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RESUMEN

El envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas asociadas al mismo son
actualmente un reto social, debido a su incipiente aumento en los paises desarrollados.
Entre estas enfermedades destacamos la enfermedad de Alzheimer, cuya causa es
desconocida pero relacionada con la acumulacion del péptido ABi-42y la formacion de placas
amiloides en el cerebro. Tanto el envejecimiento como la enfermedad de Alzheimer cursan
con una desregulacién de la homeostasis del Ca?* que es un importante mecanismo de
sefializacion en las células, incluyendo a las neuronas. Estudios anteriores del laboratorio
determinaron que el envejecimiento neuronal estid asociado al remodelado de la
homeostasis del calcio intracelular, principalmente la pérdida o disminucion de la entrada
capacitativa de Ca?" (SOCE), una via de entrada de calcio implicada en los procesos de
memoria y aprendizaje, y el aumento de la liberacién de Ca?®* de los dep0ésitos, un proceso
implicado en la susceptibilidad a la muerte neuronal.

Por ello nos hemos propuesto investigar si es posible revertir la pérdida de SOCE con
MDEB, un agonista de dicha entrada recientemente descrito. Ademas, nos hemos planteado
investigar el efecto del envejecimiento neuronal y los oligdmeros del péptido amiloide, la
principal neurotoxina en la enfermedad de Alzheimer, sobre la expresion y actividad de los
receptores de IP; responsables de la liberacion de calcio de los depdsitos.

Para ello, se utilizaron cultivos primarios de neuronas de hipocampo de ratas neonatas que
a tiempos cortos de cultivo semejan neuronas jovenes y a tiempos largos tienen
caracteristicas de neuronas envejecidas. Las medidas de SOCE se llevaron a cabo
mediante la monitorizacion del Ca?* intracelular por imagen de fluorescencia. La expresion y
actividad de los receptores de IP;fueron evaluadas por inmunofluorescencia e imagen
confocal en células cargadas con IP; enjaulado o caged-IPs.

Los resultados del estudio muestran que el potenciador MDEB aumenta la SOCE en
neuronas de hipocampo jovenes, pero no en las envejecidas. Esta falta de efecto podria
deberse a la pérdida de ORAIL durante el envejecimiento. Por otro lado, el envejecimiento y
el tratamiento con los oligémeros del péptido ABi-42 producen cambios poco significativos en
la expresion de las tres isoformas de los receptores de IPs. Sin embargo, el envejecimiento
neuronal in vitro aumenta significativamente la liberacién de Ca?*inducida por IPs.
Finalmente, el tratamiento con oligobmeros del péptido amiloide también modifico
significativamente la liberacion de Ca?* inducida por IPs.

En conclusién, se requiere de otro tipo de agonistas independientes de ORAI1 para
potenciar SOCE en el envejecimiento neuronal. Ademas, el envejecimiento y los oligémeros
del péptido amiloide provocan cambios significativos en la actividad de los receptores de
IP; que podrian estar relacionados con la degeneracion neuronal. Se requieren mas
estudios para determinar los cambios que ocurren, sus bases moleculares y su implicacion
en los procesos de pérdida cognitiva asociada al envejecimiento.






1. INTRODUCCION

1.1.- HOMEOSTASIS DEL CALCIO INTRACELULAR:

El ién calcio (Ca?") es de vital importancia en la vida de la célula, ya que su papel como
segundo mensajero le hace tener funciones especificas muy relevantes: metabolismo,
transcripcion, crecimiento, divisiébn celular, excitacién, secrecién, motilidad y apoptosis
(Clapham DE, 2007). Este i6n divalente no puede alterarse quimicamente como las
moléculas complejas; por tanto, las células mantienen estable la concentracién de Ca?" libre
intracelular mediante la union a agentes quelantes y la extrusibn o transporte hacia
compartimentos intracelulares o el medio extracelular. La “homeostasis del calcio” es el
proceso por el cual la célula regula la relacion de la concentracion de calcio ([Ca?']) entre el
medio intracelular (del orden de 100 nM libre) y extracelular (1-2 mM). De esta forma, existe
un gradiente de concentraciones de aproximadamente 10.000 veces entre ambos espacios;
el cual es mantenido por la célula gracias a sistemas de transporte localizados en la
membrana y organulos celulares.

1.1.1 Sistemas de extrusion de Ca?* de la membrana plasmatica:

El gradiente de concentracién de Ca?* existente en las células es mantenido gracias a
bombas de transporte activo localizadas en la membrana plasmaética que transportan Ca?
desde el citosol hacia el medio extracelular en contra de gradiente:

» Calcio ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA, o plasma membrane Ca*-
ATPase): ATPasa de tipo P constituida por 10 hélices transmembrana, que
transporta un i6n Ca?* al exterior celular por cada molécula de ATP hidrolizada. En
humanos existen dos isoformas de la proteina (PMCAL1 y PMCAZ2) cuya cinética se
explica por la formacién de dos intermediarios conformacionales distintos
(Mangialavori IC et al., 2013).

» Intercambiador sodio/calcio (NCX, o sodium-calcium exchanger): Proteina
antiporte que toma la energia del transporte de 3 Na* hacia el interior celular para
exportar un i6n Ca?*. Se ha descrito una alta expresion en corazon, seguido de
cerebro (Komuro | et al., 1992).

1.1.2. Sistemas de influjo de Ca®" en la célula:

El aumento de la [Ca?] en el interior celular es un mecanismo de sefalizacién que
desencadena numerosos procesos dentro de la célula. A menudo, las sefiales de Ca?" se
dan en forma de oscilaciones repetitivas y de corta duraciéon (Appleby PA et al., 2013),
evitando la posible activacion inespecifica de las distintas rutas de sefalizacion. Este
incremento requiere en general la entrada de Ca?* desde el medio externo al interior de la
célula, lo que implica la activacién de una serie de canales:

» Canales operados por voltaje (VOCCs, o Voltage-Operated Ca?" Channels): son
proteinas sensibles a variaciones en la diferencia de potencial a ambos lados de la
membrana, por lo que se activan cuando hay una despolarizacion de la misma. Su
estructura se basa en una subunidad principal (a1) que actia como poro y sensor de
voltaje, a la cual se unen subunidades accesorias (8 y a2, entre otras) (Catterall WA,
1991). En funcién del rango de voltaje necesario para la activacion de los canales se
distinguen dos grupos: los canales tipo T (bajo umbral) y los tipo L, N, P, Q y R (alto
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umbral). Los primeros necesitan de pequefias despolarizaciones para su activacion,
mientras que los ultimos se activan por grandes despolarizaciones de la membrana.
Los VOCCs son la via de entrada de Ca?* mas importante en células excitables, tales
como neuronas, células musculares y células pertenecientes a glandulas endocrinas.
Debido a que son un punto de conexién entre las sefales eléctricas de membrana y
la sefializacion bioquimica intracelular, son participes de multiples procesos
fisiolégicos y patoldgicos.

Canales de Ca®" operados por receptor (ROCCs, o Receptor-Operated Ca?*
Channels): su activacion ocurre por la unién de un ligando a un receptor de
membrana. Estos canales se caracterizan por la propiedad de generar corrientes
catiénicas no selectivas, siendo la selectividad por el ibn Ca?* variable. Por ejemplo,
el ATP desencadena la activacion de los receptores purinérgicos P2X; proteinas
triméricas con una distribucion tisular generalizada. En neuronas, estos receptores
tienen un papel de neuromodulacién (Khakh BS, 2012) y de iniciacion del potencial
accion (Vandenbeuch A et al., 2015 y Burnstock G, 2014). Otros ligandos descritos
como activadores de corrientes de Ca?* son la noradrenalina (Byrne y Large, 1991),
que actua sobre receptores adrenérgicos tipo a1; la acetilcolina (Kim SJ et al., 1998),
gue activa receptores nicotinicos; y el glutamato, que actia como agonista de los
receptores NMDA, AMPA vy kainato. Estos tres ligandos actitan como
neurotransmisores en el sistema nervioso; y concretamente el glutamato, es de gran
importancia en la enfermedad de Alzheimer, ya que la activacidn de receptores
NMDA esté relacionada con la plasticidad sinaptica y la memoria; factores alterados
en dicha patologia (Li F y Tsien JZ, 2009).

Canales de Ca?*' operados por segundos mensajeros (SMOCCs: Second-
Messenger-Operated Channels): difieren de los ROCCs en que el ligando que
permite la activacion del canal se localiza en el interior celular, siendo éste ademas
un segundo mensajero. Se han descrito canales de Ca?* activados por diacilglicerol
(DAG) (Guderman et al., 2004), acido araquidénico (Meves H, 2008) y nucleétidos
ciclicos como el AMPc o el CMP¢ (Kaupp UB y Seifert R, 2002).

Canales operados por depdsitos (SOCCs, o Store-Operated Ca®" Channels): su
activacion es dependiente del nivel de Ca?' de los depdsitos intracelulares,
principalmente del reticulo endoplasmético (RE). El ejemplo mas relevante es el
canal ORAIL, localizado en la membrana plasmatica y cuya activacién esta mediada
por la proteina STIM1, un sensor de Ca?* del reticulo endoplasmatico.

Ademas de los mecanismos descritos arriba, otro sistema de regular la [Ca?*] intracelular es
por medio de organulos intracelulares como el reticulo endoplasmatico y las mitocondrias.
Estos organulos presentan su propia homeostasis de Ca?*.

1.1.3 Homeostasis del calcio en el reticulo endoplasmatico:

El reticulo endoplasmético es el principal depdsito de Ca? de la célula, con una
concentracion del mismo en el rango mM, mientras que en el citoplasma la [Ca?'] es del
orden de nM. A través de los receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPsRs) y los receptores
de Ryanodina (RyRs), el Ca?" sale del RE a favor de gradiente. Ambos receptores,
especialmente los de rianodina, participan en el mecanismo conocido como liberacién de
calcio inducida por calcio (CICR, o Calcium Induced Calcium Release), por el cual los
canales de Ca?* de la membrana producen un aumento del Ca?* intracelular y en respuesta,
hay una liberacion de Ca?" desde el RE. En neuronas el RE se extiende a lo largo del soma,
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axones y espinas dendriticas; lo que permite una rapida sefializacion en todo el volumen de
la célula. Esto le permite intervenir en multiples funciones dentro de la neurona, como
participar en respuestas postsinapticas o en la plasticidad sinaptica, base del aprendizaje y
la memoria.

La ruta candnica por la que ocurre la liberacién de Ca?* desde el RE, a través de los IP3R
(explicados posteriormente mas ampliamente), se representa en la Figura 1. La activacion
de la fosfolipasa C (PLC) por un agonista permite la hidrélisis de fosfatidilinositol-4, 5-
bisfosfato (PIP;) en DAG e inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs). La molécula de IP; difunde
rapidamente por el citosol hasta el RE, donde interacciona con los IPsR. La unién ligando-
receptor provoca la salida de Ca? desde el lumen al citosol. Ante el vaciado de los
depdsitos, tiene lugar la entrada capacitativa de Ca?* (SOCE), la cual se explicara en
profundidad mas adelante.

Figura 1. Liberacion de Ca?* desde el reticulo endoplasmatico (basado en Soboloff J. et al.,
2012).

Ademas, en el RE se localiza la bomba Ca?"-ATPasa del Reticulo Sarcoplasmatico y
Endoplasmatico (SERCA, o sarcoplasmic and endoplasmic reticulum Ca?* ATPase), que
frente a un aumento de la [Ca?*] citosdlico, introduce este i6n hacia el RE, permitiendo que
la concentracién de calcio dentro del mismo retorne a niveles basales en el rango mM. Los
depdsitos del RE estan continuamente vaciando y rellenandose, aunque lentamente. En
estudios funcionales de la sefializacién por Ca?* es comin el uso de tapsigargina, un
inhibidor irreversible de la SERCA que provoca el lento vaciamiento del RE sin activar a los
IPsRs. Los canales tipo leak liberan calcio del RE lentamente y de forma continua. La
inhibicion de la entrada via SERCA produce la lenta deplecion de los depésitos del RE lo
gue, secundariamente, activa los canales tipo SOCC vy, por tanto, la entrada capacitativa de
Ca?".



1.1.4 Homeostasis del calcio en la mitocondria:

La mitocondria es un organulo de gran relevancia en la homeostasis de Ca?*; ya que por su
gran potencial negativo actia como un tampdén de calcio, que controla espacial y
temporalmente los incrementos de Ca?" en el citosol (Rizzuto R y Pozzan T, 2006). Su
estructura consta de dos membranas: la membrana mitocondrial externa, la cual es muy
permeable a Ca®* por la presencia de canales aniénicos dependientes de voltaje (VDAC); y
la membrana mitocondrial interna, cuya permeabilidad a Ca?* es menor, y esta regulada por
la presencia del uniportador de calcio mitocondrial (MCU, o mitocondrial calcium uniporter).
El complejo MCU se activa por el aumento de la concentraciéon de Ca?" en el citosol, y
requiere la existencia del potencial mitocondrial (A¥) que permite la entrada de Ca?* a la
mitocondria sin gasto de energia. La salida de Ca?" de la mitocondria se da a través del
intercambiador Na*/Ca?" mitocondrial (MNCX) y el intercambiador H*/Ca?" mitocondrial
(mHCX), ambos localizados en la membrana interna mitocondrial.

En neuronas, la actividad mitocondrial es de relevante importancia, tanto para el suministro
de energia en forma de ATP como para controlar la homeostasis del Ca?*, regulando la
despolarizacion y transmision sinaptica (Li Z et al., 2004).

1.2.- ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca* O ENTRADA DEPENDIENTE DE DEPOSITOS
SOCE):

La entrada capacitativa de Ca?" o entrada de Ca?* dependiente de depdsitos (abreviado
como SOCE por sus siglas en inglés: “store-operated calcium entry”) es un mecanismo
ubicuo, presente tanto en células excitables como no excitables, de rellenado de los
depdsitos desde el citosol, lo que contribuye al mantenimiento de la homeostasis del Ca?*
intracelular (Figura 2).

Complejo

ORAI
stimi-oral  Ca?*), Ca?*
en = i Llenado de los

reposo @ @ depésitos

- -] - IIR

CITOSOL . @

-
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i ; ) fays %rfw
3

1 : Oligomerizacion 2]
RE : 1 Vaciado [ “ de STIM1 [
Ca*} | La* delos [ Activacion de Ca?J1 Ca®y
/ < depésitos STIM1 A LY
STIM1 en STIM1 en
reposo reposo

Figura 2. Entrada Capacitativa de Calcio (SOCE). El vaciado de los dep0ésitos provoca que la
proteina STIM1, localizada en el RE, libere el Ca?* unido a su dominio en mano EF (1). Asi,
STIM1 activado oligomeriza e interacciona con los canales ORAI presentes en la membrana
plasmatica (2,3). A través de los canales ORAI entra el Ca?* al citosol a favor de gradiente, desde
el medio extracelular (4-6). (Basado en Chen YF et al., 2013).



Estudios electrofisiolégicos en mastocitos permitieron el descubrimiento de una corriente
activada por el vaciamiento de los depositos y selectiva para Ca?* (Hoth M y Penner R,
1992). Los canales implicados en esta corriente fueron denominados canales de Ca?
activados por Ca?" (CRAC, o Ca?*-release-activated Ca?* current), un tipo de canales SOCs.
Entre los afios 2005 y 2006 se descubrieron las bases moleculares de SOCE que incluian
los sensores o proteinas STIM y los canales tipo ORAI.

El estudio de SOCE, condujo al uso de agonistas y antagonistas de estos canales. Uno de
los pocos agonistas desarrollados, el metoxi-dietilborinato (MDEB), es una molécula descrita
como un potenciador de la SOCE en leucocitos y lineas celulares cancerigenas (Djillani A et
al., 2015). Se trata de un compuesto analogo al 2-Aminoetoxidifenil-borato (2-APB), una
molécula que a bajas concentraciones estimula SOCE; sin embargo, a altas
concentraciones tiene un efecto inhibidor. La ventaja del MDEB es su especificidad sobre la
SOCE, ya que el 2-APB puede afectar a otros mecanismos de transporte de Ca?".

1.21 STIM

La proteina STIM esta descrita como un sensor de Ca?* responsable de la apertura de los
canales CRAC, tras la bajada de concentracion de Ca®" en el lumen del RE (Liou J et al.,
2005). Existen dos isoformas de la proteina: STIM1, que se puede localizar en la membrana
del RE o en la membrana plasmatica, actia como sensor de Ca?* del RE y activador de los
canales CRAC. Por otro lado, STIM2 Gnicamente se localiza en la membrana del RE, actia
débilmente como activador de los canales CRAC y es responsable del mantenimiento de la
concentracion de Ca?" citosdlico, evitando una activacion descontrolada de SOCE. La
estructura de las proteinas STIM se basa en una region C-terminal orientada hacia el citosol,
una region transmembrana y una regién N-terminal orientada hacia el lumen del RE.

En neuronas de hipocampo de rata se ha propuesto a STIM2, en lugar de STIM1, como el
verdadero sensor del Ca? en el RE (Berna-Erro et al.,, 2009). Sin embargo, existe
controversia ya que otros indican que ambas isoformas participan en la sefializacion: STIM1
actuaria como activador de la SOCE, mientras que STIM2 regularia los niveles de Ca?" en
reposo (Gruszczynska et al., 2011).

1.2.2 ORAI

Las proteinas ORAI han sido identificadas como las canales CRAC (Feske S et al., 2006).
La familia ORAI esta compuesta por tres isoformas: ORAIL, ORAI2 y ORAI3; las cuales se
localizan en la membrana plasmatica. La interaccion STIM1-ORAI se determind mediante
FRET (Forster resonance energy transfer): ante un vaciado de los depoésitos de Ca?*, STIM1
pierde el Ca?" unido en su region N-terminal, produciendo una desestabilizacion de su
estructura y la formacién de oligdmeros de STIM1. Tras ello, STIM1 transloca a la
membrana plasmatica donde promueve la formacién de clisteres y la activacién de los
canales tipo ORAI (Muik M et al., 2011).

1.3.- RECEPTORES DE IP;

Los receptores de IP3 (IPsR) son canales de Ca?* localizados en la membrana del RE, cuya
activacion es dependiente de IPs; y su funcién es permitir la liberacion de Ca?* de los
depositos. Estos receptores pueden encontrarse en otras localizaciones celulares como en
las vesiculas secretoras de células neuroendocrinas y en la membrana plasmatica.



Se conocen 3 isoformas de los IPsRs: IPsR1, IP3R2 e IPsR3; codificados por distintos genes
(3p26.1, 12p11.23 y 6p21.31, respectivamente) y con diferentes funciones en la sefializacién
celular. La afinidad con la que las tres isoformas unen IP3; es distinta, presentando IP3R2 la
mayor afinidad e IPsR3 la menor; con una diferencia de 10 veces entre ambas (Iwai M et al.,
2007). Las tres isoformas presentan una amplia localizacién, estando presentes en todos los
tejidos; pero su expresiéon en el cerebelo aumenta considerablemente, sobre todo la
isoforma IPsR1 en el soma de las células de Purkinje cerebelares. También esta isoforma se
concentra en las neuronas de la region CA; del hipocampo, en el ndcleo caudado, el
putamen y la corteza cerebral (Matsumoto et al., 1996).

La estructura de los receptores de IP3 consta de un dominio N-terminal donde se localiza el
sitio de unién a IP3 y un dominio modulador de la respuesta, y un domino C-terminal que
conforma el canal de Ca?" (Figura 3). Estos canales forman parte de una superfamilia de
canales catibnicos tetraméricos en la que cada monOmero presenta 6 hélices
transmembrana,; siendo las hélices 5y 6 de cada monémero, las que se agrupan formando
el poro conductor de iones (Baker MR et al., 2017).

A)

N-terminal:
Sitio de
union al
ligando y
dominio
modulador

C-terminal:
Dominio
formador
del poro

|$

Figura 3. Estructura de IP3R1 resuelta por criomicroscopia electrénica de una muestra
procedente de cerebelo de rata. (A) Vista en el plano a lo largo de la membrana donde se
muestran los dominios citosélicos hacia arriba. (B) Vista en el plano del eje del poro formado por
las cuatro subunidades desde el lado citosélico. (Modificado de Baker MR., 2017).

1.4.- ENVEJECIMIENTO Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

El envejecimiento es un proceso en el que el tiempo produce sobre los seres vivos un
conjunto de modificaciones morfoldgicas vy fisioldgicas, desencadenando un deterioro fisico
gue incluye una pérdida cognitiva progresiva. Asociadas a una edad longeva, encontramos
las enfermedades neurodegenerativas, un grupo heterogéneo de patologias que se
caracterizan por la pérdida de funcion neuronal progresiva; siendo el la enfermedad de
Alzheimer la demencia més prevalentes en la poblacion. Recientemente se ha descrito que,
tanto en el envejecimiento como en la enfermedad de Alzheimer, existe una alteracién en la
homeostasis del Ca®‘intracelular, haciendo de estas modificaciones un punto interesante de
estudio para comprender como ocurren dichos fenémenos.
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1.4.1 Homeostasis del Ca®*y envejecimiento.

La sefalizacion por Ca®" es esencial en miltiples procesos neuronales, tales como la
excitabilidad, la integracion de sefiales eléctricas, y la plasticidad sinaptica, la cual es la
base del aprendizaje y la memoria. Las alteraciones en la homeostasis de Ca?* existentes
en el envejecimiento ocurren de diferente forma en funciéon del tipo neuronal, siendo las
neuronas de hipocampo unas de las mas afectadas (Foster TC, 2007). Dichas
modificaciones ocurren de manera sutil y gradual, teniendo consecuencias funcionales muy
significativas.

Uno de los cambios mas relevantes relacionados con la edad, es la alteracién de la
plasticidad sinaptica, propiedad que permite a las neuronas reforzar o debilitar circuitos
nervisos. Una de las formas mas relevantes de plasticidad sinaptica es la potenciacion a
largo plazo (LTP, o long-term potentiation). En la LTP participa un complejo conjunto de
procesos presinapticos y postsinapticos. Para que tenga lugar la LTP es necesaria una
entrada de Ca?" en la membrana postsinaptica, lo que permite un aumento mantenido del
cambio de potencial en la membrana. En el envejecimiento la concentracién de Ca?" basal
se ve aumentada (Khachaturian ZS, 1989), por lo que aumenta el umbral necesario para
gue se produzca la LTP. De esta forma, para inducir LTP en neuronas envejecidas es
necesaria una fuerte estimulacion, siendo esta estimulacion menor en neuronas jévenes
(Foster TC, 2007). La LTP ha sido recientemente relacionada con la entrada de Ca?
operada por depdsitos (SOCE), ya que antagonistas de la SOCE reducen la LTP en
neuronas de hipocampo (Baba A et al.,, 2003). Por otro lado, la depresién a largo plazo
(LTD, o long-term depression), es otro proceso de plasticidad que puede revertir la LTP. El
aumento de la concentracion de Ca?* basal en las neuronas envejecidas hace que el umbral
necesario para alcanzar la LTD sea menor, con respecto a neuronas jévenes. Todo ello,
explica que el déficit de aprendizaje y memoria asociado a la longevidad se relacione con la
homeostasis del calcio.

Otros efectos del envejecimiento sobre la homeostasis de Ca?" son: el aumento de la
entrada de Ca?' a través de los canales VOCCs (Thibault O y Landfield PW, 1996), la
disminucion de la expresién de la bomba de extrusibn PMCA (Zaidi A et al., 1998) y la
reduccion de los sistemas tamponadores de Ca?" (Kishimoto J et al., 1998). Ademas,
estudios previos del laboratorio abordaron los efectos del envejecimiento sobre la entrada
capacitativa de Ca?* en células neuronales de hipocampo de rata. Se determiné que en
células envejecidas hay una reduccion de la entrada capacitativa de Ca?" con respecto a
cultivos jovenes. Asimismo, estudios de inmunofluorescencia sefialaron que en células
envejecidas hay una reduccién de los niveles de ORAIL1 y STIM1, elementos principales de
la SOCE (Calvo-Rodriguez M et al., 2016). Esto podria ser muy relevante ya que SOCE y
estas proteinas podrian ser esenciales para la estabilidad de las neuritas, y por tanto, los
procesos de plasticidad sinaptica (Bezprozvanny | et al., 2015).

Los compartimentos intracelulares también muestran cambios en la homeostasis de Ca?*:

» La mitocondria actla en la célula como un sistema productor de energia y un tampon
de altos niveles de Ca?" citosodlicos. En el envejecimiento se ha visto que un
porcentaje de las neuronas muestran mitocondrias despolarizadas, por tanto, el
umbral de Ca?* que se necesita para iniciar la captacion mitocondrial aumenta (Xiong
J et al., 2004). Este hecho dificulta la captacion del exceso de Ca?" en neuronas
envejecidas, lo que puede considerarse como un mecanismo adaptativo en lugar de
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una desventaja de la célula, dado que asi se evita la sobrecarga de Ca?* mitocondrial
gue conlleva a la muerte (Toescu EC y Verkhratsky A, 2007).

» Los cambios en la homeostasis del RE durante el envejecimiento son en gran parte
desconocidos. Existen estudios que sugieren la existencia de una disminucion de la
actividad de la SERCA en neuronas envejecidas (Murchison D y Griffith WH, 1999) y
un aumento de la liberacién de Ca?* a través de los IP3Rs y los RyRs (Thibault O et
al., 2007) pero que no ocurre en todos los tipos neuronales.

1.4.2 Homeostasis del Ca* y Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno progresivo en el que las neuronas degeneran y
mueren. Las consecuencias son un deterioro cognitivo progresivo e irreversible y trastornos
conductuales, que impiden la autonomia del paciente que las padece. Anteriormente se
menciond el importante papel que desempefia el Ca?" en los procesos de memoria y
aprendizaje; ademas de su relacion con la supervivencia y muerte neuronal. Asi mismo se
ha propuesto que la desregulacion de la sefial de calcio esta implicada en la enfermedad de
Alzheimer.

La Hipétesis del Calcio en la Enfermedad de Alzheimer (Khachaturian ZS, 1989; Mattson MP
et al., 1993) busca explicar como la pérdida de memoria progresiva y el aumento de muerte
neuronal estan asociadas con el péptido amiloide y la dishomeostasis de la sefial de Ca?*
(Figura 4). La ruta amiloide es un mecanismo en el que el péptido precursor amiloide es
degradado por una serie de enzimas originando el péptido ABi-42, el cual forma oligbmeros,
agregados y placas seniles, que se encuentran en el cerebro de pacientes que padecen
Alzheimer. Las causas de la activacion de la ruta amiloidogénica son el envejecimiento y
mutaciones en genes de la ruta amiloide, principalmente APP, PS1 y PS2. Como
consecuencia, se produce una alteracion de la homeostasis de Ca?*, desencadenando en
ltimo término la enfermedad de Alzheimer.

MUTACIONES EN LA

ENVEJECIMIENTO
RUTA AMILOIDE (APP
PS1, CLU, ApOE4, etc

REMODELADO RUTA
Ca* AMILOIDOGENICA l
MODERADO RUTA
1 AMILOIDOGENICA
FUERTE REMODELADO l
DEL Ca®

FUERTE REMODELADO

l ZEEL‘C:—.;'

PERDIDA COGNITIVA

SEVERA Y MUERTE RAPIDA MUERTE
NEURONAL COGNITIVA ¥ MUERTE
CELULAR
v l ‘
REDUCCION DE LA ENFERMEDAD DE ENFERMEDAD DE
CAPACIDAD MENTAL ALZHEIMER ALZHEIMER
COGNITIVA ESPORADICO FAMILIAR

Figura 4. Posibles rutas implicadas en la aparicién de Alzheimer por remodelado del Ca?
citosdlico (Basado en Samad N et al., 2017). Diferentes mutaciones inducen la acumulacién
excesiva de APi42, originando la enfermedad de Alzheimer familiar (derecha). Por otro lado, el
envejecimiento por causas desconocidas puede activar la ruta amiloidogénica, originando la
enfermedad de Alzheimer esporadico (izquierda).
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Las neuronas aumentan la [Ca?'] citos6lico cuando son incubadas durante varias horas con
el péptido ABi42 (Mattson MP et al.,, 1992). Ademas, estudios de nuestro laboratorio
concluyeron que la interaccion de los oligdbmeros del péptido amiloide (ABo) con la
membrana plasmatica tiene como consecuencia un aumento de los niveles intracelulares de
Ca?"y la muerte neuronal (Sanz-Blasco S et al., 2008).

Multiples estudios han intentado averiguar cémo se produce este aumento del Ca?* en el
citosol, generandose distintas hipétesis y mecanismos:

o

Formacion del poro amiloide: En cultivos primarios de hipocampo se ha visto que el
péptido APi42 forma unas estructuras similares a canales catidnicos selectivos
permeables a Ca?* (Simakova Oy Arispe NJ, 2006).

Permeabilizacion de la membrana: El péptido ABi42 disminuye el grosor de la
membrana celular, lo que dificulta a la propia neurona mantener estables las
concentraciones ionicas internas. De esta manera, se originaria un flujo de Ca?
desde el exterior hacia el citoplasma, con la consecuente liberacion de Ca?* de los
depositos (Demuro A et al., 2005).

Modulacion de canales: Los oligdmeros de ABi4 producen una aumento de la
actividad del receptor de NMDA, en consecuencia, ante la estimulacion por
glutamato aumentaria el flujo de Ca?* (Mattson MP, 2004).

El péptido amiloide también afecta la homeostasis del Ca?* en los compartimentos celulares:

> En la enfermedad de Alzheimer el flujo de Ca?* entre la mitocondria y el reticulo se ve

alterado. La mitocondria capta una cantidad Ca?* mayor, la cual si es excesiva puede
culminar en la muerte neuronal (Berridge MJ, 2010). Ademas, nuestro propio grupo
de investigacion determiné que los oligdbmeros de AB1-42 Y no las fibrillas, al estimular
la entrada de Ca?' al interior celular causan una sobrecarga de Ca?" en la
mitocondria; lo que provoca la muerte de la neurona (Sanz-Blasco S et al., 2008).
También se ha visto que el péptido amiloide puede localizarse en la membrana de
las mitocondrias, provocando en ellas cambios estructurales y funcionales
(Caspersen C et al., 2005).

En el RE se localizan unas proteinas integrales de membrana llamadas presenilinas:
PS1 y PS2. En cultivos neuronales se ha visto que mutaciones en PS1 producen un
aumento de la liberacion de Ca?* desde el RE cuando hay estimulacion por ligandos
gue activan los RyR o la produccion de IP; (Guo Q et al., 1996).
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2. OBJETIVOS

El envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas asociadas al mismo, como la
enfermedad de Alzheimer, estan vinculados a cambios en la homeostasis de Ca?
intracelular que incluyen pérdida de la entrada capacitativa de calcio que podria ser
necesaria para procesos de plasticidad sinaptica y cambios en la liberacion de calcio del
reticulo que podrian ser relevantes en el metabolismo neuronal y la susceptibilidad a la
muerte neuronal.

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Master es profundizar en el estudio del
remodelado del calcio intracelular en el envejecimiento neuronal y la enfermedad de
Alzheimer. Para ello utilizaremos nuevas herramientas farmacoldgicas para determinar la
posibilidad de modular positivamente la entrada capacitativa de calcio que se pierde
progresivamente en el envejecimiento neuronal, y trataremos de comprender los cambios en
la liberacién de calcio estudiando la expresion y actividad de los receptores de IP3. Por tanto,
los objetivos especificos planteados en este trabajo de TFM son los siguientes:

1. Estudiar si el compuesto MDEB que potencia la SOCE en otros tipos celulares, es
capaz de potenciar SOCE en neuronas de hipocampo de rata, cultivadas a tiempos
cortos (neuronas jovenes) y largos (neuronas envejecidas).

2. Estudiar la expresion de los IP3Rs en neuronas de hipocampo jévenes y envejecidas
tras el tratamiento con AP, la principal neurotoxina en la enfermedad de Alzheimer.

3. Estudiar la actividad de los IP3Rs en cultivos de neuronas de hipocampo jovenes y
envejecidas tras el tratamiento con AR..

-11-



3. MATERIAL Y METODOS.

3.1.- MATERIAL, REACTIVOS Y MEDIOS.

Tabla 1. Material y reactivos.

 Casa Comercial
Bachem AG (Bubendorf, Suiza)

Materiales y reactivos
PéptldO A81.42

BD (Madrid, Espafia)

Poly-D-Lysina; Anticuerpo primario policlonal de ratén
a-1PsR3

Gibco (Barcelona, Espafia)

HBSS; Neurobasal; B27; suero de caballo;
Gentamicina; L-Glutamina; PBS; MEM; suero de
cabra

Invitrogen Corporation
(Carlsbad, CA, EE.UV)

Fura2/AM; Fluo-4/AM; Medio DMEM alta glucosa (4,5
g/l)

Lonza (Barcelona, Espafia)

Suero Fetal Bovino (FBS), Penicilina-Estreptomicina

Merck (Madrid, Espafia)

N,N,N',N'-tetraacético (EGTA); KCI; NaxHPOy;
KH2PO4; HCI; MgCly; NaCl; NaOH; Tris-HCI; Triton X-
100; CaCly; Glucosa

Millipore

Filtros estériles PVDF 0,22 um

Molecular Probes (Eugene, OR,
EE.UU)

Anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado
con Alexa Fluor 488; Anticuerpo secundario anti IgG
de conejo conjugado con Alexa Fluor 594

Santa Cruz Biotechnology Inc
(Dallas, EE.UU)

Anticuerpo primario policlonal de cabra a-IP3;R1
Anticuerpo primario policlonal de cabra a-IP3;R2

Sichem GmbH (Bremen,
Alemania)

IP; enjaulado

Sigma-Aldrich Co. (Madrid,
Espafia)

MDEB; DNAsa | (1 mg/ml), HEPES, Albamina de
suero bovino libre de acidos grasos (BSA), 4’-6-
diamino-2-fenilindol (DAPI); Paraformaldehido (PFA)

Worthington (Lakewood, NJ,
EE. UU)

Papaina (27,2 U/mgP)

Tablas 2y 3. Medios.

Medios para el cultivo de

Composicién

neuronas de hipocampo de rata
DMEM F12 HAM's (pH 7,42)

DMEM (Medio de Eagle modificado por Dubelcco)
alta glucosa (4,5 g/l); HEPES 25 mM; NaHCO3;4 mM

HANK’s BSA 0,6%

HBSS (Solucién salina balanceada de Hank); 0,6%
BSA

Neurobasal suplementado

Neurobasal; Gentamicina 1 pg/ml; L-glutamina
2mM; 2% B27; 10% FBS.

Tampon Fosfato Salino (PBS)

NaCl 136 mM; KCI 2,7 mM; Na2HPO4 8 mM;
KH2PO,4

MEM

DMEM (4,5 g/l); Cu®* 0,5 g/l; Fe** 1,3 mg/l; Zn 0,5
g/mi
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Medios utilizados en Composicién

experimentos de imagen de Ca%

Medio libre de Calcio (Ca0) (pH NaCl 145 mM; KCI 5mM; MgCl> 1 mM; HEPES

7,42) 10 mM; Tris-HCI 1mM-EGTA 0,5 mM; Glucosa
10 mM

Medio externo estandar (MEC, NaCl 145 mM; KCI 5 mM; MgCl, 1 mM; HEPES

Cal) (pH 7,42) 10 mM; CaCl, 1 mM; Glucosa 10 mM

Ca0+CIC Ca0; TTX 1 uM; CNQX 10 uM; Nifedipina 5 pM;
D-AP5 10 uM

Cal+CIC Cal; TTX 1 uM; CNQX 10 uM; Nifedipina 5 pM;
D-AP5 10 uM

Ca0+CIC+MDEB Ca0+CIC; MDEB 1 mM

Cal+CIC+MDEB Cal+CIC; MDEB 1 mM

Medio libre de magnesio (Mg 0) NaCl 146 mM; KCI 5 mM; HEPES 10 mM;

(pH 7,42) Glucosa 10 mM; CaCl, 1 mM

NMDA 100 pM MgO; NMDA 100 pM; Glicina 10 puM; CacCl, 100
MM; Glucosa 100 pM

3.2.- METODOS EXPERIMENTALES

3.2.1 Obtencién y cultivo de neuronas de hipocampo de ratas neonatas:

El cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata se realizé siguiendo el protocolo de
Brewer (Brewer et al., 1993), previamente utilizado como modelo de estudio de
envejecimiento neuronal. Las ratas Wistar neonatas (0-1 dias) se recogieron del animalario
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, y fueron manipuladas segun las
normas éticas aprobadas por la Facultad de Medicina de Valladolid, las cuales se rigen por
el Convenio ETS 123-Directiva 86/609/EEC del Consejo Europeo. La Figura 5 muestra un
esquema de la preparaciéon de los cultivos de neuronas de hipocampo. Brevemente, en el
laboratorio, los cuerpos de los animales se colocaron en posicién ventral y se realiz6 la
eutanasia por decapitacion. Los craneos se abrieron con tijeras y pinzas, y se extrajeron los
cerebros, los cuales fueron manipulados sobre placas Petri con medio DMEM F-12 HAM’s.
Con ayuda de una lupa e instrumental quirdrgico, se aislaron los hipocampos en medio
HANK’s BSA 0.6% y se trocearon. Los fragmentos resultantes se pasaron a una solucion de
papaina (28 pl papaina (20 u/ml) y 1600 pl de medio HANK’s BSA 0.6%) y se incubaron
durante 15 min a 37 °C y 10% CO.. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 80 ul de DNAsa
(2 mg/ml) y se incubaron de nuevo 15 min a 37 °C y 10% CO.. Los fragmentos se
introdujeron en un tubo con fondo cénico con 4 ml de medio Neurobasal, donde se procedio
a la digestion mecanica de los mismos con una pipeta de 5 ml. Las células en suspension se
centrifugaron a 900 rpm durante 4 min y a 24 °C. El pellet resultante se resuspendi6
cuidadosamente en 100 pl de suero de caballo y 900 ul de medio Neurobasal. En camaras
Neubauer se realiz6 el contaje de células y en funcién de la densidad celular de la solucion,
se sembré el volumen correspondiente a 30.000 células por pocillo en placas NUNC, sobre
cristales de 12 mm de didmetro tratados previamente con poly-D-Lysina. Los cultivos
celulares se incubaron a 37 °C y 5% CO- durante diferentes periodos de dias in vitro (DIV).
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Figura 5. Preparacién de cultivo de neuronas de hipocampo. Basado en el protocolo de Brewer
(Brewer et al., 1993).

3.2.2 Registro de Ca* citosdlico mediante imagen de fluorescencia:

La sonda fluorescente Fura2/AM permite la monitorizacion de la [Ca?'] citosélico en tiempo
real, a nivel de célula Unica. Utilizando microscopia de imagen de fluorescencia se pueden
estudiar las variaciones de la [Ca?'] en respuesta a diferentes estimulos.

El Fura2/AM es una modificacion de la molécula de Fura2, a la cual se le afiadié un grupo
éster, que por su hidrofobicidad permite al compuesto atravesar de forma pasiva la
membrana plasmatica. En el interior celular, la molécula es de-esterificada por esterasas
intracelulares que liberan la molécula de Fura2 acido, que por su carga negativa no puede
atravesar la membrana quedando el fluoréforo retenido en el interior celular (Grynkiewicz,
1985). El Fura2/AM es un quelante de alta afinidad por Ca?*, cuyos restos aromaticos le
confieren propiedades fluorescentes: tras la union a Ca?, la excitacion de la molécula a 340
nm aumenta la emisién de fluorescencia; sin embargo, esta cae al excitar con 380 nm. Por
ello, las medidas de fluorescencia con Fura2/AM se hacen de forma ratiométrica: 340/380
nm; lo que permite trabajar con una mayor sensibilidad, hacer mediciones independientes de
la carga de colorante de la célula y eliminar artefactos asociados a la imagen de
fluorescencia.

En los experimentos de imagen de calcio se utilizaron cultivos de neuronas de hipocampo
jovenes (5-7 DIV) y cultivos envejecidos (20-22DIV); sembrados en cristales de poly-D-
Lysina de 12 mm de diametro, a una densidad de 30.000 células e incubados con Fura2/AM
(4 uM, 1h, temperatura ambiente, oscuridad). Con el fin de hacer mediciones Unicamente de
la entrada capacitativa de Ca?* (SOCE) se utilizé la solucién CIC (coctel inhibidor de canales
voltaje dependientes). El CIC estd compuesto por: tetradotoxina (TTX, 1 uM), inhibidor de
canales de Na* voltaje dependientes; cyanquixaline (CNQX, 10 uM) antagonista competitivo
de receptores AMPA y kainato; Nifedipina (5 uM), bloqueante de canales de Ca?" de tipo
dihidropiridina y D-AP5 (10 uM), antagonista de los receptores de NMDA. Las células
cargadas con Fura2/AM se incubaron con tapsigargina, un bloqueante de la bomba de Ca?
del reticulo sarcopldsmico (1 uM, 30 min, temperatura ambiente, oscuridad). Se utilizé un
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microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss Axiovert S100 TV) con una plataforma de
perfusion termostatizada, que mantenia los medios perfundidos sobre los cristales a 37 °C
(referenciados en Tabla 3, material y métodos).

La ldmpara de epi-iluminacion Zeis X-Cite Series 120 se utilizé para excitar las muestras de
forma alternativa a 340 y 380 nm, con una rueda de filtros (Warner Instruments). La
fluorescencia emitida a 505 nm fue recogida por la cadmara Orca ER (Hamamatsu
Photonics). Los registros se hicieron con el objetivo de 40x de inmersion en aceite (Zeiss
40/1,30), utilizando el programa analizador de pixeles Aguacosmos 2.0 (Hamamatsu).

3.2.3 Tratamiento con A:

Para el estudio de los efectos de los oligémeros del péptido AB1-42 (ABs) €n neuronas de
hipocampo se prepararon los oligdmeros siguiendo el protocolo de preparacién descrito por
el laboratorio (Caballero E et al., 2016). Especificamente, AB1-42 Se mantuvo a -20 °C disuelto
en DMSO hasta el dia anterior al tratamiento de las células, momento en el que se procede
a realizar su oligomerizacion: 1,6 pl de ABi.42 se diluyeron en 98,4 ul de medio MEM, y la
solucidn resultante se traté con ultrasonidos durante 10 min. El péptido se incub6 a 37 °C y
5% CO. durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se trataron los cultivos de neuronas con el
péptido amiloide, cuya concentracion teorica es de 1-2 uM; sin embargo, estudios previos
del laboratorio estimaron que la concentracion es aproximadamente cuatro veces menor
(Figura 6). Los cultivos se incubaron durante 24 ha 37 °C y 5% CO..

A) Oligomerizacion B) Tratamiento
<
1.6 Pl AB1az 1.NEUROBASAL _
\f 98,4 ul MEM FRESCO — e —
‘]O min 2. MEDIO
ultrasonidos PRESENTE
EN LOS
1 CULTIVOS
S7%
[ 4 1 5%cCo, 3. ABo
- 24 h

Figura 6. Tratamiento de cultivos de hipocampo de rata con AB,. A) Dia 1: Oligomerizacion del
péptido ABi-42. B) Dia 2: Tratamiento de las neuronas de hipocampo. En funcion de la condicién
experimental de los cultivos, se siguio el siguiente esquema:
o Joévenes control: medio placas jovenes + Neurobasal hasta 500 pl/cristal + 25 pl MEM.
o Jovenes experimental: medio placas jovenes + Neurobasal hasta 500 pl/cristal + 25 pl ABo.
o Envejecidas control: medio placas envejecidas + Neurobasal hasta 500 pl/cristal + 25 pl
MEM.
o Envejecidas experimental: medio placas envejecidas + Neurobasal hasta 500 pl/cristal + 25 pl
ABo.
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3.2.4 Inmunofluorescencia:

La inmunofluorescencia es una técnica que permite analizar la presencia de determinadas
moléculas mediante el uso de anticuerpos. En este estudio las moléculas de interés son las
tres isoformas de los receptores de IP; (IPsR 1-3). Los cristales sembrados con neuronas de
hipocampo se lavaron con una solucion de PBS 1% y se fijaron incubando con
paraformaldehido al 4% (200 pl/cristal, 20 min). Tras nuevos lavados con PBS 1%, las
células se permeabilizaron con tritbn 0.1% durante 10 min y se bloquearon los sitios de
union inespecifica con suero de cabra 20% (200 pl/cristal, 10 min). Seguidamente, se
incubaron las células con el anticuerpo primario (Tabla 4) para cada isoforma del receptor de
IP3, a una dilucién 1:50 (45 pl suero de cabra 20%, 5 pl triton 1% y 1 pl de anticuerpo
primario, 4 °C y 12 h en oscuridad). Transcurrido este tiempo, se lavaron los cristales con
PBS 1% y se incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla 4), que lleva ligado un resto
fluorescente, a una dilucion 1:300 en suero de cabra 10% (75 pl/cristal, 1 h, temperatura
ambiente y oscuridad). La imagen de fluorescencia permite identificar y determinar
semicuantitativamente la expresion de los antigenos, en este caso los IP3Rs.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Anticuerpo secundario

primario
IPsR1 a-1gG IPsR1 cabra anti IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488
(fluorescencia verde)
IPsR2 a-1gG IPsR2 cabra anti IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488
(fluorescencia verde)
IP3R3 a- 1gG IPsR3 ratdn anti IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 594
(fluorescencia roja)

Transcurrido el tiempo de incubacion del anticuerpo secundario, los cristales se lavaron con
PBS 1% y se tifieron los nucleos con DAPI a una dilucién 1:5000 en suero de cabra 10%
(250 pl/cristal, 10 min, temperatura ambiente y oscuridad). Seguidamente, se lavaron las
células PBS 1% y con agua desionizada. Finalmente, los cristales se colocaron sobre un
portaobjetos utilizando Vectashield como medio de montaje (3 pl/cristal).

3.2.5 IPs;enjaulado o Caged-Ins (1, 4, 5)Ps/PM:

El IP; enjaulado (caged-IPs) es una molécula compleja que mediante una reaccion de
fotolisis permite la liberacion de IP3, el cual de manera fisiolégica interacciona con los IP3Rs
permitiendo la liberacion de Ca?* de los depdsitos. La estructura de este compuesto se basa
en una molécula de IP; que interacciona por su grupo 6-hidroxilo con un grupo
nitrodimetoxibencilo, que bloguea su actividad biol6gica. Esta estructura es capaz de
atravesar la membrana plasmatica de forma inactiva gracias a un grupo propionoximeileno
(PM) que por un enlace éster protege los grupos fosfato de la molécula de IPs. Una vez
atravesada, el compuesto es atacado por esterasas que rompen el enlace éster que une el
grupo PM; en neuronas esto ocurre aproximadamente a los 90-120 min desde su
administracion. Seguidamente, el cultivo se irradia con un ldser a 400 nm, lo que produce la
fotolisis del compuesto y la inmediata liberacion de la molécula de IPs; en su forma
biolégicamente activa (Figura 7). Para observar la liberacion de Ca?* de los depoésitos se
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utilizé el compuesto Fluo-4/AM, una sonda fluorescente que se une a Ca?*; cuyo maximo de
excitacion se encuentra a 494 nm y el de emisién a 506 nm.

B

. IP; ENJAULADO '

ﬂ PM
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‘ IP; LASER
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Figura 7. Liberacion de Ca?* de los depdsitos por la accion del 1Pz enjaulado.

Los cristales cultivados con neuronas jévenes y envejecidas, se lavaron con medio externo
estandar (MEC) y se incubaron con el medio de carga: 2 uM Fluo-4 y 4 uM caged-IP3; en
MEC (250 pl/cristal, 2 h, 37 °C, 5% CO, y oscuridad). Se utiliz6 el microscopio
confocal Leica TCS SP5 para llevar a cabo la fotolisis del compuesto y el analisis de la
liberacion de Ca?* de los depdsitos. Los datos de fluorescencia obtenidos se normalizaron
respecto a la basal (F-Fo).

3.2.6 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos, y en primer lugar se realizaron diversos modelos lineales y se
evaluaron las suposiciones de homocedasticidad y normalidad de los datos. En caso de
violarse alguno de estos supuestos del modelo, se procedid eliminando outliers o
transformando las variables respuesta. Posteriormente se evalu6 la significacion de cada
factor, asi como sus interacciones, mediante el analisis de la varianza. En caso de que algln
factor resultase significativo, se hicieron las correspondientes comparaciones dos a dos para
analizar exactamente entre qué niveles del factor en cuestion hubo diferencias signficativas.
Estas comparaciones dos a dos se realizaron mediante métodos que controlan las tasas de
error para hacer frente al problema de las comparaciones mdultiples y evitar asi falsos
positivos, como puede ser la prueba de LSD de Fisher o Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1.- EFECTOS DE MDEB SOBRE SOCE EN NEURONAS JOVENES Y ENVEJECIDAS.

La disminucién de SOCE en cultivos primarios de neuronas envejecidos con respecto a
cultivos jévenes planted la cuestion de la posibilidad de aumentar esta entrada de Ca?* en
cultivos a largo plazo; con el fin de revertir el efecto del envejecimiento en neuronas. Con
este proposito, se estudiaron los efectos del compuesto MDEB como potenciador de SOCE
(Figura 8).
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Figura 8. Efecto del compuesto MDEB sobre la entrada de Ca?* dependiente de depdsitos
neuronas jovenes y envejecidas. Las neuronas de hipocampo jévenes (7-9 DIV) y envejecidas (22
DIV) fueron cargadas con Fura-2/AM y estimuladas con MDEB (1mM) durante 4 minutos en medio
externo libre de Ca?* (Ca0Q) y coctel inhibidor de canales voltaje dependientes (CIC). Registros
representativos de los niveles de Ca?* medidos por fluorescencia (Ratio F340/F380) a nivel de célula
Gnica. Imagenes insertadas son representativas de los niveles de Ca?" en neuronas jovenes y
envejecidas; en cada gréfica arriba en estado basal y abajo la misma célula durante la SOCE. La
barra blanca simboliza 10 um en todas las imagenes y la escala de pseudocolor ratio 0-1.
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Se trataron neuronas jévenes y envejecidas con tapsigargina (1 yM, 10 min) en medio libre
de Ca?" (Ca0) y se estimuld la entrada capacitativa de Ca?" afiadiendo calcio al medio.
Debido a la amplia presencia de canales de calcio en estas neuronas y para descartar la
entrada de Ca?" por otros canales se afadié CIC (TTX 1 uM; CNQX 10 pM; Nifedipina 5 uM;
D-AP5 10 uM) al medio. La Figura 9 muestra que, como se ha descrito previamente, SOCE
es mucho mayor en neuronas jévenes que en las envejecidas. Ademas, se muestra que el
uso del compuesto MDEB (1 mM) aumenta SOCE en neuronas jovenes de forma
significativa. Sin embargo, este compuesto no tiene efecto sobre SOCE en neuronas
envejecidas in vitro.

1.0 -
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" 0.6
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Ratio F340/F380

0.2 1 T
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CONTROL MDEB CONTROL MDEB

0.0

Figura 9. Andlisis del efecto del compuesto MDEB sobre la entrada de Ca?" dependiente de
depdsitos en neuronas jévenes y envejecidas. Las barras representan la densidad éptica (Ratio
F340/F380) como media * error estandar. n= 6, 3, 8 y 14 experimentos (2-10 neuronas de hipocampo
por experimento).*p <0.05 en comparacion con el grupo control. #p <0.05 en comparacion con los
jovenes.

4.2.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE IP; (IPsRS) POR
INMUNOFLUORESCENCIA.

Se estudio la expresion de las tres isoformas del receptor de IP3 (IPsR1, IPsR2 e IP3R3) en
neuronas de hipocampo jévenes y envejecidas, tras el tratamiento con los oligdmeros del
péptido amiloide (ABo.) durante 24 h. El andlisis inmunocitoquimico se realiz6 de forma
independiente para las tres isoformas, mostrandose los resultados obtenidos en la Figura
10.
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Figura 10. Expresiéon de los IPsRs en neuronas de hipocampo de rata tratadas con Af,. Analisis
inmunocitoquimico de la expresion de IP3Rs en cultivos de neuronas de hipocampo jovenes y envejecidas
tratadas con los oligémeros del péptido ABi42. (A, C, E) Imagenes representativas de la fluorescencia
detectada en cultivos jévenes (6-7 DIV) y cultivos envejecidos (21-22 DIV), tratados con ABo (1 uM, 24 h)
o control. La barra representa 10 um en todas las imagenes. (B, D, F) Analisis cuantitativo de la
intensidad de fluorescencia (densidad Optica, unidades arbitrarias). Las barras representan la media +
error estandar. ngesry= 232, 112, 76 y 107; ngesrz= 163, 121, 80 y 92; ngrsr3)= 115, 106, 85 y 90
neuronas respectivamente, procedentes de 4 cultivos independientes. *p<0.05 en comparacién con el
grupo control. # p <0.05 en comparacion con los jovenes.
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> IP3R1: La tendencia de la expresion de la isoforma 1 del receptor es de aumentar en
las células envejecidas respecto a las jovenes. En cuanto al tratamiento con A,
muestran una tendencia de disminucion de la expresion de IPsR1 en neuronas
jovenes y de aumento en envejecidas.

> IP3R2: La expresion de la isoforma 2 del receptor es mayor en neuronas envejecidas
que en cultivos jévenes. El tratamiento con AR, hace que exista una tendencia de
disminucion de la isoforma 2 del receptor, tanto en jovenes como en envejecidas,
siendo en el primer caso, una disminucion significativa.

> IP3R3: La isoforma 3 del receptor presenta una expresion similar en células jovenes y
envejecidas, ya sean tratadas con A, 0 control.

4.3.- MEDIDA DE LA LIBERACION DE Ca?* TRAS EL ESTIMULO CON CAGED-IP;

El siguiente paso en la investigacion fue analizar la liberacién de Ca?* del RE, inducida por la
molécula caged-IP3, la cual libera IP3 intracelularmente activando los IPsRs permitiendo la
salida de Ca?* de los depositos. Los resultados de los niveles de Ca?* liberados por el RE en
cultivos a corto y largo plazo; y tratados con los oligémeros del péptido AB1-42, S€ muestran
en las Figuras 11y 12.

El envejecimiento produce sobre las neuronas un aumento de la liberacién de Ca?" desde el
RE a través de los IP3Rs. El tratamiento de las neuronas jévenes con AR, produce en las
mismas una disminucion de la liberacion de Ca?" a través de dichos receptores. De forma
destacable, las neuronas de cultivos envejecidos no tratadas con el péptido muestran una
liberacion grande de Ca?* desde el RE, siendo ésta sostenida en el tiempo.
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Figura 11. Liberacion de Ca?* a través de los IP3Rs por la molécula caged-IP; en células de
hipocampo de rata tratadas con AB,. Neuronas de hipocampo jovenes (7-9 DIV) y envejecidas (21-
22 DIV) tratadas con ABo (1 pM) o no tratadas (control) fueron cargadas con Fluo-4/AM y caged-IPs (3
pUM) en medio externo estandar (Cal). El caged-IPs fue fotoliberado mediante irradiacién a 400nm. Se
tomaron imagenes de fluorescencia mediante microscopia confocal para estimar la salida de Ca®* a
través de los receptores de IP3 en neuronas. Se muestran registros representativos de los niveles de
Ca?* medidos por fluorescencia (u.a) a nivel de célula Unica.
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Figura 12. Andlisis de la liberacion de Ca?* a través de los IPsRs por la molécula caged-IP; en
células de hipocampo de rata tratadas con Af.. Las barras representan la fluorescencia como
media + error estandar del incremento de fluorescencia de un experimento representativo de los 7
experimentos llevados a cabo. n= 3, 8, 11 y 3 células, respectivamente.*p <0.05 en comparacién con
el grupo control. #p <0.05 en comparacion con los jévenes.
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5. DISCUSION

El aumento de la esperanza de vida y la reduccién progresiva de la mortalidad hacen que en
los paises desarrollados exista un aumento de la poblacidbn anciana, generando asi un
importante reto sanitario, social y economico. La investigacion en envejecimiento y
patologias asociadas supone un punto de apoyo para tratar este creciente problema. El
tiempo produce sobre los seres vivos un acimulo de alteraciones a nivel celular; entre estas,
encontramos la desregulacion de la homeostasis de Ca?*. Dado que el Ca?* es un segundo
mensajero de gran relevancia en la célula, no es de extrafiar su participacion en estos
procesos asociados a una edad longeva.

Una de las lineas de investigacion de nuestro laboratorio busca entender como ocurren los
procesos celulares relacionados con el Ca?" intracelular y el envejecimiento. Estudios
previos de determinaron que en neuronas envejecidas existe una baja SOCE, en
comparacion con la alta entrada existente neuronas joévenes (Calvo-Rodriguez M et al.,
2016). Puesto que una baja SOCE esta asociada a la falta de estabilidad de las neuritas,
nos planteamos que podria ser interesante tratar de aumentar SOCE en las neuronas
envejecidas y quizas asi restaurar la pérdida cognitiva asociada al envejecimiento. Para ello,
decidimos estudiar los efectos de potenciador de la SOCE recientemente propuesto, el
MDEB. Los resultados muestran que la entrada capacitativa de Ca?" se vio claramente
aumentada en neuronas jévenes con el uso del potenciador, sin embargo, en las neuronas
envejecidas, con mucha menor SOCE, no se observé ningun efecto. Una posible explicacién
para el efecto potenciador del MDEB en cultivos de neuronas a corto plazo y no en cultivos a
largo plazo podria estar relacionado con la expresion de ORAIL1 en las neuronas. Los
estudios de Aleaddine Djillani sobre el MDEB determinaron que la funcionalidad de este
compuesto es dependiente de la presencia del canal ORAIL en la membrana de las células
(Djillani A et al.,, 2015). Siguiendo este contexto, estudios previos del laboratorio
determinaron que las neuronas de hipocampo de cultivos envejecidos expresan bajos
niveles del canal ORAI1 (Calvo-Rodriguez M et al., 2016), pudiendo ser esta la razén por la
gue el compuesto MDEB no tiene efecto potenciador en las neuronas de hipocampo
envejecidas. Los resultados obtenidos invitan a probar nuevos potenciadores de SOCE u
otras estrategias que pudiesen tener efecto sobre las neuronas de cultivos a largo plazo,
precisamente las neuronas a las que seria interesante potenciar SOCE en el contexto de la
restauracion de las plenas funcionalidades neuronales perdidas durante el proceso de
envejecimiento, o debidas a la enfermedad de Alzheimer.

Ademas de los cambios en SOCE, nuestro laboratorio ha descrito que el envejecimiento
neuronal esta asociado a un aumento del nivel de llenado de los depdsitos de calcio
intracelular, mayor liberacién de calcio inducida por cafeina que activa el proceso CICR vy
mayor respuesta a acetilcolina que activa receptores de IP;. Ademas, todos estos procesos
se ven incrementados todavia mas si las neuronas envejecidas son tratadas con oligémeros
del péptido amiloide (Calvo-Rodriguez M et al., 2018 y 2019). La conclusion de estos
estudios previos de nuestro grupo es que el envejecimiento promueve el acoplamiento
funcional entre el RE y las mitocondrias. El elemento mas importante de este acoplamiento
es el receptor IP3, por tanto, determinar la expresion de las distintas isoformas de estos
receptores y los efectos del envejecimiento y los oligobmeros sobre la expresion y la
funcionalidad de las isoformas es muy relevante para entender los mecanismo de muerte en
las enfermedades neurodegenerativas.
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Las enfermedades neurodegenerativas vienen en gran parte determinadas por la edad.
Dada su relacion con el envejecimiento, resulta interesante como la presencia de tdxicos
relacionados con estas patologias (como los AB. en el Alzheimer) produce alteraciones en la
sefializacion por Ca?* en modelos de envejecimiento. El Alzheimer es una de las
enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes en la poblacion. Numerosas
investigaciones asocian esta enfermedad a la acumulacion de la proteina amiloide (ABi-42),
la cual forma agregados en forma de oligdmeros y placas seniles, que se encuentran en
cerebros de pacientes de Alzheimer. Nuestro grupo de investigacion estudia cémo la
presencia de los oligomeros de la proteina AB1.42 puede afectar a la homeostasis del Ca?* en
neuronas de hipocampo. Dada la relacion entre el envejecimiento y el Alzheimer, y el papel
de la sefalizaciéon por Ca?" en ambos procesos, surgié la incertidumbre sobre como la
presencia de los oligémeros ABi.42 podria provocar algin impacto sobre la expresion de los
receptores IP3;. Los resultados muestran que existe una tendencia al aumento de la
expresion de dichos receptores en neuronas envejecidas respecto a las jovenes. En cuanto
al tratamiento de los cultivos de neuronas de hipocampo con los oligémeros del péptido AB1-
42, en cultivos jovenes el tratamiento con AR, promueve una pequefia disminucion de la
expresion de la isoforma 2 del receptor de IP3 (IPsR2). Estos resultados sugieren que ni el
envejecimiento ni el tratamiento con oligobmeros del péptido amiloide parecen inducir
cambios en la expresion de receptores de IP3, 0 al menos estos parecen insuficientes para
explicar los cambios en la homeostasis del calcio intracelular durante el envejecimiento
neuronal.

A pesar de que los posibles cambios en la expresion de IP3Rs no parecen ser muy
significativos, ello no implica necesariamente que no haya diferencias en su actividad. Por
ello, se llevo a cabo el andlisis de la liberacion de Ca?" del RE por la estimulacion de los
IPsRs con un analogo del IP3, el caged-IPs; o IPs-enjulado. Los resultados obtenidos con la
aplicacion del caged-IP3 en neuronas de hipocampo muestran una mayor liberacion de Ca?
de los depdsitos en neuronas envejecidas respecto a cultivos jévenes. Este resultado podria
explicar los cambios en la liberacion de calcio inducidos por acetilcolina en neuronas
envejecidas descritos recientemente por nuestro laboratorio (Calvo-Rodriguez M et al.,
2018). Ademas, los resultados muestran que el tratamiento con los oligdémeros del péptido
amiloide parece disminuir la actividad de los receptores de IP3 en las neuronas jévenes. Este
cambio, de confirmarse, podria ser relevante ya que la actividad de los receptores de IP; es
determinante en la fisiologia neuronal. Se ha descrito que se requiere una cierta actividad de
los receptores para que haya una entrada de calcio a la mitocondria mantenida para permitir
la sintesis de ATP (Cardenas C et al.,, 2000). En ausencia de este flujo, se produce la
activacion de la autofagia que puede conducir a la muerte neuronal. Es necesario confirmar
los resultados expuestos en un mayor niumero de muestras.

Estos andlisis suponen un pequefio aporte a la investigacibn en envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas; sin embargo, aun queda mucho por conocer. Debido al
gran desconocimiento, futuros experimentos podrian estar enfocados a la accién de los
oligdmeros del péptido AB1-42 Sobre otros componentes participantes en la homeostasis de
Ca? o en una profundizacién sobre SOCE vy la liberacion de Ca?* de los depésitos,
elementos presentados en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

Los estudios desarrollados en este Trabajo de Fin de Master se pueden resumir en las
siguientes conclusiones:

1. El cultivo primario de células de hipocampo de rata permite estudiar la sefalizacion
por Ca?', la expresion de los IP3Rs y la liberacion de Ca?* desde el RE inducida por
la molécula caged-IPs.

2. Las neuronas de hipocampo de rata de cultivos a largo plazo no son sensibles al
compuesto MDEB, potenciador de la SOCE. Sin embargo, las neuronas de
hipocampo de rata de cultivos a corto plazo ven aumentada de forma significativa la
SOCE en presencia de MDEB.

3. Las neuronas de hipocampo de rata tratadas con oligobmeros del péptido ABis2
expresan las tres isoformas de los IPsRs (IPsR1, IPsR2 e IPsR3). Los estudios de
inmunofluorescencia han mostrado el aumento de expresion de la isoforma IP3R2
durante el envejecimiento y su disminucién tras el tratamiento con AB, en neuronas
jovenes.

4. La liberacién de Ca?" desde el RE, mediante la estimulacién de los IPsRs en cultivos
primarios de neuronas de hipocampo de rata, se ve incrementada durante el
envejecimiento. El tratamiento con oligomeros del péptido ABi.42 reduce la liberacion de
Ca?" a través de los IPsRs en neuronas jovenes.
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