la proteina aecuorina sera identificar en el microscopio de
fluorescencia las células transfectadas por el método descrito
anteriormente, con el fin de elegir el campo adecuado en el que se
realizara el experimento de medida de Ca?* mitocondrial a nivel de
célula unica. Ademas, este plasmido con la GFP unida a la aecuorina
emitira mas fotones, por lo que facilitara la imagen de

bioluminiscencia.

Las células transfectadas fueron incubadas en oscuridad
durante 2 h en medio estandar MEC suplementado con 1 yM de
celenteracina n, a temperatura ambiente. Una vez reconstituida la
fotoproteina, los cubreobjetos con las células se colocaron en la
platina de un microscopio invertido (Zeiss Axiovert S100 TV). Las
células se perfundieron continuamente con medio estandar
precalentado a 37 °C por un sistema de intercambio de calor (Warner
Instruments) en presencia de los estimulos correspondientes. La
velocidad de flujo de las soluciones de perfusion es aproximadamente
de 4 ml/min y el tiempo necesario para el recambio del medio en la
camara de perfusion se ha estimado en unos pocos segundos. Al final
de cada experimento se perfundié con digitonina 100 uM en MEC con
10 mM de Ca®. 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.

-103 -



A7
AN
5

MATERIALES Y METODOS -t =%

Los datos se cuantificaron como porcentaje de emision de
fotoluminiscencia entre las cuentas por segundo totales y se dividieron
por el periodo de integracion (L/LtotaL €n 3'1). Los valores de emision
menores de 4 c.p.s. no fueron utilizados para los calculos.
Posteriormente un programa informatico substrae el fondo
(background) de los valores de luminiscencia en cada punto y los
valores de emisién de fotones son convertidos en concentracién de
Ca?*. Para ello se utilizd el algoritmo descrito por Brini (Brini et al.,
1995) basado en la relacién existente entre la [Ca®] y la proporcion 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 L/Lyax

en valores de [Ca?'] se utilizé el siguiente algoritmo matematico:

[Ca®] ) = [(L/Lmax A) "™ + (L/Lmax A) "™ Krr-11/ [Kr = (L/Lmax A) "™ K]

Donde;

o KR, €s la proporcion de sitios en estado T frente al estado R.
Cada uno de los sitios de unién al Ca®** de la AEQ presenta
estos dos estados: T y R. La emisidén de bioluminiscencia se
produce cuando todos los sitios de union se encuentran en
estado R, al cual se une el Ca%".

e Kg, es la constante de asociacion a Ca®*.

e n, es el nimero de sitios de union a Ca?".

e A, es la constante de velocidad de consumo de AEQ a la [Ca*']

saturante.
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Tanto este algoritmo como los parametros (Kigr, Kg, N y A)
derivan de un modelo matematico propuesto originalmente para
explicar la dependencia de la luminiscencia de la AEQ respecto de la
[Ca®"], aunque se puede utilizar como una simple transformacion

matematica independiente del modelo (Allen et al., 1977).

1.8 Muerte celular.

La apoptosis es una forma de muerte celular programada. Una
forma de detectar apoptosis es por los cambios en la distribucién de
las proteinas de la membrana, glicoproteinas y fosfolipidos durante el
proceso de apoptosis. La fosfatidilserina, localizada en células viables
en la cara interna, se distribuye durante la apoptosis por la cara
externa de la membrana. La Anexina V, que se utiliza conjugada a
fluorocromos, es una proteina que se une a fosfolipidos de forma
dependiente de calcio, con alta afinidad por la fosfatidilserina y que
por tanto puede ser util para detectar la fosfatidilserina externalizada,
pudiendo asi servir para estimar las células que han entrado en

apoptosis.

Para las medidas de apoptosis las neuronas de hipocampo
fueron sembradas en cristales de 12 mm de didmetro, a una densidad
de 35 x 10° células por cristal y se incubaron a 37 °C en una atmdsfera
con un 5 % CO, durante los dias de cultivo deseados, en nuestro caso
son 7-9 DIV. Una vez llegado el dia de cultivo deseado los cristales
con las neuronas sembradas se pasan a una placa Nunc nueva con
medio libre Mg? (Mg0). Una vez lavados se pone el tratamiento, en
esta caso oligdmeros de AB1.42 2uM previamente preparados en medio

MgO, durante 1 h. Posteriormente los cristales son devueltos a las
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placas Nunc originales donde esta el medio original (Neurobasal) y se
dejan en el incubador durante 24 horas a 37 °C y 5 % CO, Al dia
siguiente se prepara la solucion de Anexina V (5 pl de Anexina V por
cada 100 pl de buffer de unién de la Anexina 1X). Este buffer de union
se prepara a partir del buffer de unién 10X Anexin V binding buffer: 0,1
M Hepes NaOH (pH 7,4),1.4 M NaCl, 25 mM CaCl,.

Los cristales se lavan varias veces con tampén de unién (binding
buffer) 1X para eliminar los restos de medio neurobasal. Tras el
lavado las células se incuban con la solucion de Anexina preparada
durante 10 minutos. Pasado este tiempo las células se vuelven a lavar
con el tampén de unidn de Anexina 1X varias veces. Tras el lavado se
capturan imagenes de campo brillantes y fluorescencia utilizando el
mismo equipo de imagen descrito arriba. Para calcular el porcentaje
de células en apoptosis se tienen en cuenta las células totales que se
cuantifican con ayuda de la imagen de transmisién (células totales) y
el niumero de células verdes (células apoptéticas) de la siguiente

forma:

Células verdes
% muerte (apoptosis} = X100

Células totales
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1.9 Transfeccién de neuronas y células
HEK293.

Las neuronas de hipocampo fueron sembradas en
cubreobjetos de cristal pretratados con poli-D-lisina a una densidad de
9x10° células/pocillo y se transfectaron con el reactivo Lipofectamine
2000 para expresar la sonda aequorina. La lipotransfeccion se realizo
tras 6 dias de cultivo (6 DIV). Las neuronas fueron tratadas con 4 pl de
lipofectamina y 3 pg de ADN durante 90 min. Los experimentos se

llevaron a cabo 24 h después de la transfeccion.

Las células HEK293 se sembraron un dia antes de la
transfeccion en cristales tratados con poli-L-lisina a una densidad de
2x10* células por cristal, de tal forma que cuando se transfecten estén
entre un 50 y un 90 % de confluencia. Junto los plasmidos que
expresan las diferentes subunidades del NMDA-R, las células se co-
transfectan con un plasmido que expresa la proteina fluorescente
verde GFP para poder identificar las células transfectadas mediante
imagen de fluorescencia. Para realizar la transfeccion se utilizd
Lipofectamine 2000 segun el protocolo recomendado por el fabricante.

Las concentraciones de ADN utilizadas se describen en la Tabla 5:

NR1 NR2A NR2B | lipofectamina

NR1/NR2A | 1pg 3 g 3ul

NR1/ NR2B 1 pg 4 ug 3ul

Tabla 5. Concentraciones de DNA de las distintas subunidades del NMDA-R
utilizadas para la transfeccion. Resumen de la cantidad de lipofectamina y de la
concentracion de DNA de las distintas subunidades del receptor NMDA necesarias
para realizar la transfeccion en células HEK293.
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1.10 Analisis estadistico y de datos.

Los datos mostrados provienen de, al menos, tres experimentos
independientes. Se ha utilizado la t de Student para comparar medias
de muestras pareadas o no. A la hora de comparar datos incluidos en
dos o0 mas grupos se ha utilizado el analisis de varianza ANOVA de
dos vias y las medias obtenidas se han comparado utilizando el test
de comparaciones multiples de Bonferroni. Las diferencias con p<0.05
fueron consideradas significativas. El andlisis de los datos y la
representacion grafica de los mismos se realiz6 con el programa
ORIGIN 7.0.

2. Materiales y Reactivos.

Alomon labs

#, ()-Agatoxina

Bachem AG
», Péptido AB1.4 trifluoroacetato

Beckton-Dickinson (BD)
) Poli-D-Lisina
», Anexina V

Bionova cientifica, S.l. GenScrip

" péptido NA7 (EVHHQKL)
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Chemicon International

» Anticuerpo primario policlonal de conejo anti-AB+.42

Costar Corporation

% Frascos de cultivo de 25 cm?

Covance

" Anticuerpo primario monoclonal de ratén anti B-tubulina IlI

» Anticuerpo secundario a-FITC de raton

Invitrogen Corporation
% Fura-2/AM
" Lipofectamine® 2000

», Coelenterazina

» Anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con Alexa
Fluor 594

Gibco
* Medio HBSS
) Medio RPMI 1640
" Medio Neurobasal
», Suplemento B27
) Suero bovino fetal (FBS)
) Suero de caballo (HS)
) Antibidticos: Penicilina, Estreptomicina y Gentamicina
) L-Glutamina
" Gentamicina

* Tripsina-EDTA
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) Solucién de tampon fosfato (PBS)
* DMEM F12 sin rojo fenol
* MEM

Lonza
* Medio DMEM con glucosa 4500 mg/ml
* Medio DMEM con glucosa 1000 mg/ml

Merck
 Acido acético
*, Acido clorhidrico
* Cloruro calcico
* Cloruro de magnesio
) Cloruro potasico
) Hidroxido sodico
) Paraformaldehido
" Dimetilsulféxido (DMSO)
" Dodecil sulfato sédico (SDS)
* Etanol absoluto
», Isopropanol
% Metanol
) Triton X-100
) Tris HCI

Millipore Corp.
», Filtros estériles de 0,22 um

b Conjugado anti biotina SP de cabra.
" Anti-Amiloide B, clon W0-2
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Nunc (Labclinics)

) Placas de cultivo de 4 pocillos

* Placas petri

Roche

», Dispasa Il

Sigma Chemical Co.
b 4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

* Albtmina de suero bovino libre de acidos grasos (BSA)
 putrescina

* Insulina

) Holo-transferrina

% Selenio

" Progesterona

* Tiroxina

* Tri-iodotironina

* ATP

" Fibronectina

" ADNasa |

* Poli-L-Lisina

" Paraformaldehido (PFA)
b Hepes

* Nifedipina

) MK-801

b Digitonina

» Anticuerpo primario policlonal de conejo anti-GFAP
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) Anti-Biotina-Peroxidase producido en cabra
* Sulfato de cobre (CuSO, . 5 H,0)

* Sulfato de hierro (FeSO,. 7 HO)

) Sulfato de zinc (ZnSO, . 5 H,0)

Thermo

" Pierce ECL Western Blotting Substrate

Tocris

% Tetrodotoxina

Worthington Chemical Corporation

" Papaina 37,1 u/mg P

3. Tampones y Soluciones.

Tampén fosfato salino (PBS) pH 7.4
NaCl 136 mM

KClI 2,7 mM

Na,HPO, 8 mM

KH,PO, 1,5 mM

Medio Nutriente F12 HAM pH 7.4
DMEM en polvo 4500 mg/L glucosa
25 mM HEPES
4 mM NaHCO;
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Medio de SATO

Suero Caballo (HS) 0.5%
Insulina 5 pg/ml

BSA 100 pg/ml
Putrescina 16 pg/ml
Selenio 30 nM

Progesterona 60 ng/ml

Tiroxina 0.4 pg/ml
Tri-lodotironina 0.3 pg/mi

Holo-transferrina 5 mg/mi

Medio externo completo (MEC) pH 7,42
NaCl 145 mM

KCI 5 mM

MgCl; 1 mM

HEPES 10 mM

Glucosa 10 mM

CaCl; 1 mM

Medio libre de Mg** (Mq0) pH 7,42
HEPES 10 mM

Glucosa 10 mM

CaCl, 1 mM

NaCl 146 mM

KCI 5 mM
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3.1 Soluciones para Western Blot

e Soluciéon tampoén separador pH 8.8

o 13.63 g Tris (Trizma base)
= 0,3gSDS (0.3 %)
o 100 ml agua MQ

e Solucion compactacion “stacking gel buffer” pH 6,8

0 7,6 g Tris (Trizma base)
o 0,59gSDS (0.5 %)
o 100 ml agua MQ

¢ Tampén de muestra 2x

Tris-HCI 62.5 M pH=6.8
SDS 2%

Glicerol 10%
2-Mercaptoetanol 5%
Azul de bromofenol 0.05%

O O O O O

e APS 10%
o 0.05grAPS
0 500 pl agua bi-destilada

e Tampodn de electroforesis 10x pH 9,3
0 Trizma base 0.25 M
o Gligina 192 M
o SDS1%
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Tampdn de transferencia pH 8,3

o Trizma base 25 mM
o Gligina 192 mM
o Metanol 20%

TBS 10X pH 7.5
Tris-HCI 25 mM

NaCl 0.9%

TBS tween 0.1% (TTBS)
TBS 10X
Tween 20 (0.1%)

Tampdn de bloqueo
TTBS

Leche desnatada en polvo 5%

Azul de Comassie

Azul de Comassie 0.1%
Metanol 40%
Acido acético 5%

Agua desionizada

Solucidon de desteiir
Metanol 30%
Acido acético 10%

Agua desionizada
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3.2 Soluciones para medidas de apoptosis

e Tampodn de unién 10X Anexin V
0,1 M Hepes NaOH (pH 7.4)
1.4 M NaCl
25 mM CacCl,
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IV. RESULTADOS
T —

Si quieres resultados diferentes, no hagas siempre lo mismo.
Albert Einstein






1. Preparacion de los oligbmeros del
péptido amiloide.

El péptido amiloide puede presentar diferentes estados de
agregacion (Burdick et al., 1992; Jarret et al., 1993). En la actualidad,
se considera que la forma mas téxica del péptido, presente en la EA,
son los oligdbmeros solubles del péptido AB+4, (Hass y Selkoe, 2007;
Sanz-Blasco et al., 2008). Inicialmente utilizamos el protocolo
disefiado por Klein descrito en Material y Métodos (Dahlgren et al.,
2002; Klein, 2002) para preparar los oligobmeros del péptido AR1.4o.
Segun este protocolo, la oligomerizacién del péptido se realiza en
medio DMEM F12 sin rojo fenol en el ultimo paso. Una vez obtenidos
los oligbmeros de ABs4, estudiamos sus efectos sobre Ila

2, en los distintos modelos

concentracién de Ca?' intracelular [Ca
neuronales de rata (granos de cerebelo y neuronas de hipocampo)
mediante imagen de fluorescencia, utilizando la sonda fluorescente de
Ca?* fura-2/AM. Los efectos de los oligémeros sobre Ca®" intracelular
se testaron a una concentracion de 2 yM. Los oligémeros fueron
tratados en un sonicador de bafio durante 5 min antes de su

utilizacion.

Los oligébmeros de AB142 preparados por el protocolo de Klein
en medio DMEM F12 incrementan la [Ca2+]ch en granos de cerebelo
(Fig. 31A) y en neuronas de hipocampo (Fig. 31B). En ambos tipos
celulares los incrementos de la [Ca2+]cn son muy heterogéneos,
mostrando respuestas con diferente latencia, magnitud y cinética. En
algunas células, la [Ca®']c; se mantuvo elevada ain después de lavar

el péptido.
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Figura 31. Los oligomeros de AB142 preparados por el protocolo de Klein en
medio DMEM F12 inducen incremento de la [Ca’']cit en neuronas. Las células
fueron cargadas con fura-2/AM y se monitorizo la [Ca2+]cit mediante microscopia de
fluorescencia. Los registros muestran los efectos de AB1.42 (2 uM) sobre la [Ca2+]cn en
5 neuronas de hipocampo (A) y en 5 granos de cerebelo (B). Los trazos muestran
datos representativos de 181 y 213 células respectivamente estudiadas en 6
experimentos independientes.
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Comprobamos, por tanto, que los oligdbmeros de ABi42
preparados mediante el protocolo de Klein en DMEM F12 producen
incremento de la [Ca2+]Cit en ambos tipos celulares. Sin embargo, tras
revisar la bibliografia, encontramos evidencias de que el incremento
de Ca®" inducido por los oligémeros podria estar afectado por diversos
componentes del medio (DMEM F12) en el cual es oligomerizado el
péptido (Zempel et al., 2010). Por tanto, se llevaron a cabo una serie
de experimentos para determinar el efecto del medio DMEM F12 en
las mismas condiciones que antes pero en ausencia de APi4o.
También se utilizé otro medio DMEM y se comparo con los resultados
obtenidos con DMEM F12. Los resultados muestran que el medio
DMEM F12 produce, en algunas ocasiones, pequefios incrementos de
la [Ca®']cy. (Fig. 32). Por tanto, los incrementos de la [Ca?*]c; inducido
por los oligbmeros del péptido AB+.42 que se preparan en medio DMEM
F12 podrian ser debidos, al menos parcialmente, a algun componente
del medio DMEM F12. Por el contrario, encontramos que el medio
DMEM no produjo incrementos de la [Ca?*]c. Tras analizar en detalle
la composicion del DMEM F12 comprobamos que contiene glutamato
(50 pM) y glutamina (2.5 mM). Aunque este medio se diluye mas de
40 veces en el ensayo final de Ca®" la concentracion final de
glutamato en la disolucién estaria en torno a 1.25 pM. Esta
concentracion podria ser suficiente para activar receptores

glutamatérgicos e inducir incrementos de Ca?* citosdlico.

Hemos probado los efectos de concentraciones muy bajas de
glutamato (1-2 uM) sobre Ca*" intracelular en neuronas encontrando
que, en general, no producian efectos o éstos eran muy pequenos.
Aunque las bajas concentraciones de glutamato no explican los
efectos, descritos por nosotros y otros autores, de los oligémeros

sobre Ca®" intracelular y muerte neuronal, sin embargo, si que podrian
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afectar a estudios farmacolégicos en los que se pretenda diseccionar

posibles dianas de los oligémeros.

A 0,8 -

0,6 -

1 min

0,4 1

0’2 i M,_\_‘____Ajm A

— — -
DMEM F12 DMEM  NMDA

RATIO F340/F380

0,0

0,8 -
0,6 - 1 min
0,4 -

0,2 1

RATIO F340/F380

0,0 - I I -
DMEM F12 DMEM NMDA

Figura 32. El medio DMEM F12 puede inducir incremento de la [Ca®‘]cik en
neuronas. Los medios fueron utilizados en las misma condiciones que las soluciones
de los oligébmeros de AB142 2 uM. Los trazos muestran el efecto de los distintos
medios sobre la [Ca”]cn y corresponden a 6 y 9 células individuales, representativos
de 102 células estudiadas en 12 experimentos independientes.

Decidimos estudiar a continuacién los efectos de oligébmeros
preparados segun el protocolo de Klein pero permitiendo la
oligomerizacion en diferentes medios incluyendo DMEM, MEM vy
medio salino tamponado con fosfato (PBS). Ninguno de los medios
utilizados contenia glutamato o glutamina. Los efectos de estos

oligémeros sobre Ca®" intracelular se muestran en la Fig. 33.
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Figura 33. Los oligémeros de AB142 preparados por el método de Klein en el que
la oligomerizacién ocurre en diferentes medios en lugar de DMEM F12 no
producen incremento de la [CaZ+]cu en neuronas. Los trazos muestran el efecto de
los oligdbmeros de AB142 disueltos en MEM (A), PBS (B) y DMEM (C), sobre la
[Ca2+]cn y corresponden a 5, 6 y 5 células individuales, representativos de 52, 206 y
63 células estudiadas en 4, 17 y 5 experimentos independientes respectivamente.
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Tras obtener estos resultados, decidimos buscar en la
bibliografia metodologias alternativas de obtencion de oligdbmeros
encontrando dos protocolos muy similares, los descritos por Arancio
(Fa M y Ottavio Arancio 2010) y Wisniewski (ltkin et al. 2011). El
protocolo descrito por Ottavio Arancio es similar al de Klein en los
primeros pasos, pero reduce los tiempos de disolucion del péptido de
tres dias a un dia. Segun el protocolo de Wisniewski la
oligomerizacion del péptido se realiza a 37 °C, en lugar de 4 °C.
Incorporamos estas modificaciones al protocolo original de Klein,

dando lugar al siguiente protocolo modificado (Fig. 34):

1 mg de péptido ABi.4, liofilizado se dejé atemperar durante 30
min y se disolvi6 a una concentracion de 1 mM en acido
hexafluoroisopropanoico (HFIP) en el vial original. Rapidamente, el
contenido del vial se alicuotd en tres tubos eppendorff no-silanizados
dejandose atemperar durante 2 horas para su monomerizacion. Los
tubos eppendorf se centrifugaron en una centrifuga de vacio (Speed
Vac SPD111V) durante 15 minutos para una completa evaporacién
del acido. El péptido se resuspendié en DMSO seco hasta alcanzar
una concentracién de 5 mM y se sonicd durante 10 minutos para su
completa resuspension en un sonicador de bano. El contenido de los
tubos fue alicuotado en 9 tubos eppendorff no siliconados conteniendo
cada uno 1.6 ul de suspension. Los tubos se conservaron a -20°C

hasta su utilizacion para oligomerizar el péptido.

El dltimo paso es clave ya que es en el que se produce la
oligomerizacion. Tras revisar la bibliografia, comprobamos que se
utilizaron diversos medios para la oligomerizacién, entre ellos MEM,
DMEM (sin glutamato ni glutamina), PBS y medio externo salino con
mM de Ca®". Los medios MEM y DMEM se suplementaron con una

baja concentracién de oligoelementos como hierro (0.124 uM), cobre
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(1.5 pM) vy zinc (1.5 pM) (Faller, et al., 2013) para facilitar la
oligomerizacion del péptido. Estos medios se denominaron MEM+ y
DMEM+. El medio MEC (Medio externo completo) se suplementd con
una concentracion de Ca** de 2 mM ya que, segun la bibliografia, un
incremento de la concentraciéon de Ca®* podria facilitar la
oligomerizacion del péptido amiloide (Lykin et al., 2011). Tanto MEM
como DMEM contienen originalmente 1 mM de Ca?*. Finalmente, para
la oligomerizacion, el péptido AB142 (1.6 pl, -20 °C) se diluy6 con 98.4
ul de los diferentes medios para disponer de 100 pl de suspension a

una concentracion de 80 uM y se incubd durante 24 horas a 37 °C.

Para los experimentos con las células, los oligdbmeros se
diluyen 40 veces en MEC (100 pl en 4 ml de MEC) para tener una

concentracion final de 2 yM y se sonican 5 minutos antes de su uso.

Los resultados muestran que ninguno de los medios
preparados inducen incremento de Ca®" citosdlico en neuronas de
hipocampo o granos de cerebelo. A continuacion se testaron los
efectos de los oligdmeros preparados segun el protocolo anterior en
los diferentes medios (Fig. 36). Los oligdmeros obtenidos a partir del
nuevo protocolo producen incrementos de la [Ca?']cy en neuronas.
Aunque obtuvimos incrementos de Ca®" citosdlico inducido por los
oligbmeros disueltos en los tres medios utilizados (MEC 2mM Ca®,
DMEM+ y MEM+), los mejores resultados fueron obtenidos con los

oligbmeros preparados en MEM+ y DMEM+.
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Figura 34. Protocolo optimizado para la obtenciéon de oligémeros AB1.42
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Figura 35. Los medios de oligomerizacion no producen incrementos de la
[Ca2+]cit en neuronas. Los medios fueron tratados del mismo modo que los
oligébmeros excepto que no contenian oligdmeros. Los trazos muestran el efecto de
los distintos medios MEC 2 mM Ca** (A), DMEM+ (B) y MEM+ (C), sobre la [Ca2+]cn y
corresponden a 9, 8 y 10 células individuales, representativas de 104, 96 y 108
células estudiadas en 10, 9 y 11 experimentos independientes respectivamente.
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Figura 36. Los oligémeros de ABi42 obtenidos por el nuevo protocolo
pre?arados en diversos medios de oligomerizacion inducen incrementos de la
[Ca“*]citen neuronas. Los oligémeros de AB142 (2 uM) se disolvieron en los diferentes
medios de oligomerizacion: MEC 2mM ca®* (A), DMEM+ (B) y MEM+ (C). Los trazos
muestran el efecto de los oligdbmeros preparados en los distintos medios sobre la
[Ca2+]cn y se corresponden a 6, 5 y 3 células individuales, representativas de 53, 121y
263 células estudiadas en 4, 11 y 17 experimentos independientes, respectivamente.
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La cuantificacion de los incrementos de Ca®' intracelular
inducida por oligdmeros preparados en diferentes medios muestra que
las respuestas fueron similares en medios MEM+ y en DMEM+ (Fig.
37).

Il A8, en DMEM+
Il A8,..;en MEM+

£y (=}]
I 1

N
I

A[Ca?*], x 102

o
|

DMEM+ MEM+

AB1 -42

Figura 37. Los oligébmeros de ABi42 obtenidos por el nuevo protocolo
preparados en DMEM+ y MEM+ inducen incrementos similares de [Ca2+]cn en
neuronas. Se muestra el incremento de la [Caz"]cn inducido por los oligbmeros de
AB1.42 disuelto en DMEM+ y MEM+ en neuronas de hipocampo. Las barras son los
valores medios + EEM de 5 y 8 experimentos independientes con un total de 121-186
células estudiadas respectivamente.

Los resultados obtenidos indican que los dos medios (MEM+ y
DMEM+) tienen efectos similares sobre la [Ca?*]c; en neuronas y por
tanto pueden ser utilizados indistintamente para la oligomerizacién del

péptido amiloide.
Para comprobar que realmente se obtienen oligdmeros a partir

del nuevo protocolo, realizamos un analisis de proteinas o western

blot separando la muestra en funcion de su peso molecular (Fig. 38).
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Figura 38. Caracterizacion de los oligomeros del péptido Af142 mediante
Western blotting. Los oligdmeros que se obtuvieron preparando el péptido en los
distintos medios de oligomerizacion (MEC 2 mM Ca?*, MEM+ y DMEM+), tuvieron un
tamario de entre 12 -17 KDa. A la izquierda se muestra el tamafo de las bandas.

La conformacion de estas especies solubles puede variar de
monomeros de 4 KDa a oligdmeros de mas de 100 kDa, aunque la
contribucién mas importante la aportan los oligdmeros del rango de
dimeros a octameros (Funato et al.,, 1999; Lambert et al., 1998;
McLean et al., 1999; Roher et al., 1996). Los resultados muestran que
tras el nuevo protocolo obtenemos oligdmeros de entre 12-17 KDa,
disolviendo el péptido indistintamente en cualquiera de los medios
elegidos (MEC 2 mM Ca?*, MEM+ y DMEM+).
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2. Efecto de los oligobmeros de ABi.42
sobre la Ca®* y muerte neuronal.

Una vez optimizado el protocolo de preparacion vy
caracterizacion de los oligomeros se estudio el efecto de éstos sobre

Ca?* citosolico, Ca** mitocondrial y muerte neuronal.

2.1. Los nuevos oligobmeros de AB1.42 inducen
incremento de la [Ca®‘]cit en neuronas.

Una vez obtenidos los oligdmeros de ABq4, estudiamos sus
efectos sobre la [CaZ+]Cit mediante microscopia de fluorescencia en
diferentes modelos de células neuronales (granos de cerebelo y
neuronas de hipocampo) cargadas con la sonda fluorescentes de alta
afinidad por Ca*" fura-2/AM. La Fig. 39 muestra que los oligémeros
del péptido ABi.42, produce incrementos de la [Ca**]c; tanto en granos
de cerebelo como en neuronas de hipocampo. En ambos tipos
celulares los incrementos de la [Ca®]y; fueron bastante heterogéneos,
mostrando respuestas de diferente magnitud y cinética similares a las
obtenidas con los oligdmeros preparados segun el protocolo de Klein
en medio DMEM F12.

-131-



A Granos de cerebelo

0,8 -
e 1 min
g 0,6 - -
S
E 0!4 ) J N
o (ly
E 0,2 - MM"N‘%‘ o

B Neuronas de Hipocampo
0,8 -

1 min

e

Oligomeros AB,4,

RATIO F340/F380
e °o
E) [-]

o
[\

o
)

Figura 39. Los oligomeros de AB1.42 obtenidos con el nuevo protocolo inducen
incrementos de la [C32+]cit, tanto en neuronas de hipocampo (A) como en granos
de cerebelo (B). Las células fueron cargadas con fura-2/AM y se monitorizd la
[Caz+]cit mediante microscopia de fluorescencia. Los paneles inferiores muestran los
cocientes de fluorescencia codificados en pseudocolor (escala 0-1) antes y después
de la perfusion de las células con oligdmeros AB+.42 (2 uM). Los trazos corresponden a
4 y 5 células individuales, representativas de 421 y 563 células estudiadas en 38 y 46
experimentos independientes, respectivamente.
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Los cultivos celulares utilizados para los experimentos de
imagen son cultivos primarios, es decir, no son cultivos puros en
ningun caso, sino que son cultivos mixtos formados por neuronas y
células de la glia. Por tanto es necesario identificar los tipos celulares
que responden a los oligémeros con incrementos de Ca®" intracelular.
Para determinar qué tipo celular responde a los oligdbmeros (neuronas,
glias o ambos tipos celulares) llevamos a cabo una serie de
experimentos de doble inmunofluorescencia en las mismas células
(mismo campo microscopico) utilizadas para los registros de imagen
de Ca* intracelular. De este modo fuimos capaces de identificar tanto
las neuronas de hipocampo como las glias presentes en el mismo
campo microscépico utilizado para el experimento de imagen de Ca?*.
Para ello, una vez finalizado el experimento de imagen de Ca?, se
fijaron las células en la propia platina del microscopio y se realizé una
inmunocitoquimica doble como se ha descrito en materiales y
métodos, utilizando el anticuerpo anti-B-tubulina Il para identificar
neuronas y el anticuerpo anti-proteina fibrilar acida de la glia (GFAP)

para identificar las células gliales.

La Fig. 40 muestra un ejemplo representativo de un cultivo de
células de hipocampo en el cual neuronas y glias se identificaron
mediante inmunocitoquimica doble tras el experimento de imagen de
Ca?". Los resultados muestran que las neuronas, pero no las glias,
muestran incrementos de la [Ca*] citosdlica en respuesta a los
oligomeros de ABi42. Cuando no se realiza inmunocitoquimica las
neuronas de cerebelo y de hipocampo fueron facilmente reconocibles
por la imagen de transmision. Ademas al final del experimento se
perfunden las células con el agonista NMDA que estimula
exclusivamente a las neuronas para confirmar la identificacién de las

neuronas.
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Figura 40. Las neuronas, pero no las glias, responden a los oligdmeros con un

2+ . L s 2+ .
aumento de Ca“ citosodlico. A, Registro de la [Ca“lcit tras el estimulo con
oligdmeros de AB142 (2 M) en neuronas y en células gliales de hipocampo. Los
trazos corresponden a 4 neuronas y 4 células gliales representativas de 117 células
estudiadas en 3 experimentos independientes. B, Las células fueron identificadas a
posteriori mediante inmunocitoquimica doble (neuronas, verde; glias, rojo; nucleos,
azul).

- 134 -



2.2. Los oligbmeros de A4 inducen la
sobrecarga de Ca’* mitocondrial.

Una vez comprobado que los oligdmeros de AB142 inducen
incrementos de Ca?* citosolico en neuronas, decidimos estudiar los
efectos de AB.4, sobre la concentracion de Ca?* mitocondrial
(ICa*mit). Previamente se habia demostrado que la [Ca*].: puede
aumentar de forma considerable, y que la mayor parte de las medidas
de la [Ca®']mi han sido infravaloradas, debido a la utilizacién de
sondas de alta afinidad por el Ca®* (Montero et al., 2000; Villalobos et
al., 2001; Villalobos et al., 2002). Por ello decidimos utilizar la sonda
aecuorina de baja afinidad dirigida a mitocondria desarrollada
previamente para monitorizar las altas [Ca*] del reticulo endoplasmico
(Montero et al., 2000). Hemos utilizado aecuorina fusionada a la
proteina verde fluorescente (GFP) para poder seleccionar las
neuronas transfectadas con la sonda (Rogers et al.,, 2005). Nuestro
grupo ha descrito con anterioridad que la estimulacién de neuronas
simpaticas y otras células excitables que expresan aecuorina de baja
afinidad dirigida a mitocondria con medio con alto contenido en K*
(una condicién que promueve la apertura de canales de Ca*
dependientes de voltaje) libera normalmente un 5-10% de los fotones
(expresado como % de cuentas totales), unos valores que, al ser
calibrados, se corresponden a unos incrementos de la [Caz+]mit de
unos 100-300 uM. Ademas, estos incrementos de la [Ca?']n; estarian
limitados a un conjunto de mitocondrias cercano a los sitios de entrada
y liberacion de ca? (Villalobos et al., 2002; Rogers et al., 2005; Nuhez
et al., 2007).

La Fig. 41 muestra los efectos de oligémeros sobre la [Ca?*]mi
en neuronas de hipocampo. En contraste con los resultados previos,

hemos encontrado que los oligbmeros de AB4, (Fig. 41) liberan de
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modo masivo casi todos los fotones de la aecuorina sugiriendo la
entrada masiva de Ca*" en todas las mitocondrias mas que en una
subpoblacién. De forma similar a los incrementos en la [Ca®']c, los
incrementos en la [Ca2+]mit fueron heterogéneos en términos de

latencia, amplitud y cinética.
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Figura 41. Los oligomeros de AB1.42 inducen sobrecarga mitocondrial de ca’ en
neuronas de hipocampo. Las neuronas de hipocampo fueron transfectados con
aecuorina de baja afinidad dirigida a mitocondria y fusionada a GFP (GFP-
mitAEQmut), incubados con celenterazina y estimulados con oligémeros de AB1.42
para monitorizar la [Caz+]mit mediante imagen de bioluminiscencia. Las fotos de la
izquierda muestran imagenes de campos microscopicos representativos de la
fluorescencia debida a GFP (arriba) y las emisiones foténicas acumuladas debidas a
la aecuorina (debajo). La intensidad de luminiscencia esta codificada en pseudocolor
(de 1 a 32 fotones por pixel). Los registros muestran los efectos de los oligdmeros de
ABi42 sobre la [Ca®]mi (trazo superior derecha) y el % de emisiones fotdnicas
restantes (trazo inferior derecha) en 5 células individuales. Los datos son
representativos de 17 células estudiadas en 4 experimentos independientes.
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2.3. Los oligomeros de A4 inducen
apoptosis.

Para caracterizar finalmente los efectos de los nuevos
oligbmeros preparados con el protocolo modificado se estudio si estos
inducian apoptosis en neuronas de hipocampo. Es conocido que una
sobrecarga de Ca** en la mitocondria puede promover la apertura del
poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (PTPm) y activar la
via intrinseca de la apoptosis (Kruman y Mattson, 1999; Norenberg y
Rao, 2007). La Fig. 42 muestra los efectos de los oligomeros sobre

apoptosis medido mediante la deteccidn de Anexina V.
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Figura 42. Los oligomeros de AB1.42 inducen apoptosis en neuronas. A, Neuronas
de hipocampo fueron incubadas 2 h con oligémeros de AB1.42 2 M. Tras 24 horas se
midio6 la apoptosis con Anexina V. Las fotos muestran imagenes de células incubadas
en medio control arriba y células tratadas con oligdmeros de AB1.42 abajo. A la derecha
las imagenes muestran células apoptdticas marcadas con Anexina V. B, Las barras
muestran el % de apoptosis en situacion control y con oligdmeros (media + EEM, n=6,
528 células en control y 635 células con AB1.42; *p<0,05). Barra: 10 ym.

- 137 -



Los resultados indican que los oligdmeros del AB1.42 inducen
apoptosis en neuronas de hipocampo. Por tanto, podemos concluir
que los oligébmeros del péptido amiloide (pero no el medio en el que
estan preparados) inducen incrementos de Ca®" citosdlico y
sobrecarga de Ca?* mitocondrial en granos de cerebelo y neuronas de
hipocampo, pero no en células gliales, lo que probablemente
contribuye a la induccidon de apoptosis y muerte celular. Este
mecanismo podria ser relevante en la muerte neuronal caracteristica
de la enfermedad de Alzheimer por lo que nos planteamos investigar
el mecanismo intimo o las bases moleculares por las que los
oligémeros del péptido amiloide inducen el incremento de Ca*

citosolico en neuronas.

3. Posibles vias de entrada de Ca*' inducida
por los oligébmeros de AR1.42.

Para investigar el mecanismo por el que se produce el
incremento de Ca* intracelular estudiamos, en primer lugar, si los
efectos de los oligobmeros de AB1.4, se deben a liberacion o a entrada
de Ca?'. Para ello estudiamos el efecto de los oligémeros en medio
libre de Ca®* (Ca0). Los resultado muestran que, en estas
condiciones, los oligbmeros no inducen incremento alguno de la
[Caz+]Cit. Sin embargo, una vez re-afiadido Ca®" al medio extracelular,
las neuronas responden a los oligdbmeros con el caracteristico
incremento de la Ca®‘]c; (Fig. 43) sugiriendo que el efecto de los
oligémeros se debe al aumento de la entrada de Ca®* desde el medio

extracelular.
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Figura 43. El aumento de [Ca’‘]ck inducido por los oligémeros del péptido
amiloide se debe a la entrada de Ca®* desde el exterior celular. El efecto de los
oligdbmeros de AB142 (2 uM) en neuronas no es observado en medio libre de Ca?*
extracelular (Ca0). La adicion de medio con un contenido en Ca** de 1mM restablecio
la respuesta a APi42. Los trazos corresponden a 6 células individuales
representativas de 76 células estudiadas en 3 experimentos independientes.

Los resultados anteriores indican que el aumento de [Ca*c
inducido por los oligdbmeros del péptido amiloide es debido a la
activacién de una ruta de entrada de Ca*" desde el exterior celular, y
no a la liberacion de Ca*" contenido en los depdsitos intracelulares,

como por ejemplo el reticulo endoplasmico (RE).

Se conocen diversos canales de Ca®*" presentes en las
neuronas, como por ejemplo, los receptores tipo NMDA o diversos
tipos de canales de Ca*" dependientes de voltaje. Para estudiar si
alguno de estos canales podria estar implicado en la respuesta a los
oligbmeros estudiamos los efectos de éstos en presencia de diversos
antagonistas especificos. Para ello realizamos experimentos de Ca**
citosolico en granos de cerebelo y neuronas de hipocampo de rata
neonatal (3-5 DIV). Para bloquear los canales NMDA utilizamos el
antagonista MK801 (10 pM), para bloquear los canales de Ca*

dependientes de voltaje tipo P/Q utilizamos w-agatoxina TK (100 nM),
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para bloquear los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L
utilizamos nifedipina (2 pM). La Fig. 44 muestra el valor del
incremento promedio de Ca*" citosdlico (ACa?*) inducido por los
oligbmeros del péptido amiloide en granos de cerebelo en ausencia y

presencia de los antagonistas mencionados anteriormente.
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Figura 44. Efectos de los antagonistas sobre el aumento de la [Ca2+]cn
inducidos por oligomeros de Af142 en granos de cerebelo (3-5 DIV).
Representacién en barra del incremento de la [Ca”]cit en respuesta a los oligémeros y
en presencia de los antagonistas de canales. MK801 (10 uM), antagonista del
receptor NMDA, w-agatoxina (100 nM), antagonista de los canales de Ca** tipo P/Q y
Nifedipina (2 pM), antagonista de los canales de Ca* tipo L. Las barras son los
valores medios + EEM de 3-5 experimentos independientes con un total de 40-55
células por experimento (*p<0,05).

Los resultados obtenidos muestran que en granos de cerebelo,
el incremento de Ca?* citosélico inducido por los oligébmeros de AB+.42
es inhibido por el antagonista del receptor NMDA (MK801) y por el
antagonista de los canales de Ca** tipo P/Q (w-agatoxina TK) pero no
por el antagonista de los canales de Ca?' tipo L (Nifedipina).
Resultados similares fueron obtenidos en neuronas de hipocampo. La

Fig. 45 muestra el valor del incremento promedio de Ca?* citosélico
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(ACa*") inducido por los oligémeros del péptido amiloide en neuronas
de hipocampo en ausencia y presencia de los mismos antagonistas.
Los resultados muestran que MK801 y w-agatoxina pero no nifedipina
inhiben los efectos de los oligdbmeros sugiriendo la contribucion de los
receptores tipo NMDA vy los canales de Ca* tipo P/Q (perono L) ala
entrada de Ca?* inducida por oligémeros tanto en granos de cerebelo

como en neuronas de hipocampo.
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Figura 45. Efectos de los antagonistas de Ca’" sobre el aumento de la [Ca2+]cn
inducidos por oligomeros de AB142 en neuronas de hipocampo. Representacion
en barra del incremento de la [Caz+]Cit en respuesta a los oligdmeros y en presencia
de los antagonistas de canales. MK801 (10 pM), antagonista del receptor NMDA, o-
agatoxina (100 nM), antagonista de los canales de Ca“* tipo P/Q y Nifedipina (2 uM),
antagonista de los canales de ca® tipo L. Las barras son los valores medios + EEM
de 3-5 experimentos independientes con un total de 25-35 células por experimento
(*p<0,05).
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4. Las oscilaciones sincronicas de Ca*
revelan la formacidén de circuitos neuronales
in vitro susceptibles de ser excitados por los
oligémeros.

Una de las caracteristicas de las neuronas en cultivo primario es
que son capaces de formar circuitos neuronales a través de
conexiones funcionales entre ellas incluyendo conexiones sinapticas
glutamatérgicas. Ello supone que la activacion de una célula puede
desencadenar la activacion de otras neuronas lo que produciria
liberacion sinaptica de glutamato y activacién lejana de receptores tipo
NMDA u otros canales de Ca®*. Anteriormente hemos descrito que los
granos de cerebelo en cultivo primario son capaces de formar circuitos
neuronales con conexiones sinapticas a partir de 6-7 DIV, una
caracteristica que se hace evidente por la aparicion de oscilaciones
sincronicas de la [Ca?],. en las neuronas presentes en el campo
(Nunez et al., 1996). En concreto, en granos de cerebelo, la
eliminacién del cation Mg®* del medio extracelular (una situacién que
elimina el bloqueo dependiente de voltaje del receptor tipo NMDA),
induce la generacién de oscilaciones sincronicas de la [Ca*']. Antes
de los 6-7 DIV esta maniobra experimental no provoca oscilaciones de
[Ca®']s. En granos de cerebelo las oscilaciones de la [Ca®']y se
bloquearon un 96 % con tetrodotoxina (TTX), un antagonista de los
canales de Na* dependientes de voltaje implicados en la propagacion
del potencial de accién. Las oscilaciones también se inhibieron en un
90% con antagonistas de receptores de glutamato tipo NMDA y con la
w-Agatoxina IVA (93%), un antagonista de los canales de Ca** tipo
P/Q, pero no por dihidropiridinas, antagonistas especificos de los
canales de Ca®" tipo L. Se propuso entonces que las oscilaciones

sincronicas de la [Ca*],: son la expresién de la irradiacion de la
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actividad originada al azar en cualquiera de las neuronas del sistema
a través de una red neuronal que incluye sinapsis glutamatérgicas
funcionales. Las oscilaciones son debidas a la entrada sincrénica de
Ca?" a través de los canales asociados el receptor de tipo NMDA
activados por la liberacion sinaptica de glutamato, la cual, a su vez
requiere la entrada de Ca** a través de canales tipo P en la terminal

presinaptica (Nufez et al. 1996).

En los resultados anteriormente mostrados se observan que
las neuronas de hipocampo presentan, en ocasiones, oscilaciones
sincrénicas de la [Ca*"]; sugiriendo que éstas son capaces de formar
circuitos neuronales que podrian contribuir a la respuesta a los
oligbmeros por lo que decidimos caracterizarlas en mas detalle. En
primer lugar observamos que, al contrario de lo que ocurre en los
circuitos formados con granos de cerebelo, la generacion de
oscilaciones sincrénicas de Ca®* no requiere la retirada del Mg®* del
medio extracelular (Fig. 46). Al igual que en cerebelo, la aparicion de
oscilaciones depende del tiempo de cultivo, un tiempo requerido para
el establecimiento de nuevas sinapsis entre las neuronas disociadas.
Hemos observado que a tiempos de cultivo temprano (1-2 DIV), las
neuronas hipocampales no muestran oscilaciones espontaneas ni tan
siquiera al eliminar el Mg®* del medio extracelular. Sin embargo, las
oscilaciones son frecuentemente observadas a tiempos de cultivo mas
largos (7-8 DIV). Las oscilaciones se favorecen en condiciones
especiales como, por ejemplo, el aumento de la densidad celular.
Especificamente hemos observado que para que las neuronas de
hipocampo formen circuitos neuronales en cultivo primario es
necesario sembrar las células con una densidad de entre 70 a 90 x

10° células por pocillo.
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Figura 46. Efectos de antagonistas de canales de ca® y Na' sobre las
oscilaciones sincrénicas de Ca* intracelular producidas por la formacion del
circuito en neuronas de hipocampo a 7 DIV. Los registros representan los niveles
de la [Ca”]cn en una serie de neuronas de hipocampo representativas en ausencia y
presencia de distintos antagonistas de canales incluyendo MK801 (10 uM), Nifedipina
(2 M), w-agatoxina TK (100 nM) y TTX (50 nM). Los trazos corresponden a 7-9
células individuales representativas de 60 células estudiadas en 4 experimentos
independientes.
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Para entender el mecanismo de la sincronizacién hemos
estudiado los efectos de ciertos antagonistas de canales sobre la
actividad sincronica incluyendo MK801, w-agatoxina, nifedipina y
tetrodotoxina. Como muestra la Fig. 46 las oscilaciones sincronicas de
Ca?* son inhibidas en distinta medida por MK801, TTX y w-agatoxina
IVA pero no por nifedipina. Los resultados sugieren que el
receptor/canal tipo NMDA, los canales de Ca?* dependientes de
voltaje tipo P/Q (pero no los de tipo L) y los canales de Na*
dependientes de voltaje participan en la generacién de la actividad

sincronica.

Los datos fueron analizados calculando un indice de
oscilaciones (Villalobos y Garcia-Sancho, 1995). Este parametro no es
mas que la longitud del registro de Ca?* por unidad de tiempo, un valor
que depende de la amplitud y frecuencia de las oscilaciones y por
tanto se puede considerar una estimacién de la “cantidad” de
oscilaciones de Ca?" intracelular. Una vez normalizados los datos
respecto a la situacion control, la Fig. 47 muestra que tanto MK801

como w-agatoxina y TTX, pero no nifedipina, inhiben las oscilaciones.
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Figura 47. Efecto de los antagonistas sobre el indice de Oscilaciones de ca®
producidas por la formacién del circuito en neuronas de hipocampo a 7 DIV. Se
muestra el indice de oscilacién inducido por los antagonistas de canales en neuronas
de hipocampo, MK801 10 uM, TTX 50 nM, Nifedipina 2 uM, y w-agatoxina TK 100 nM.
Las barras son los valores medios + EEM de 3-4 experimentos independientes, con
43, 28, 15 y 28 células estudiadas respectivamente.

Nuestros resultados indican que el antagonista del receptor
NMDA, MK801 produjo una inhibicion del 48.0 + 0.2 % mientras que
TTX abolié completamente las oscilaciones de [Ca®]q (95,7 + 0.3 %
respecto al control). Nifedipina, no afectd al indice mientras que la w-
Agatoxina TK, un antagonista especifico de canales de Ca*" tipo P/Q,
inhibié un 52,4 £ 0.6 % las oscilaciones. Estos valores son ligeramente
distintos a los obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio en
granos de cerebelo donde tanto MK801 como w-Agatoxina abolen
completamente las oscilaciones sincrénicas de Ca®*. Estos resultados
sugieren que el receptor NMDA vy los canales de Ca* tipo P/Q estan
implicados en la actividad sincrénica de las neuronas hipocampales
aunque en menor medida que en los circuitos formados por granos de

cerebelo.
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5. Contribucion del circuito neuronal a la
respuesta a los oligémeros.

Como se ha comentado anteriormente las neuronas en cultivo
son capaces de formar circuitos o redes neuronales. Esto supone que
la activacién de una célula puede activar neuronas lejanas conectadas
a través del circuito. Por ello decidimos investigar en mas detalle la
contribucién del circuito a la respuesta a los oligbmeros. Para ello
estudiamos los efectos de los oligdbmeros antes y después de la
formacion del circuito. Con est fin estudiamos los efectos de los
oligébmeros en cultivos celulares antes de la formacion del circuito (1
DIV) y tras la formacién de circuito (27 DIV). Para determinar la
formacion de circuito testamos la aparicién de oscilaciones sincrénicas
de Ca* intracelular al retirar el Mg* del medio extracelular. En
ausencia de circuito, ésta maniobra no ocasiona cambios en la
[Caz‘”]cn. Sin embargo, en cultivos en los que se ha formado circuito, la
retirada del Mg®* induce la aparicién de oscilaciones sincronicas de la
[Ca®']cy. Realizamos experimentos en granos de cerebelo y en
neuronas de hipocampo de rata, a 1 DIV y comprobamos que la
retirada de Mg?" del medio extracelular no induce la generacién de
oscilaciones sincrénicas de Ca?* citosolico. Sin embargo, tras 7 DIV,
la retirada del Mg* del medio extracelular induce en ambos tipos
neuronales la aparicién de oscilaciones sincronicas de la [Ca**]ci. Los
resultados obtenidos en granos de cerebelo e hipocampo se muestran

en la Fig. 48 y Fig. 51, respectivamente.
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Figura 48. Los oligbmeros de ABi42 aumentan la concentraciéon de Ca®*
citosélico en granos de cerebelo a 1 DIV y a 27 DIV. Tras la retirada de Mg0 del
medio extracelular podemos observar la formacién (B) o no (A) del circuito por la
aparicion de oscilaciones sincrénicas de la [Ca2+]cn. En ambos casos se estimul6 a las
células con oligdbmeros de AB1.42 (2 M) y NMDA (100 uM), podemos observar que el
incremento de Ca®" inducido por los oligémeros, pero no por NMDA es menor a 1 DIV
(antes de la formacion del circuito) que tras la formacién a 7 DIV. Los trazos
corresponden a 5 y 6 células individuales representativas de 284 y 321 células
estudiadas en 15 y 23 experimentos independientes.
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Los resultados sugieren que el incremento de [Ca®']c; inducido
por los oligdmeros era mucho mayor en las células tras la formacion
del circuito neuronal. Ademas, el porcentaje de células que responden
a los oligbmeros parecia también mayor a 7 DIV. Sin embargo, la
respuesta a NMDA era aparentemente similar en ambos tipos de
poblaciones (1 DIV y 7 DIV). Para llevar a cabo el analisis de los
experimentos tuvimos en cuenta por un lado la fraccién de células que
respondian en cada caso (Respuesta celular %) asi como el mayor o
menor incremento de Ca®" citosdlico (ACa?*) de las células que
respondian tanto a los oligdmeros como a NMDA. Los resultados
muestran que, en granos de cerebelo, tanto el porcentaje de células
que responden a los oligémeros como el ACa?* de las células que
responden fué mayor tras la formacion del circuito. Sin embargo, la
respuesta a NMDA fue similar en ambos casos (Fig. 49). Se realizaron
experimentos control invirtiendo el orden de los estimulos, es decir,
perfundiendo primero el agonista NMDA vy luego los oligbmeros de
AB1.42 obteniéndose los mismos resultados (datos no mostrados). Para
cuantificar con un unico parametro la respuesta a los estimulos se
calculd un indice de activacion multiplicando la fraccién (tanto por uno)
de células que responden a cada estimulo por el incremento de ACa**

de las células que responden:

Activacion = % respuesta celular/100 x Incremento de calcio

El indice de activacién indica que la respuesta a los oligémeros
fue mucho mayor tras la formacion del circuito. Sin embargo, el indice
correspondiente a la respuesta a NMDA fue similar a 1 DIV y 7 DIV
(Fig. 50).
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Figura 49. El porcentaje de céluas que responden (respuesta celular %) y el
incremento de Ca’* inducido por oligomeros del péptido AB442, aumenta tras la
formacion del circuito en granos de cerebelo, sin embargo la respuesta a NMDA
es similar. Las barras representan el % de células que responden a los oligdmeros de
AB142 (2 uM) (A) y de NMDA (100 uM) (B) antes (1DIV) y después (=7 DIV) de la
formacién del circuito, asi como los sincremento de Ca?* inducido por los oligdbmeros
de AB142 (C) y de NMDA (D) antes (1DIV) y después (27 DIV) de la formacién del
circuito. Las barras son las medias + EEM de 15 experimentos con 284 células
estudiadas a 1 DIV y de 23 experimentos con 321 células estudiadas a =7 DIV;
*p<0,05.
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Figura 50. La activacion de Ca®" inducido por oligémeros del péptido AB1.42, pero
no la inducida por NMDA, es amplificada tras la formacion del circuito en granos
de cerebelo. Representacion en barra de los datos normalizados a partir del % de
respuesta celular y del incremento de Ca®" inducido por oligdmeros de AB14z (2 M)
(A) y de NMDA (100 puM) (B) antes (1 DIV) y después (=7 DIV) de la formacion del
circuito. Las barras son las medias + EEM de 15 experimentos con 284 células
estudiadas a 1 DIV yde 23 experimentos con 321 células estudiadas a 27 DIV;
*p<0,05.

Los resultados obtenidos en granos de cerebelo muestran que,
antes de la formacion del circuito la respuesta inducida por los
oligbmeros es menor que la obtenida tras la formacién del circuito.
Esto no ocurre con la respuesta a NMDA. Por tanto la formacién del
circuito amplifica notablemente el nUmero de células que responden y
aumenta el incremento de Ca** citosélico inducido por los oligémeros
sobre las células. La amplificacion de la respuesta a los oligdbmeros no
se deberia al aumento de receptores NMDA ya que la respuesta a

NMDA es muy similar en ambas situaciones.

A continuacién llevamos a cabo experimentos similares a los
descritos pero en cultivos de neuronas de hipocampo. En neuronas de
hipocampo a 1 DIV comprobamos que tras la retirada del Mg®* del
medio extracelular no aparecen oscilaciones sincronicas en el registro

de Ca?* citosdlico sugiriendo la ausencia de circuito. Sin embargo, a
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>7 DIV, la retirada del Mg®* del medio extracelular induce la aparicion
de oscilaciones sincroénicas de la [Ca2+]Cit, De hecho, en 7 de cada 10
experimentos, las neuronas de hipocampo a 7 DIV (pero no a 1 DIV)
mostraban oscilaciones sincrénicas de la [Ca*'];, antes incluso de la
retirada del Mg?* del medio extracelular. La Fig. 51 muestra registros
representativos de la [Ca**]c; en neuronas de hipocampo a 1y 7 DIV
en presencia y ausencia de Mg?* extracelular asi como los efectos de
los oligdmeros de ABs4, y NMDA. Los resultados muestran que los
oligémeros inducen un incremento pobre de la [Ca®‘]ci a 1 DIV que
aumenta significativamente tras la formacién circuito (7 DIV). Sin

embargo, la respuesta a NMDA es bastante similara 1y 7 DIV.

El analisis cuantitativo de las respuestas mostré que tanto la
fraccion de células que respondieron a los oligémeros como el ACa?*
de las células que respondieron a los oligdmeros fueron mayores tras
la formacién del circuito. Sin embargo, los parametros
correspondientes a la respuesta a NMDA fueron similares antes y
después de la formacion del circuito (Fig. 52). Por tanto, el indice de
activacion mostro que, igual que en el caso de los granos de cerebelo,
la respuesta a los oligdmeros aumenta considerablemente tras la
formacion del circuito mientras que la respuesta a NMDA es bastante
similar (Fig. 53). Se realizaron también experimentos control
cambiando el orden de los estimulos y los resultados obtenidos fueron

similares (datos no mostrados).
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Figura 51. El péptido ABi42 aumenta la concentracion de Ca’* citosélico en
neuronas de hipocampo a 1 DIV y a 27 DIV. Tras la retirada de Mg** del medio
extracelular podemos observar la formacién (B) o no (A) del circuito por la aparicion
de oscilaciones sincrénicas de la [C62+]cit. En ambos casos se estimularon las células
con oligbmeros de ABi42 (2 pyM) y NMDA (100 pM), podemos observar que el
incremento de Ca?* inducido por los oligémeros, pero no por NMDA, es menor a 1 que
a 7 DIV. Los trazos corresponden a 4 células individuales representativas de 196 y
248 células estudiadas en 12 y 18 experimentos independientes, respectivamente.

- 153 -



Neuronas de hipocampo

A D
100 1 100 -
% 80 § 80 |
% 60 - % 60 -
o [*)
© ©
? 40 - ® 40 -
=] =]
3 20 A % 20 A
& &
0 0 .
1DIV >7DIV 1DIV >7DIV
B | OligémerosAB,,, | E | NMDA
6 6
X X
‘® ‘©
S 2 o 2
3 3
0 0-
1DIV >7DIV 1DIV 27DIV
OligémerosAB,,, | NMDA

Figura 52. El porcentaje de respuesta celular y el incremento de Ca®* inducido
por los oligémeros del péptido AB1.42, aumenta tras la formacion del circuito en
neuronas de hipocampo, sin embargo la respuesta a NMDA es similar. Las
barras superiores representan el % de células que responden a los oligémeros de AB+.
42 (2 uM) (A)y a NMDA (100 uM) (B) antes (1DIV) y después (=7 DIV) de la formacion
del circuito. Las barras inferiores representan los incrementos de Ca®" inducidos por
los oligébmeros (C) y NMDA (D) antes (1DIV) y después (=7 DIV) de la formacion del
circuito. Las barras son las medias + EEM de 12 experimentos con 196 células
estudiadas a 1 DIV y de 18 experimentos con 248 células estudiadas a =7 DIV;*
p<0,05.
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Figura 53. La activacion de Ca’' inducida por oligémeros del péptido AB4.42, pero
no por NMDA aumenta tras la formacion del circuito en neuronas de hipocampo.
Las barras representan el producto de las células que responden por el incremento de
Ca®* obtenido en la fraccion de células que responde a los oligomeros (2 pM) (A) y
NMDA (100 uM) (B) antes (1 DIV) y después (=7 DIV) de la formacién del circuito. Las
barras son las medias + EEM de 12 experimentos con 196 células estudiadas a 1
DIV y de 18 experimentos con 248 células estudiadas a =7 DIV; *p<0,05.

Los resultados anteriores sugieren que la formacién del circuito
contribuye a la respuesta a los oligdbmeros. Ademas, los resultados
muestran que la respuesta a los oligdmeros se puede disociar de la
respuesta a NMDA. Esto es muy claro a 1 DIV donde una pobre
respuesta a los oligbmeros no esta asociada a una pobre respuesta a
NMDA. Por tanto, aunque el receptor NMDA podria estar implicado en
la respuesta a los oligdmeros, los resultados sugieren que el receptor
NMDA no seria el receptor primario de éstos o la via principal de

entrada de Ca®* inducida por los oligémeros.
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6. Efecto de los antagonistas de canales
sobre la respuesta a los oligbmeros en
presencia y ausencia de circuito neuronal.

A continuacion estudiamos si la presencia o ausencia de circuito
modificaba la inhibicién inducida por los antagonistas del incremento
de Ca?* inducido por los oligémeros. Los estudios se realizaron tanto
en granos de cerebelo como en neuronas de hipocampo. Para
comparar los efectos de los antagonistas se utilizaron células antes y
después de la formacién de circuitos neuronales, es decir 1 DIV y 27
DIV. Los antagonistas estudiados fueron MK801, un antagonista no
competitivo de los receptores NMDA y NA7, un inhibidor de los
posibles poros o canales amiloides formados por el ABs42, que en
realidad es un fragmento del propio péptido AB1.42 (AB11.17) cOmpuesto
por 7 aminoacidos (EVHHQKL) (Arispe, 2004; Diaz et al., 2006).
Adicionalmente se han estudiado los efectos de w-agatoxina, un
bloqueante de canales de Ca®" voltaje dependientes tipo P/Q y
tetrodotoxina (TTX), un bloqueante de canales de Na* que impide la
propagacion de la actividad eléctrica e inhiben por tanto el circuito
neuronal. No se han utilizado antagonistas de los canales de Ca?* tipo

L ya que se ha demostrado anteriormente que no tiene efecto.

La Fig. 54 muestra los efectos de los oligdmeros del péptido
amiloide en ausencia y presencia de los antagonistas referidos en
granos de cerebelo a 1 DIV, es decir, antes de la formacion del circuito
neuronal. La Fig. 55 muestra los efectos de oligdbmeros y antagonistas

a 7 DIV, es decir, tras la formacion de la red neuronal.

- 156 -



Granos de cerebelo 1 DIV

>
w

S = - s 0.8 -
e
S : # . o ‘
LR
] » ‘-I ('8
3 o, g §
= ] s AN ®
. & iw — o
i ot =
P :
i-‘;—'f é
L - -_—

o
O

0,8 -

o _ \ S

S 06 mm ' &S

S AB142 §

< /

S 04 —— N S

o e

K 0,2- el T

14 14
| |

0,0 - MK801 NMDA

m
-

0,8 -

o
o o
© 1 min i
0,6 - [y
g - AByy, '\ S
S — S
S 04 ¥

o
o J\ E
E 0,2 { smsbmmows Ve ST AR Y é
14

EEEEE——— .
0,0 - w-Agatoxina NMDA

Figura 54. Efectos de antagonistas de canales sobre el aumento de [Ca2+]cn
inducido por los oligomeros de AB1.42 en granos de cerebelo a 1DIV. (A) Imagen
de transmision del cultlvo de granos de cerebelo a 1 DIV. Los registros representan
los niveles de [Ca "lcit de células estimuladas con oligémeros de ABi42 (2 uM) en
ausencia (B) y en presencia de distintos antagonistas de canales, incluyendo MK801
10 uM (C), NA7 1 uM (D), o-Agatoxina 100 nM (E) y TTX 500 nM (F). Los trazos
corresponden a 4-6 células individuales representativas de 597, 262, 196, 189 y 160
células estudiadas en 11, 5, 7, 4 y 4 experimentos independientes, respectivamente.
La barra de la fotografia representa una escala de 10 uM.
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Figura 55. Efectos de los antagonistas de canales sobre el aumento de [Ca2+]cn
inducido por los oligomeros de AfB1.42 en granos de cerebelo a 27 DIV. (A) Imagen
de transmision del cultivo de granos de cerebelo a =7 DIV. Los registros representan
los niveles de [Ca®]ck de células estimuladas con oligémeros de AB142 (2 UM) en
ausencia (B) y en presencia de distintos antagonistas de canales, incluyendo MK801
10 uM (C), NA7 1 uM (D), o-Agatoxina 100 nM (E) y TTX 500 nM (F). Los trazos
corresponden a 4-6 células individuales representativas de 219, 115, 240, 140 y 95
células estudiadas en 6, 4, 9, 5 y 3 experimentos independientes. La barra de la
fotografia representa una escala de 10 uM.
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Los resultados muestran que el incremento de Ca* inducido por
oligbmeros de ABi42 se inhibe en presencia de los diversos
antagonistas utilizados, tanto antes como después de la formacién del
circuito. Los datos obtenidos fueron analizados mediante Ia
estimacion, por un lado, de la fraccién (tanto por uno) de células que
responden a los oligdbmeros (respuesta celular %) y por otro lado, del

incremento de Ca** que presentan las células que responden (ACa®").

Para analizar los datos calculamos el porcentaje de activacion,
que resulta de la multiplicacion simple de la fraccion celular que
responde por el delta de Ca®* de las células que responden. La Fig.
56 muestra los resultados obtenidos en granos de cerebelo antes y
después de la formacién del circuito. En cuanto al nimero de células
que responden a los oligdmeros de AB+42 encontramos que antes de
la formacién del circuito tan solo NA7 y w-Agatoxina inhiben
parcialmente el efecto de los oligdmeros. Por el contrario después de
la formacion del circuito todos los antagonistas inhiben parcialmente el
numero de células que responden a los oligébmeros. En cuanto al
incremento de Ca®', son los antagonistas MK801 y NA7 los que
inhiben parcialmente el incremento de Ca?* citosélico inducido por los
oligbmeros antes de la formacion del circuito, pero tras la formacion de
este todos los antagonistas inhiben parcialmente el aumento de Ca?*

inducido por los oligdmeros.
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Figura 56. Efectos de los antagonistas de Ca”* sobre la sefal de calcio, inducida
por oligémeros de AB+142 en granos de cerebelo a 1 DIV y a 27 DIV. Las barras
superiores representan el % de respuesta celular inducida por oligdbmeros de AB1.42
en ausencia y en presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (A) y a 27 DIV (D). Las
barras del medio representan los A[CaZ+]cit inducidos por oligdmeros de AB142 en
ausencia y en presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (B) y a 27 DIV (E). Las
barras inferiores representan el % de activacion inducido por oligdbmeros de AB1.42 en
ausencia y en presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (C) y a 27 DIV (F). Las
barras son los valores medios + EEM de los experimentos de las figuras 54 y 55;
*p<0,05
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A continuaciéon se llevaron a cabo experimentos similares en
células de hipocampo de rata neonatal. Los cultivos que se utilizaron
para los experimentos a 27 DIV fueron del mismo cultivo que los
utilizados para realizar los experimentos a 1 DIV. De este modo se
aseguran las mismas caracteristicas del cultivo a 1 DIV y a =7 DIV.
Para que las neuronas de hipocampo formen circuito las células se
sembraron a una densidad de unas 70-90 x 10° células por pocillo. Es
necesario recordar que existen diferencias entre el circuito de granos
de cerebelo y el circuito de neuronas de hipocampo, siendo una de
ellas que los cultivos primarios de neuronas de hipocampo (>7 DIV)
muestran frecuentemente oscilaciones sincronicas de la [Ca2+]on en
presencia de Mg? extracelular. Una vez puestas a punto las
condiciones, llevamos a cabo experimentos de medida de [Ca2+]cn en
respuesta a los oligémeros y posteriormente comprobamos si el efecto
de los oligébmeros era modulado por los diferentes antagonistas. Las
Figs. 57 y 58 muestran registros representativos llevados a cabo
antes (1 DIV) y después (> 7 DIV) de la formacién del circuito,

respectivamente.

Los registros muestran que el incremento de Ca®" inducido por
oligbmeros de ABi4, es inhibido parcialmente en presencia de
diversos antagonistas utilizados, tanto antes como después de la
formacion del circuito. Igual que en el caso del cerebelo, los datos
obtenidos fueron analizados, calculando el porcentaje de células que
responden al estimulo (respuesta celular %) y el incremento de Ca*

de las células que responden (ACa®").
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Figura 57. Efectos de los antagonistas de canales de Ca’" sobre el aumento de
[Ca®cit inducido por los oligomeros de ABi42 en neuronas de hipocampo a
1DIV. (A) Imagen de transmision del cultivo de neuonas de hipocampo a 1 DIV. Los
registros representan los niveles de [Ca2+]cn de células estimuladas con oligémeros de
AB142 (2 M) en ausencia (B) y en presencia de distintos antagonistas de canales,
incluyendo MK801 10 uM (C), NA7 1 uM (D), w-Agatoxina 100 nM (E) y TTX 500 nM
(F). Los trazos corresponden de 4-6 células individuales representativas de 48, 30,
43, 68 y 38 células estudiadas en 6, 4, 4, 4 y 3 experimentos independientes. La
barra de la fotografia representa una escala de 10 pM.
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Figura 58. Efectos de los antagonistas de canales de Ca”* sobre el aumento de
[Ca™]cit inducido por los oligomeros de ABi42 en neuronas de hipocampo a
27DIV. (A) Imagen de transmision del cultivo de granos de cerebelo a 27 DIV. Los
registros representan los niveles de [Ca2+]cn de células estimuladas con oligémeros de
AB142 (2 M) en ausencia (B) y en presencia de distintos antagonistas de canales,
incluyendo MK801 10 uM (C), NA7 1 uM (D), w-Agatoxina 100 nM (E) y TTX 500 nM
(F). Los trazos corresponden de 4-6 células individuales representativas de 73, 37,
33, 26 y 45 células estudiadas en 9, 5, 4, 3 y 5 experimentos independientes. La barra
de la fotografia representa una escala de 10 uM.
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Finalmente se calculé el porcentaje de activacién como el
producto de la fraccidon de células que responden por el ACa*" de las
células que responden. Los resultados obtenidos se muestran en la
Fig. 59. Todos los antagonistas incluyendo TTX inhiben los efectos de
los oligdbmeros tras la formacion del circuito sugiriendo que los
oligbmeros reclutan la actividad de los circuitos neuronales. En
ausencia de circuito o red neuronal, el antagonista TTX no tiene efecto
alguno. Sin embargo, tanto MK801 como NA7, pero no w-agatoxina
inhiben parcialmente la respuesta a los oligomeros. Por tanto, a
diferencia de los granos de cerebelo, en neuronas de hipocampo las
posibles dianas primarias de los oligbmeros y responsables de la
entrada de Ca?* serian los canales amiloides y el receptor tipo NMDA.
Los canales de Ca®* dependientes de voltaje tipo P/Q también
tendrian un papel pero seguramente seria un papel mas secundario

derivado de su funcion en la excitabilidad del circuito.

Por tanto, en resumen, los resultados muestran que las posibles
vias de entrada de Ca®' inducido por los oligémeros en granos de
cerebelo serian el receptor NMDA, el posible canal amiloide y los
canales de Ca* tipo P/Q a 1 DIV; ya que en estas condiciones, no
existe circuito y por tanto estariamos eliminando su contribucién en la
respuesta dejando al descubierto los canales que realmente estarian
involucrados. En neuronas de hipocampo, las posibles vias de entrada
de Ca®" inducido por los oligémeros serian el receptor NMDA vy el
posible canal amiloide. Por tanto, sélo el canal amiloide y el receptor

NMDA parecen ser receptores universales de los oligdmeros.
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Figura 59. Efectos de los antagonistas de Ca”* sobre la seiial de calcio inducida
por oligoémeros de AB142 en neuronas de hipocampo a 1 DIV y a 27 DIV.
Representacion en barra del % de respuesta celular inducida por oligémeros de AB1.42
en solitario y en presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (A) y a =7 DIV (D).
Representacién en barra del A[Ca2+]cn inducido por oligémeros de AB1.42 en solitario y
en presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (B) y a 27 DIV (E). Representacion en
barra del % de activacion inducida por oligdmeros de AB+142 en solitario y en
presencia de diversos antagonistas a 1 DIV (C) y a 27 DIV (F). Las barras son los
valores medios + EEM de los experimentos de las figuras 57 y 58; * p<0,05
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Para descartar posibles efectos inespecificos comprobamos
que, efectivamente, MK801 inhibe completamente el incremento de
Ca?" inducido por NMDA. Ademas, comprobamos que el antagonista
NA7 no inhibia en absoluto los incrementos de Ca?* inducidos por

NMDA o despolarizacion con alto K* (Fig. 60).

Quisimos determinar entonces si la combinacion de ambos
antagonistas podria inhibir la respuesta a los oligdbmeros de un modo
mas eficaz que cada uno de los antagonistas por separado. Los
resultados obtenidos muestran que la combinacién de MK801 y NA7
inhibe la respuesta a los oligdmeros de un modo mas eficaz que cada
uno de los antagonistas afiadidos por separado en granos de cerebelo
(Fig. 61) y células de hipocampo (Fig. 62). El analisis cuantitativo de
los resultados se muestra en las Figs. 63 y 64 para granos de

cerebelo y células de hipocampo, respectivamente.
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Figura 60. Efectos de los antagonistas MK801 y NA7 sobre el aumento de
[Ca2+]cit inducido por NMDA y potasio en neuronas de hipocampo. Los trazos
representan los niveles de [Ca2+]cn en neuronas de hipocampo estimuladas con
NMDA 100 uM (A) y K" 135 mM (B) en ausencia y en presencia de NA7 1 uM,
datos representativos de 34 y 18 células respectivamente en 3 experimentos
independientes. (C), los trazos muestran la [Ca®']ck en neuronas estimuladas con
NMDA solo y acompafiado de MK801 10 uM, datos representativos de 36 células, 3
experimentos independientes.
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Figura 61. Efecto de la combinacion de MK801 y NA7 sobre el aumento de
[Ca™cit inducido por los olig()meros de AB1.42 en granos de cerebelo. Los trazos
representan los niveles de [Ca“']cit en granos de cerebelo estimulados con oligémeros
de AB+42 (2 M) en presencia de la combinacion de MK801 (10 uM) y NA7 (1 uM)
datos representativos de 68 células en 5 experimentos independientes.
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Figura 62. Efectos de la combinacion de MK801 y NA7 sobre el aumento de
[Ca™cit inducido por los oligémeros de AB142 en neuronas de hipocampo. Los
trazos representan los niveles de [Ca2+]Cit en granos de cerebelo estimulados con
oligébmeros de AB+.42 (2 uM) en presencia de la combinacion de MK801 (10 uM) vy
NA7 (1 uM), datos representativos de 72 células en 6 experimentos independientes.
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Figura 63. Efectos de la combinacion de los antagonistas MK801 y NA7 sobre el
incremento de Ca’’ inducido por los oligémeros de AB142 en granos de cerebelo
a 1 DIV y a 27 DIV. Las barras representan el % de respuesta celular (A, D), el
incremento de Ca®* citosolico (B, D) y la activacién (C, F) inducida por los oligdmeros
de AB142 (2 uM) en ausencia y en presencia de MK801 (10 pM), NA7 (1 uM) vy la
combinacién de ambos a 1 DIV y a 27 DIV. Las barras son los valores medios + EEM
de 5, 7 y 5 experimentos con un total de 262, 196 y 68 células respectivamente a
1DIV y 4, 9 y 6 experimentos con un total de 115, 240 y 72 células respectivamente a
7DIV. * p<0,05.
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Figura 64. Efectos de la combinacion de MK801 y NA7 sobre el incremento de
Ca“’ inducido por los oligémeros de AB1.42 en neuronas de hipocampo a 1 DIV y
a 27 DIV. Las barra representan el % de respuesta celular (A, D), el incremento de
Ca®" citosolico (B, D) y la activacion (C, F) inducida por los oligémeros de AB142 (2
UM) en ausencia y presencia de MK801 (10 uM), NA7 (1 uM) y la combinacién de
ambos a 1 DIV y a =7 DIV. Las barras son los valores medios + EEM de 4, 4 y 6
experimentos con un total de 30, 43 y 53 células respectivamente a 1DIVy 5,4y 6
experimentos con un total de 37, 33 y 72 células respectivamente a 7DIV. * p<0,05.
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Los resultados muestran que la combinacién de antagonistas
(MK801 y NA7) es mas eficaz que cualquiera de los antagonistas
usados por separado sugiriendo que éstos actuan sobre dianas
diferentes. De hecho la combinacion de ambos antagonistas inhibe
alrededor del 80 % el efecto de los oligobmeros sugiriendo que la
mayor parte de la entrada de Ca?* se produce a través de la formacién
de canales amiloides y la activacion del receptor NMDA. Sin embargo,
los resultados no pueden descartar que MK801 no sea un inhibidor del
canal amiloide independientemente de sus efectos sobre el receptor
NMDA. Por ello decidimos investigar en mas detalle si la expresién del
receptor NMDA era necesaria y suficiente para obtener respuesta a
los oligébmeros. Con este fin decidimos estudiar los efectos de los
oligbmeros y NMDA en una serie de lineas celulares caracterizadas
por la ausencia o presencia de receptores tipo NMDA de forma

endogena.

7. Efecto de los oligbmeros AR1.42 en lineas
celulares que expresan o no expresan
receptores tipo NMDA.

Se han estudiado los efectos de los oligobmeros del péptido
amiloide sobre la [Ca2+]cn en lineas celulares que carecen de
receptores tipo NMDA (células de rindn embrionario humano HEK293
y células de carcinoma de colon humano HT29) y en células que
expresan receptores tipo NMDA (células adenohipofisairas y células
de leucemia humana, células Jurkat). Los resultados se muestran en
la Fig. 65.
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Figura 65. Efecto de los oligémeros del AB142 en diferentes lineas celulares
caracterizadas por la expresion (o ausencia de expresion) de receptores tipo
NMDA. Los diferentes tipos celulares (HEK293, HT29, células adenohipofisarias y
células Jurkat) fueron cargados con fura-2/AM y utilizadas para registrar los efectos de
distintos tratamientos sobre la [Ca2+]cn. Las células que carecen de receptor NMDA
(A) no respondieron a los oligomeros del AB1.42 ni a NMDA, pero si a ATP (100 puM).
Las células que expresan receptores NMDA (B) responden a los oligdmeros y NMDA.
Los trazos muestran los registros de 4-8 células representativas de 126, 132, 147 y 98
células estudiadas en 6, 5, 5 y 4 experimentos independientes, respectvamente.
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Sorprendentemente encontramos que solo aquellas células que
responden a NMDA (células Jurkat y adenohipofisarias) mostraron
respuesta clara a los oligdbmeros mientras que aquellas células que
carecen de respuesta a NMDA, y por tanto, de receptores para NMDA,
no mostraron efecto alguno ante los oligdmeros. Por tanto, soélo
aquellas células que expresan receptores tipo NMDA presentan
incremento de la [Ca2+]Cit cuando son estimuladas con los oligdbmeros
de ABi42, por el contrario, aquellas células que carecen de receptor

NMDA parecen insensibles a ellos.

8. Efecto de los oligédmeros del péptido AB1.42
en células HEK293 transfectadas con
receptores tipo NMDA.

Los resultados anteriores sugieren que la expresion del receptor
tipo NMDA es necesaria para la entrada de Ca®" inducida por los
oligbmeros de ABi42 Por tanto decidimos estudiar si la expresion
exdgena del receptor/canal en células que carecen de ellos podria
dotar de sensibilidad a los oligdmeros. Para ello utilizamos las células
HEK293 que carecen del receptor y transfectamos las diferentes
subunidades del receptor NMDA. Como ya se comenté en la
introduccion, el receptor NMDA es bastante complejo en cuanto a su
estructura, ya que esta formado por diversas subunidades que dan
lugar a numerosas combinaciones diferentes. Primeramente
transfectamos las células con diferentes subunidades por separado
(NR1, NR2A y NR2B) y realizamos experimentos de medida de Ca*
citosodlico (Fig. 66).
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Figura 66. Efectos de los oligémeros de AB1.42 sobre el incremento de la [Ca2+]cn
en células HEK293 transfectadas con distintas subunidades del receptor NMDA.
Los trazos representan los niveles de [Caz+]Cit en células HEK293 transfectadas con
las subunidades NR1 (A), NR2A (B) y NR2B (C) del receptor NMDA, estimuladas con
oligomeros de AB1.42 (2 uM), NMDA (100 pM) y ATP (100 uM), datos representativos
de 184, 153 y 169 células estudiadas en 4 experimentos independientes.

- 174 -



Como ya se ha comentado para que el receptor NMDA sea funcional
necesita la subunidad NR1 combinado con NR2A o NR2B. Los
resultados muestran que la expresion de una unica subunidad no es
suficiente para que el agonista NMDA induzca entrada de Ca?". En
estas condiciones los oligdbmeros tampoco son capaces de inducir
entrada de Ca®* (Fig. 66).

A continuacion co-transfectamos las células con distintas
subunidades para que se produjera la formaciéon de un complejo
funcional completo. Tanto la combinacién de NR1 con NR2A como
con NR2B fue capaz de generar receptores/canal funcionales ya que
NMDA indujo entrada de Ca?* en ambos casos (Fig. 67). Sin embargo,
en las células que expresan estos receptores completos (que son los
mayoritarios tanto en granos de cerebelo como en neuronas de
hipocampo) no se pudo observar efecto alguno de los oligdémeros del
péptido amiloide (Fig. 67). Por tanto, los resultados sugieren que la
expresion del receptor NMDA, aunque necesaria, podria no ser

suficiente para la entrada de Ca*".
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Figura 67. Efectos de los oligomeros de AB142 sobre el incremento de la [Ca2+]cn
en células HEK293 transfectadas con distintas subunidades del receptor NMDA.
Los trazos representan los niveles de [Ca**]ci en células HEK293, transfectadas con
las subunidad NR1/NR2A (A) y NR1/NR2B (B) del receptor NMDA, estimuladas con
oligémeros de AB1.42 (2 uM), NMDA (100 uM) y ATP (100 uM), datos representativos
de 345y 367 células estudiadas en 8 experimentos independientes respectivamente.
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9. Efecto de los oligdémeros ABi.4, sobre la
[Ca®*]cit en células GTA.

En base a los resultados obtenidos los cuales sugieren que el
receptor NMDA es necesario, pero no suficiente para que los
oligémeros induzcan incremento de la concentracion de Ca®* en el
citosol de las células, decidimos realizar los mismos experimentos de
imagen de Ca? en una linea inmortalizada de hipotalamo de rata
conocida: las células GT1-7. Estas células son de las pocas lineas
inmortalizadas que hay de neuronas y expresan receptores tipo
NMDA. Ademas estos experimentos tienen el interés afiadido de que
aunque las células tienen un origen neuronal, son un cultivo puro en
ausencia de células gliales. La Fig. 68 muestra que las células GT1-7
responden a NMDA y ATP pero no a los oligdmeros del péptido
amiloide sugiriendo, de nuevo, que el receptor NMDA no es suficiente
para que los oligdbmeros del péptido amiloide induzcan entrada de

Ca?
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Figura 68. Los oligomeros de AB14; no inducen incremento de Ca’* citosélico
en células GT1-7. Los trazos representan la [Ca®']ck de células GT1-7 durante la
estimulacién con los oligémeros de AB1.42 (2 uM), NMDA (100 pM) y ATP (100 uM)
Datos representativos de 218 células estudiadas en 5 experimentos independientes.
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V.DISCUSION
-

La deliberacién es trabajo de muchos, la decisién de uno solo
Charles de Gaulle






La disfuncion y muerte neuronal caracteristica de la enfermedad
de Alzheimer esta relacionada con cambios de origen desconocido en
el metabolismo de la proteina precursora de amiloide (APP) que
conducen a niveles excesivos de la forma mas larga del péptido
amiloide, AB1.42 en lugar de la forma AB1.40. Aunque cuantitativamente
los cambios no son muy importantes, la forma larga es mucho mas
hidrofobica que la corta con lo que, a partir de un nivel critico, la forma
mas larga tiende a agregar formando dimeros, tetrameros,
pentameros, etc y agregados solubles aun mayores colectivamente
denominados oligémeros del péptido amiloide. Estos oligdbmeros son
sinaptotdxicos y neurotéxicos y su toxicidad es mucho mayor que los
mondémeros o las fibras habiéndose encontrado correlacién entre la

pérdida cognitiva y la presencia de oligdbmeros.

Las bases de la acumulacion de ABi.42 son desconocidas pero
ésta podria deberse al aumento de la producciéon del péptido o a
defectos en su aclaramiento. En las formas familiares de Ia
enfermedad, el exceso de AB1.4, se asocia a mutaciones en la proteina
APP o en las presenilinas que participan en la actividad y-secretasa.
En las formas esporadicas, mucho mas frecuentes y tardias, no se
conoce la causa. En algunos casos se cree que el exceso podria
deberse mas bien a defectos en el aclaramiento debido a la presencia
de APoE, una isoforma relacionada con una mayor susceptibilidad a
padecer la enfermedad. Por todo lo anterior, el mecanismo de
neurotoxicidad de los oligdmeros del péptido amiloide es de maximo

interés para comprender la etiologia de la enfermedad.
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Recientemente diversos grupos incluyendo el nuestro han
propuesto que la neurotoxicidad de los oligdbmeros podria deberse a
los efectos sobre la homeostasis del Ca?* intracelular (Demuro et al.,
2005; Sanz-Blasco et al., 2008). Nuestro grupo describid que los
oligbmeros preparados de acuerdo al protocolo de Klein y cols
inducian una entrada mantenida de Ca®* desde el medio extracelular
capaz de provocar una sobrecarga de Ca?* mitocondrial y la via
intrinseca o mitocondrial de la apoptosis (Sanz-Blasco et al., 2008).
Datos recientes sugieren que el medio de oligomerizacién utilizado en
la preparacion de Klein utilizada por numerosos investigadores podria
tener efectos sobre el Ca®" intracelular al contener trazas de
glutamato. Nuestros resultados preliminares confirmaron que, aunque
ocasionalmente, el medio de preparacion de los oligdbmeros puede
inducir una pequefia entrada de Ca®* capaz de contaminar los efectos
de los propios oligdbmeros. Por tanto, el primer objetivo que nos
planteamos fue modificar el protocolo de obtencion de oligbmeros
para eliminar toda traza de glutamato y asi evitar posibles artefactos.
Para ello se hizo necesario modificar el protocolo de formacién de
oligbmeros descrito originalmente por Klein. Partiendo de la base de
los protocolos descritos por Aranzio y Wisenwski, respectivamente,
hemos obtenido un protocolo hibrido entre ellos que permite obtener
con buen rendimiento oligdémeros del péptido amiloide de un modo
reproducible. Los oligdémeros formados por el nuevo protocolo estarian
formados fundamentalemente por una mezcla de dimeros, trimeros y
tetrameros que serian los agregados mas tempranos que se formarian

in vivo.

Una vez obtenidos los oligbmeros sin posibles contaminantes
decidimos estudiar los efectos de estos sobre viabilidad y Ca?
intracelular. Los resultados muestran que los oligdmeros inducen el

incremento de la [Ca*];; en granos de cerebelo y neuronas de
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hipocampo de rata neonatal. La doble inmunocitoquimica frente a
antigenos especificos de neuronas y células de la glia llevada a cabo
en las mismas células utilizadas para la imagen de Ca** confirmé que
los oligbmeros inducian incrementos de Ca?* especificamente en
neuronas pero no en ceélulas de la glia. Ademas, los incrementos de
[Ca®']« eran abolidos en ausencia de Ca®* extracelular indicando que
se debian a la estimulacién de la entrada de Ca®" desde el exterior
celular y no a la liberacion del cation desde depésitos intracelulares.
Por otro lado, la imagen de bioluminiscencia con aequorina dirigida a
mitocondrias mostr6 que los nuevos oligdbmeros inducian la
sobrecarga de Ca?" mitocondrial en las neuronas. Finalmente, los
nuevos oligdmeros eran capaces de promover apoptosis tal y como
demostraron los experimentos de anexina V. Por tanto, los resultados
demuestran que los oligdmeros del péptido amiloide (AB+42) obtenidos
por el nuevo protocolo inducen entrada de Ca®* en neuronas de
hipocampo, pero no en células de la glia, seguida de sobrecarga de
Ca?" mitocondrial y muerte neuronal por apoptosis. Estos datos son
relevantes porque permiten validar y confirmar nuestros resultados
previos sugiriendo que los oligdmeros inducen muerte neuronal
mediante la activacion de una via de entrada de Ca?* en neuronas de

hipocampo.

La cuestion relevante que se plantea inmediatamente es si
seria posible detener la muerte neuronal y la progresién de la
enfermedad mediante la inhibicién de la sobrecarga de Ca*" en las
neuronas. Para responder esta cuestion se hace necesario identificar
la diana molecular y el mecanismo por el que los oligdmeros del
péptido amiloide inducen entrada de Ca?* en neuronas. En los Ultimos
afios se propuso que la diana molecular podrian ser canales de Ca?",
incluyendo receptores de glutamato, especialmente los del tipo NMDA

(Klein et al., 2007; Pellistri et al., 2008). Sin embargo, la controversia
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sobre el medio utilizado para la oligomerizacién ha cuestionado
seriamente esta posibilidad. Nuestra preparacion de oligébmeros capaz
de inducir sobrecarga de Ca** en ausencia de trazas de glutamato o
de efectos de los medios de preparacion de oligdbmeros nos ha
permitido investigar este aspecto de un modo adecuado. Para ello
hemos estudiado los efectos de una bateria de antagonistas de Ca*
sobre el aumento de [Ca®]q en neuronas de hipocampo. Los
resultados indican que practicamente todos los antagonistas utilizados
inhiben en mayor o menor medida los efectos de los oligbmeros. Este
resultado nos lleva a dos posibles escenarios: Los oligdmeros podrian
interaccionar y activar mudltiples vias de entrada de Ca®* o,
alternativamente, los oligbmeros inducen una unica via, pero la
estimulacion de neuronas conectadas entre si haria que todas se
estimulasen aprovechando la maquinaria del circuito neuronal entre
las neuronas. Esta segunda posibilidad se ve favorecida por la
observacién de que los cultivos de neuronas centrales, tanto los
formados por granos de cerebelo como los de neuronas de hipocampo
son capaces de formar auténticos circuitos neuronales in vitro. Por
ejemplo, los granos de cerebelo, tras varios dias en cultivo, son
capaces de generar oscilaciones sincronicas de la [CaZ+]cit (Nunez et
al., 1996). Estas oscilaciones pueden aparecer de modo espontaneo
pero generalmente se generan al retirar el cation Mg®* del medio
extracelular. Como es sabido, el Mg?* bloquea el receptor tipo NMDA
de un modo dependiente de voltaje de manera que la retirada del
cation favorece la activaciéon de receptores tipo NMDA y la activacién
de la red. Esta posibilidad se confirma ya que las oscilaciones
sincrénicas de Ca?* en granos de cerebelo son totalmente abolidas en
presencia de MK801 (el antagonista de receptores NMDA),
antagonistas de canales de Ca? tipo P/Q (requeridos para la

exocitosis de glutamato) y el antagonista de canales de Na® TTX
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requeridos para la propagacién de potenciales de acciéon en los

circuitos neuronales (Nufiez et al., 1996).

La capacidad de los cultivos de hipocampo de formar redes o
circuitos neuronales y sus mecanismos de sincronizacién son mucho
menos conocidos y no han sido caracterizados en detalle. Nuestros
resultados muestran que los cultivos celulares de hipocampo de rata
neonatal son capaces de formar redes incluso antes que los cultivos
de granos de cerebelo. Ademas, es frecuente observar Ia
sincronizacién incluso en presencia de Mg?* en el medio extracelular
lo que sugiere que, o bien son mas excitables que las redes de granos
de cerebelo, o bien participan otros receptores excitatorios no
inhibidos por Mg?®*. Al igual que los circuitos de granos de cerebelo, las
oscilaciones sincrénicas de Ca*" también son sensibles a MK801,
antagonistas de canales P/Q y TTX. Sin embargo, al contrario que en
cerebelo, MK801 inhibe sélo parcialmente (50 %) estas oscilaciones,
sugiriendo de nuevo que otro tipo de receptores (ademas de los
receptores tipo NMDA) podrian jugar un papel importante en la
sincronizacion de estas células y la formacién de circuitos neuronales.
Entre los posibles candidatos destacarian los receptores nicotinicos
neuronales que también han sido implicados en la enfermedad de
Alzheimer. Se requieren experimentos adicionales para determinar el
papel de estos receptores en la sincronizacion neuronal y en la

respuesta a los oligobmeros.

Nuestros resultados muestran que tanto los cultivos primarios
de granos de cerebelo como las neuronas de hipocampo muestran
oscilaciones sincrénicas de la concentraciéon de Ca*. Sin embargo,
éstas no son apreciables en ningun caso los primeros dias de cultivo
y, a partir del 3°" 0 4° dia in vitro (DIV), las oscilaciones empiezan a ser

evidentes manifestandose siempre a partir de 7 DIV. Para determinar
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la posible contribucién de los circuitos decidimos investigar los efectos
de los oligébmeros en las neuronas antes (1 DIV) y después (7 DIV) de
la formacién de circuitos. Los resultados muestran que los oligémeros
inducen el incremento de la [Ca*].; antes y después de la formacion
de circuitos neuronales. Sin embargo, tanto el nimero de células que
responden a los oligémeros como el incremento de la [Ca**].; (en las
células que responden) es bastante mayor a 7 DIV que a 1 DIV. Este
resultado es igualmente cierto tanto en granos de cerebelo como en
neuronas de hipocampo. Los datos sugieren que la formacion del
circuito amplifica la respuesta a los oligémeros. Sin embargo, tampién
podrian ser explicados por el cambio en la expresién de receptores
para los oligdbmeros. Puesto que el receptor tipo NMDA ha sido
propuesto como la principal diana de los oligbmeros decidimos
estudiar, en los mismos experimentos, si la respuesta a NMDA
cambiaba de un modo paralelo a la respuesta a los oligdbmeros. Sin
embargo, los resultados muestran que la respuesta a NMDA no se
modifica sustancialmente con la formacion de circuitos. En resumen,
los datos sugieren que la formacion de circuitos podria amplificar la
respuesta a los oligbmeros y, ademas, la respuesta a los oligdbmeros

esta disociada de la respuesta a NMDA.

Para determinar las posibles de entrada de Ca®* inducidas por
los oligbmeros estudiamos entonces los efectos de una serie de
antagonistas antes y después de la formacién de circuitos neuronales.
Los resultados muestran que TTX, que inhibe la propagacién de
potenciales de accion, es capaz de inhibir en gran medida el efecto de
los oligobmeros a 7 DIV pero no tiene nigun efecto a 1 DIV. Estos
resultados demuestran que la formacién de redes neuronales permite
la amplificacion de la respuesta a los oligbmeros por lo que,
necesariamente, cualquier antagonista de la actividad sinaptica de las

neuronas podria inhibir, aunque sea parcialmente, los efectos de los
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oligbmeros. Consistentemente, los resultados muestran que tanto el
antagonista de los receptores NMDA MK-801 como el antagonista de
los canales tipo P/Q w-agatoxina inhiben el efecto de los oligbmeros
del mismo modo que inhiben las oscilaciones sincrénicas de Ca®*. Sin
embargo, a 1 DIV, en ausencia de circuito neuronal, solo MK-801 es
capaz de inhibir consistentemente en cerebelo e hipocampo el efecto
de los oligobmeros. Este dato sugiere que el receptor de NMDA podria
actuar no solo como un amplificador de la respuesta, sino también
jugar un papel mas relevante como diana directa. Los canales tipo P/Q

también podrian jugar este papel relevante aunque solo en cerebelo.

Otra de las posibles dianas de los oligobmeros son los llamados
canales amiloides que podrian formar los propios oligbmeros al
insertarse y formar poros selectivos (canales) en la membrana
plasmatica de algunos tipos celulares. Recientemente, los autores de
esta idea original desarrollaron una serie de péptidos capaces de
inhibir la actividad de los canales amiloides. Hemos utilizado el mas
efectivo de estos péptidos, el llamado NA7, para determinar la posible
implicacién de la formacién de canales amiloides en la entrada de
Ca?* inducida por los oligémeros. NA7 fue capaz de inhibir la entrada
de Ca* inducida por los oligémeros a 7 DIV y este efecto no se debié
a la inhibicion de canales de Ca** dependientes de voltaje o
receptores NMDA. Ademas NA7 fue capaz de inhibir el incremento de
[Ca®']s inducido por los oligémeros incluso en ausencia de circuito

neuronal.

Los resultados anteriores sugieren, por tanto, que los
oligbmeros podrian formar canales amiloides y activar neuronas de
hipocampo. Esta activacion podria propagarse y amplificarse a través
de la red neuronal. Estos resultados plantean una serie de preguntas

relevantes:
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¢ Cual es entonces la diana primaria responsable de la entrada

de Ca®" inducida por los oligémeros?

¢.Es el receptor tipo NMDA o la formacion de canales

amiloides?

¢ Existe algun receptor adicional a estos dos actores

principales?

Para contestar a la ultima de estas preguntas estudiamos los
efectos de la combinacion de ambos antagonistas NA7 y MK801 sobre
lo incrementos de Ca?* inducidos por los oligémeros. Los resultados
muestran que la combinacion de los dos antagonistas tiene efectos
aditivos sugiriendo que actuarian por mecanismos distintos. Ademas,
existe un pequeno componente de entre un 10-20% resistente a la
combinacion de antagonistas, sugiriendo la posibilidad de una posible
tercera diana que, en todo caso, tendria un papel minoritario. La Fig.
69 muestra las posibles rutas de entrada de Ca®" activadas por los

oligbmeros del péptido amiloide.

- 188 -



] Memantina

Ca 2+ Ca\2y (MK801)
Permeabilizacién NMDA-R

Ca?*

Ca?t -
w-Agatoxina, I Canal amiloide
nifedipina Canales P/Q ,L NA7

Figura 69. Posibles vias de entrada de Ca® activadas por los oligédmeros del
péptido amiloide AB1.42. Esquema que representa las posibles vias de Ca®" activadas
por los oligbmeros. Se ha propuesto que los oligdmeros podrian inducir
impermeabilizacion inespecifica de la membrana, activacion de canales de ca®'
dpendientes de voltaje tipo P/Q y L, activacion de receptores tipo NMDA y formacién
de canales amiloides. Nuestros resultados sugieren que los oligémeros del péptido
amiloide inducen primariamente la formaciéon de canales amiloides lo que requiere
aparen amiloides Una de ellas nos dice que el propio oligdmero produce la
permeabilizacion de la membrana plasmatica dejando libre el paso de calcio al interior
celular. Otra posible via de entrada de calcio es a través de canales de calcio
dependientes de voltaje como son los de tipo P/Q. Otra posibilidad es que el calcio
entre al interior celular a través de canales de tipo NMDA y por ultimo puede que el
propio péptido al entrar en contacto con la membrana forme un canal llamado canal
amiloide perforando la membrana permitiendo asi el paso de calcio.
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Finalmente quisimos determinar la relevancia del receptor
NMDA en la respuesta a los oligdmeros. Para ello utilizamos diversas
aproximaciones. En primer lugar estudiamos los efectos de los
oligbmeros en lineas celulares neuronales y no neuronales
caracterizadas por la expresidon (o ausencia de expresion) de
receptores tipo NMDA. Finalmente estudiamos si la expresion ectdpica
del receptor NMDA inducia adquisicién de respuesta a oligdmeros en

células carentes de ella.

Los resultados muestran que sélo aquellas lineas celulares que
expresan receptores tipo NMDA responden (con un incremento de la
[Ca®']ls) a los oligdmeros indicando que el receptor NMDA es
necesario para la respuesta. Finalmente, estudiamos si en células
HEK293T que carecen de respuesta a NMDA y no muestran entrada
de Ca?" inducida por oligébmeros es posible expresar el receptor
NMDA y asi inducir ganancia de respuesta a los oligémeros. Para ello
hemos transfectado estas células con la subunidad NR1 en
combinacion con las subunidades NR2A y NR2B. La expresion de una
Unica subunidad no permitia la formacion de receptores funcionales ya
que en estas células NMDA no inducia incremento alguno de la
[Caz‘”]cit. Sin embargo, en aquellas células transfectadas con las dos
subunidades era posible obtener respuestas claras a la estimulacion
con NMDA. Sin embargo, los oligdbmeros del péptido amiloide no
inducian entrada de Ca?" en las células transfectadas. Por lo tanto, el
receptor NMDA, aunque pueda ser necesario no seria suficiente para
la induccion de entrada de Ca?* por los oligémeros del péptido
amiloide. Este extremo fue confirmado en células GT1, una linea
neuronal hipotalamica. Estas células que responden a NMDA carecen

de respuesta a los oligémeros.
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En resumen, proponemos que el mecanismo primario inducido
por los oligdmeros en neuronas de hipocampo seria la formacién de
canales amiloides, un proceso que podria requerir la expresion de
receptores tipo NMDA. Podria existir un componente adicional no
identificado responsable de, al menos, un 25% de la entrada de Ca*
inducida por los oligémeros. La estimulacién de la entrada de Ca?* en
unas pocas neuronas formando una red neuronal induciria la
activacion de todas las neuronas conectadas mediante la maquinaria
que participa en la red neuronal incluyendo despolarizacién de
neuronas presinapticas, propagacion del potencial de accién,
activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje del tipo P/Q,
exocitosis de neurotransmisores excitatorios, fundamentalmente
glutamato, activacién de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y

actividad sincrénica de toda la red.

Por tanto, el receptor NMDA y los canales amiloides parecen ser
protagonistas principales, dianas primarias en la activaciéon de una
entrada de calcio letal para las neuronas. Queda por aclarar la
controvertida relacion entre los receptores tipo NMDA y la formacion
de canales amiloides. También queda por aclarar la naturaleza del
componente adicional diferente a los canales amiloides y los
receptores NMDA que podrian ser responsable de un 20% de la

entrada de Ca?".
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VI. CONCLUSIONES
T —

En el fondo de la vida no hay nada mas que lo que alli metemos
Ana Sofia Soymonoff de Swetchine
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El método de formacién de oligébmeros modificado a partir de los
protocolos descritos por Arancio y Wisniewski produce especies
solubles del péptido AB142 de entre 12 y 17 KDa que aumentan la
[Ca®"]s en granos de cerebelo y células de hipocampo de rata

neonatal.

El incremento de [Ca*'].; inducido por los oligémeros se debe al
aumento de la permeabilidad a Ca* en neuronas, pero no en
células de la glia. Esta entrada mantenida promueve Ia
sobrecarga mitocondrial de Ca®" y la muerte neuronal por

apoptosis.

Diversos antagonistas de vias de entrada de Ca?* y Na* inhiben el
incremento de [Ca?*']y; inducido por los oligémeros sugiriendo la
participacién de multiples tipos de canales y/o la existencia de un

mecanismo de amplificacion.

Los granos de cerebelo y neuronas de hipocampo de rata
neonatal son capaces de formar, tras varios dias en cultivo, redes
neuronales que se evidencian por la generacion de oscilaciones
sincronicas de la [Ca®]; mediadas por la propagacién de la
actividad eléctrica, canales de Ca®* tipo P/Q y receptores

glutamatérgicos tipo NMDA.

El incremento de [Ca”]cn inducido por los oligbmero aumenta
dramaticamente con el tiempo de cultivo coincidiendo con la
formacion de circuitos neuronales. Sin embargo, la respuesta a
NMDA no se modifica sustancialmente. Los datos sugieren que

los circuitos neuronales amplifican la respuesta a los oligémeros.
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El efecto de los antagonistas depende de la formacion de circuitos
neuronales. En ausencia de circuito, sélo los antagonistas del
receptor NMDA y el canal amiloide inhiben la entrada de Ca*'

inducida por oligébmeros en neuronas de hipocampo.

Los oligémeros del péptido amiloide inducen entrada de Ca?®* sélo
en aquellas lineas celulares que expresan receptores tipo NMDA

sugiriendo que el receptor NMDA es necesario para la respuesta.

La expresion del receptor tipo NMDA en células HEK293 induce la
adquisicion de respuesta a NMDA pero no a los oligdmeros del
péptido amiloide. Del mismo modo, las células GT1 responden a
NMDA, carecen de respuesta a los oligdmeros, sugiriendo que la
expresion del receptor de NMDA es necesaria pero no suficiente

para la respuesta a los oligbmerros.
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