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Introduccion: el envejecimiento

El tema de esta tesis ha sido el estudio de los mecanismos de neurodegeneracion asociados al
envejecimiento cerebral y el papel que desempefian los astrocitos como neuroprotectores utilizando
modelos animales in vitro e in vivo. Los astrocitos son las células mas abundantes del cerebro y su
funcion es muy importante, ademas de dar soporte tréfico a las neuronas tienen una funcidon
anticitotoxica y modulan la actividad neuronal. El papel de los astrocitos y su activacién en el
envejecimiento es un proceso poco conocido. Por eso nuestro trabajo ha seguido esta linea de
investigacién porque un mayor conocimiento de esta célula glial puede ayudarnos a entender los
cambios fisiopatologicos que conlleva el paso de los afios en el cerebro humano. El envejecimiento
cerebral es un factor de riesgo de enfermedades neurodegenerativas y nuestro laboratorio estd
especialmente interesado en el estudio de la enfermedad de Alzheimer por su alta incidencia en la
poblacién de edad avanzada.

1. EL ENVEJECIMIENTO

1.1 DEFINICION Y CARACTERISTICAS

Denham Harman, biogerontdlogo padre de la teoria de los radicales libres, postuld que el
envejecimiento es el resultado de la acumulacion de cambios en el organismo que ocurren a lo
largo del paso del tiempo y que causan un incremento en la probabilidad de enfermedad y muerte
del individuo. Bernard Strehler, gerontélogo americano, defini6 el envejecimiento como un proceso
universal que ocurre en todas las especies, intrinseco cuyo origen debe ser endoégeno y no depende
de factores extrinsecos, progresivo ya que los cambios se dan a lo largo de la vida y deletéreo

llevando a una pérdida de funciones en el organismo (Vifa et al., 2007).
Hay cinco caracteristicas comunes en el envejecimiento de los mamiferos:

a) El aumento de la mortalidad después de la madurez.

b) Cambios bioquimicos en la composicion de los tejidos.
¢) Disminucidn progresiva en las funciones fisioldgicas.

d) Menos habilidad para responder a estimulos ambientales.

e) Aumento de la susceptibilidad y vulnerabilidad a las enfermedades (Troen, 2003).

El envejecimiento se compone de cambios en el orden morfoldgico, psicologico, funcional y
bioquimico que se caracterizan por una pérdida progresiva en el tiempo de la capacidad de
adaptacion y la capacidad de reserva del organismo, que produce un aumento progresivo de la
vulnerabilidad ante situaciones de estrés y finalmente la muerte. Un buen ejemplo es la

disminucion de la capacidad de los ancianos a soportar temperaturas extremas, infecciones y en
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general situaciones de estrés. En el envejecimiento es importante la pérdida de vision, de
audicion, de memoria, de coordinacién motora y otras funciones neuronales. La mayoria de
organos vitales sufren atrofia o degeneracion. El sistema inmune esta debilitado y el organismo
es mas susceptible a traumas, infecciones u otros factores de estrés. La incidencia de cancer y de

enfermedades neurodegenerativas aumenta exponencialmente con la edad (Viiia et al., 2007).

El envejecimiento se ha definido primero como una etapa de la vida y posteriormente como un
proceso de deterioro en el que se suman una pérdida de funciones fisiologicas necesarias para
mantener constante el medio interno con el paso de los afios. La muerte es el final de este

proceso que no permite mantener este equilibrio llamado homeostasis (Vifia et al., 2007).

Hay que diferenciar entre el envejecimiento fisiolégico que estd exclusivamente relacionado
con el paso del tiempo con cambios en los oOrganos y sistemas del organismo y el
envejecimiento patologico caracterizado por la presencia de alteraciones secundarias a

enfermedades o por influencias ambientales.

1.2 TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Durante este siglo se ha propuesto un gran numero de teorias para explicar la naturaleza del
envejecimiento. Por la naturaleza multicausal del envejecimiento, resulta improbable que una

teoria unica pueda explicar todos sus mecanismos. Es importante tener en cuenta que:

a) En el envejecimiento estan implicados diferentes genes, se han llegado a sefialar hasta 100
genes implicados en la evolucion de la longevidad. También hay mutaciones multiples que
afectan a todos los procesos del envejecimiento.

b) El envejecimiento ocurre a todos los niveles: a nivel molecular, nivel celular y nivel

tisular.

Todos estos fendmenos del envejecimiento no los puede explicar un mecanismo unico, por lo
tanto, la teoria que valore la naturaleza multicausal sera la que conseguira un acercamiento

cientifico mas racional (Pardo, 2003).

Muchas teorias y clasificaciones se han propuesto para explicar el envejecimiento humano,
nosotros clasificaremos estas teorias en evolutivas, estocasticas y genéticas.

1.2.1 TEORIAS EVOLUTIVAS
Las teorias evolutivas estan en contra de un envejecimiento programado ya que argumentan
que los individuos estan programados para sobrevivir, no para morir. Las teorias evolutivas se
basan en dos principios: la fuerza de la evolucién disminuye con la edad y que la longevidad

requiere una inversion energética para el mantenimiento somatico y la reparacion celular que
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compite con la inversion requerida para el crecimiento, desarrollo y la reproduccion del
individuo (Kirkwood, 2002). Hay tres teorias evolutivas que no son excluyentes entre si y

pueden dar lugar en un futuro a una tnica teoria evolutiva (Gavrilov & Gavrilova NS, 2002).
1.2.1.1 Teoria de la mutacion acumulada

Esta teoria se basa en la acumulacion de mutaciones en lineas celulares germinales con el
paso de los afios que no son reparadas ya que la fuerza de la seleccion es muy débil. Esta
“sombra en la seleccion” permite que una gran variedad de alelos con efectos deletéreos se
acumulen a lo largo de generaciones con gran heterogeneidad en su distribucion entre

individuos de cada poblacion (Kirkwood & Austad, 2000).
1.2.1.2. Teoria de pleiotropia antagonistica

Esta teoria postula que los genes pleiotropicos con efectos beneficiosos tempranos son
seleccionados positivamente por su beneficio en la supervivencia aunque tengan efectos

deletéreos en las edades avanzadas del individuo (Kirkwood & Austad, 2000).
1.2.1.3 Teoria del soma desechable

Esta teoria sugiere que la senescencia es el resultado de un desajuste entre la supervivencia
tardia y la fecundidad temprana. La teoria del soma desechable afirma que los recursos
energéticos son mejor utilizados para el mantenimiento de las células reproductoras que para
mantener las células con una longevidad somatica indefinida y por tanto las células no

reproductoras del cuerpo son prescindibles (Kirkwood & Rose, 1991).
1.2.2 TEORIAS ESTOCASTICAS

Dentro de estas vamos a citar un conjunto de teorias que consideran el envejecimiento como
consecuencia de alteraciones que dafian moléculas vitales de forma aleatoria y se acumulan a lo

largo del tiempo.

1.2.2.1 Teoria de la mutacion somatica y reparacion del DNA

La teoria de la mutacion somatica, que en un principio consideraba que las radiaciones
ionizantes eran la causa de mutaciones en el DNA de las células somaticas y esto era la causa
del envejecimiento, se ha ido ampliando a otras causas exdgenas ambientales como agentes
quimicos y endogenos como los radicales libres (Vijg, 2000) (Figura 1). Las radiaciones
aumentan mas la mortalidad celular que su envejecimiento sobre todo debido a la
transformacion neoplasica de las células (Turler, 2000). La teoria de la reparacion del DNA
seflala una disfuncion en los mecanismos de reparacion del DNA como los causantes de la

acumulacion de mutaciones tanto en el ADN nuclear como el mitocondrial. Actualmente varios
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modelos de ratones transgénicos y knock-out de algunos de los sistemas de reparacion del ADN
muestran un aumento de mutacion en el genoma que lleva a una pérdida funcional que depende
del tipo celular (Ono et al., 2002) Estas células tienen diferente grado de degeneracion con una

mayor tasa de neoplasia y mortalidad (Vijg et al., 2000).
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Figura 1. Teoria mutaciéon somatica. Adaptado Dani et al, 1997.

1.2.2.2 Teoria de los radicales libres/ estrés oxidativo y dafio mitocondrial

Inicialmente Harman propuso la teoria de los radicales libres que postula que los cambios
en el envejecimiento son debidos al dafio que los radicales libes causan en las biomoléculas
(Harman, 1981, 2003). Los radicales libres son moléculas que contienen un electron
desemparejado que es altamente reactivo y que pueden oxidar acidos nucleicos, proteinas y
lipidos conduciendo a una pérdida en su funcidon con el paso del tiempo. En el envejecimiento
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa y la catalasa estan disminuidos (Biesalski,
2002). Asi los sistemas antioxidantes son incapaces de contrarrestar el ambiente oxidante y se
producen dafios en los tejidos. Hay datos que abalan esta teoria, los radicales como las especies
reactivas de oxigeno parecen tener un papel regulador en la expresion diferencial de genes, la
replicacion celular, la diferenciacion y la apoptosis (Suzuki et al., 1997). La produccion de
radicales en el corazdn, rindn, e higado de varios mamiferos se encontré inversamente
proporcional a su longevidad (Sohal et al., 1989). Los animales viejos muestran un mayor indice

de oxidacion que los jovenes y acumulan mas macromoléculas oxidadas (Stadtman, 1992; Sohal
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et al., 1993). Una evidencia importante es que la mosca Drosophila sobre expresando Cu/Zn
superdxido dismutasa y catalasa muestra un incremento tanto de la media de vida como de la
esperanza de vida (Orr & Sohal, 1994). Posteriormente Miquel y colegas propusieron la teoria
del estrés oxidativo (EO) y dafio mitocondrial. Esta teoria postula que el envejecimiento es el
resultado del dafio causado por las especies reactivas de oxigeno en el genoma mitocondrial de

las células postmitoticas (Miquel, 1998; Viiia et al., 2007).
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Figura 2. Teoria mitocondrial del envejecimiento. Adaptado de Miquel J., 1998.

Esta teoria se basa en el hecho que las especies reactivas de oxigeno atacan el ADN
mitocondrial (ADNmt). EI ADNmt acumula mutaciones en las células somaticas donde la
produccion de ATP se ve comprometida junto a la sintesis de proteinas y la regeneracion

mitocondrial. Asi la funcién celular se encuentra alterada y disminuye su resistencia ante
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situaciones de estrés que conlleva a una senescencia celular con mas posibilidad de entrar en
apoptosis (Figura 2) (Miquel, 1998). La mitocondria es la principal fuente de especies reactivas
de oxigeno (ROS) vy esta teoria sugiere que la mutacion del ADNmt produce una deficiencia en
la fosforilacion oxidativa aumentando la produccion de ROS. El aumento de la generacion de
ROS conlleva a un incremento de estrés oxidativo y a su vez un aumento en la mutagénesis del
ADNmt. Esto causa un ciclo vicioso que exponencialmente incrementa el dafio oxidativo, la
disfuncion celular y culmina en la muerte de la célula (Hiona & Leeuwenburgh, 2008) (Figura
3).

Cell Death

Figura 3. Ciclo vicioso de la teoria mitocondrial. Adaptado de Hiona & Leeuwenburgh, 2008.

La teoria del estrés oxidativo y dafio mitocondrial esta relacionada con la teoria del axis
mitocondria lisosomal donde actmulos de desecho de la célula como la lipofucsina son
resultados de un dafio lisosomal causado por ROS que impide la correcta renovacion
mitocondrial y se da un aumento de estrés oxidativo que dafia mas a la mitocondria y se produce

un desajuste bioenergético, decaimiento funcional y muerte celular (Brunk & Terman, 2002).

La teoria del estrés oxidativo y dafio mitocondrial es la teoria mas apoyada por diferentes
grupos de investigacion actualmente (Balaban et al. 2005; Muller et al., 2007). Hay muchas
evidencias que apoyan esta teoria. Por ejemplo las mitocondrias de animales viejos producen

mas ROS que las de los jovenes (Sohal & Sohal, 1990). Ademas hay una correlacidon inversa
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entre la produccién de perdxidos mitocondriales y la longevidad en mamiferos (Sohal & Sohal,
1991; Barja et al., 1994). Se produce dafio oxidativo en lipidos y proteinas mitocondriales
(Ames et al., 1995). El ADNmt es mas susceptible a la mutacion con el paso de los afios y su
fragmentacion se relaciona con la apoptosis celular (Ozawa, 1997; Yoneda, 1995).
Recientemente se ha demostrado la conexidn entre la mutacion mitocondrial y el envejecimiento
a través de la creacion de un raton knock-in con la polimerasa mitocondrial defectuosa (PolgA)
que acumula dafios en su ADNmt y el animal experimenta un envejecimiento acelerado que le

causa una muerte prematura (Trifunovic et al., 2004).

1.2.3 TEORIAS DEL DESARROLLO Y GENETICAS
Las teorias del desarrollo y genéticas consideran el envejecimiento como un proceso

continuo del desarrollo y maduracion genéticamente controlado.
1.2.3.1 Teoria de los genes determinantes de la longevidad

La hipdtesis central es que la aparicion y evolucion de genes reguladores que mantienen los
procesos vitales de la vida por mas tiempo, suministran una ventaja selectiva para las especies.
Esta hipotesis propuesta por Cutler predice que pueden existir genes clave determinantes de
longevidad de naturaleza reguladora que son capaces de gobernar la tasa de envejecimiento del
cuerpo entero (Pardo, 2003). Hay una amplia evidencia que en muchas especies la longevidad
maxima esta bajo control genético aunque su heredabilidad es menor del 35% (Finch & Tanzi,
1997). Hay mutaciones en determinados genes que pueden modificar la senescencia en
diferentes especies. Por ejemplo en el nematodo Caenorhabditis elegans hay diversos genes que
pueden modificar su longevidad como age-1 altera el promedio de envejecimiento; daf-2 y daf-
23 que activan un retraso del desarrollo; spe-26 reduce la fertilidad; y clk-1 altera el reloj
biologico (Murakami & Johnson, 1996). El gen daf-2 codifica para un miembro de la familia de
los receptores de insulina/ IGF y su mutaciéon puede doblar la esperanza de vida con la
participacion del gen daf~16.El gen daf-16 es un factor de transcripcion que interviene en la via
de transduccion de la insulina entre otras cuya mutacion incrementa la longevidad (Murphy et
al., 2003). La capacidad de los mutantes daf para detoxificar los ROS puede ser un mecanismo
que intervenga en su incremento de longevidad (Sampayo et al., 2003). SIR2 es otro gen que
aumenta la longevidad en nematodos, es un NAD-histona diacetilasa cuya funcidn entre otras
es silenciar genes (Shore, 2000). SIR2 es esencial en la transduccidon de sefales metabdlicas y
actiia reduciendo el dafio somatico (Lin & Guarente, 2003). SIR2 ademds incrementa la
longevidad regulando negativamente la via de sefializacion de la insulina/ IGF (Tissenbau &
Guarente, 2001). La restriccion calérica (RC) extiende la vida desde levaduras a mamiferos
(Masoro, 2002) pero no actua en ausencia de SIR2 (Lin et al., 2000). Los beneficios de la RC no
se debe a una reduccion de la tasa metabdlica sino a una eficiencia bioenergética que reduce el

dafio oxidativo (Masoro, 2002). En mamiferos, proteinas homologas a las codificadas por SIR2
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llamadas sirtuinas promueven la longevidad, entre ellas SIRT1 reprime FOXO el homdlogo en
mamiferos de DAF-16 (Motta et al., 2004) y regula su actividad en respuesta al estrés oxidativo
(EO) (Brunet et al., 2004). FOXO3a protege frente al estrés oxidativo estimulando la reparacion
del DNA vy incrementando las defensas antioxidantes (Tran et al., 2002; Kops et al., 2002). La
expresion de esta proteina esta incrementada en células nulas en p66™™ (Nemoto S, Finkel T.
2002). Los ratones nulos en p66™ tienen una longevidad aumentada en un 30% (Lithgow,
2000). La proteina p66 (shc) esta implicada en sefiales de transduccion en respuestas
mitogénicas y apoptdticas y es necesaria para activar p5S3 a inducir apoptosis y aumentar los
niveles de ROS (Trinei et al., 2002). Los ratones heterocigotos knock-out para el receptor IGF
(Factor de crecimiento de la insulina) viven un 26% mads; tienen reducida la actividad de la
proteina p66°™™ y esto puede ser su mecanismo de resistencia al EO (Holzenberger et al., 2003).
Los ratones Snell dwarf contienen también una Unica mutacion en Pit-1 dw que altera el
desarrollo de la pituitaria, disminuye su produccion de hormona del crecimiento, tirotropina y
prolactina y también aumentan su longevidad del 25 al 50% (Flurkey et al., 2002). Estudios en
hombres centenarios han encontrado que genes en el cromosoma 4 estan asociados con una
mayor longevidad (Perls et al., 2002). Ademads hay algunas variantes de la apolipoproteina E
(ApoE) que estan en ancianos centenarios que disminuyen el riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares y la enfermedad de Alzheimer (Schichter et al., 1994).
1.2.3.2 Teoria de los sindromes de envejecimiento acelerado

Hay enfermedades donde la mutacion de un solo gen lleva a una enfermedad con
caracteristicas de senescencia acelerada. Estas enfermedades son llamadas progerias y las mas

importantes son la enfermedad de Hutchinson-Gilford y el sindrome de Werner.

El sindrome de Werner es una enfermedad autosémica recesiva, los pacientes desarrollan
prematuramente arteriosclerosis, intolerancia a la glucosa, osteoporosis, pérdida del pelo, atrofia
en la piel, menopausia, cataratas y presentan mas tumores. Estos enfermos mueren antes de los
50 afios. El gen responsable de esta enfermedad es wrn, esta localizado en el cromosoma 8 y

codifica para una ADN helicasa (King & Bohr, 2005).

El sindrome de Hutchinson-Gilford es extremadamente raro, es una enfermedad autosomica
recesiva, estos enfermos se caracterizan por una corta estatura, bajo peso corporal, pérdida del
cabello, disminucion de la movilidad y rasgos faciales de anciano. Los fallos cardiovasculares
suelen producirles la muerte cerca de los 13 afios. El gen responsable es la mutaciéon en LMNA
que da lugar a la proteina Laminina A alterada (Hennekam, 2006).

A nivel molecular, en estos sindromes se produce una falta de reparacion, replicacion y
expresion correcta del material genético. Con el estudio de estas enfermedades podemos

comprobar cémo la mutacién de un solo gen nos produce una enfermedad con caracteristicas de
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envejecimiento prematuro actuando a nivel de todo el organismo. (Olster et al., 2002;

Hennekam, 2006).

Hay varios modelos de ratones que desarrollan procesos de envejecimiento acelerado. Entre
ellos cabe destacar el ratdén klotho, mutante en este gen que produce la pérdida funcional de la
proteina de membrana que codifica. Presentan una vida media de 9 semanas y se consideran
que comienzan a envejecer a las 4 semanas. Presentan retraso del crecimiento, actividad
disminuida, involucién del timo, calcificacion pobre, atrofia de la piel, arterosclerosis, enfisema
pulmonar y lipodistrofia. Otro modelo murino de envejecimiento prematuro son los ratones
SAM (senescence accelerate mouse) que presentan unos fenotipos diferentes segun las cepas y
la causalidad genética de su envejecimiento es compleja y implica varios genes no
determinados. Los SAM se han desarrollado por seleccidon fenotipica a partir de ratones de raza
AKR/J basandose en los cambios observados en su envejecimiento. Se han obtenido nueve
cepas de envejecimiento acelerado (SAMP) y tres resistentes al mismo (SAMR) que sirven
como controles. Los ratones SAMP presentan amiloidosis, neoplasias, osteoporosis, debilidad,
fallos respiratorios y auditivos, defectos en el aprendizaje y memoria, cataratas y atrofia
cerebral. Sus fenotipos son distintos segun cada cepa (Kuro-o, 2001). Los ratones SAMP8 son
un modelo reconocido de envejecimiento que desarrollan déficits de aprendizaje y memoria.
Tienen cambios neuropatologicos como el deposito del péptido betamieloide (AP),
hiperfosforilacion de tau, deterioro de las espinas dendriticas y cambios neuroquimicos. Los
cerebros de los ratones SAMP8 padecen estrés oxidativo que se incrementa con la edad

(Tomobe & Nomura, 2009).
1.2.3.3 Teoria neuroendocrina

Esta teoria propone que la disfuncion del sistema neuroendocrino con la pérdida de la
funcionalidad neuronal y de sus hormonas asociadas es clave en el envejecimiento. El eje
hipotalamo-hipofisario adrenal seria el regulador del envejecimiento en el organismo. Debido a
que el sistema neuroendocrino regula el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion, el
metabolismo entre otros aspectos fisioldgicos, su cambio funcional puede conducir al
envejecimiento (Mobbs, 1996) Evidencias de esta teoria es la participacion del cerebro y el
ovario en la menopausia (Wise et al., 1996). Ademas la reduccidon en la neurotransmision
dopaminérgica se produce en cepas de rata de vida corta (Gilad & Gilad, 1987), mientras que la
levodopa puede prolongar la longevidad en ratones (Cotzias et al., 1977) y la esperanza de vida
en humanos (Rajput, 2001). Actualmente se considera que los cambios que se producen con la
edad en el sistema neuroendocrino son una manifestacion secundaria del fenotipo del
envejecimiento y que tiene un origen celular. Otra critica a esta teoria es que hay organismos

que padecen el envejecimiento sin poseer sistema neuroendocrino.
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1.2.3.4 Teoria inmunoldgica

Esta teoria postula al sistema inmunologico como causante del envejecimiento en base a
dos observaciones. Primero, que la capacidad de respuesta sistema inmune disminuye con la
edad y se evidencia como la reduccion de la respuesta de células T a mitégenos y su reducida
resistencia a enfermedades infecciosas. Segundo que los fendmenos autoinmunes aumentan con
la edad y hay un aumento de autoanticuerpos (Troen, 2003).

Hay diferentes evidencias como que la involucidon notable de la masa y composicion del
timo que se observa en ratones viejos y humanos es responsable de la pérdida de la inmunidad
defensiva (Pardo, 2003). A nivel molecular cambios en longevidad en ratones se han visto
relacionados con alelos especificos del complejo mayor de histocompatibilidad asociados a la
susceptibilidad a linfomas e enfermedades infecciosas (Yunis & Salazar, 1993; Caruso et al.,
2001). También esta teoria se ha criticado y los efectos que se dan en el sistema inmunitario se
consideran secundarios al fenotipo en el envejecimiento. Ademas hay especies sin sistema

inmunitario que padecen el envejecimiento.

1.2.3.5 Teoria de la senescencia celular

Hayflick comprob6 la capacidad replicativa finita de los fibroblastos que después se ha
comprobado en otras células in vitro (Hayflick, 1997). Diversos estudios observan que la
capacidad replicativa de los fibroblastos en cultivo esta inversamente relacionado con la
longevidad de los donantes en diferentes especies de vertebrados (Rohme, 1981; Pignolo et al.,
1992). La hipotesis del teldémero postula que el teldémero podria ser el reloj que determina la
pérdida de la capacidad proliferativa de las células. La longitud de los telomeros desciende
progresivamente en las células somaticas que se dividen en el organismo, y lo mismo sucede
durante el envejecimiento de los fibroblastos en cultivo (Harley et al, 1990). Se ha comprobado
que la telomerasa, enzima responsable de mantener la longitud del teldmero, se encuentra
reprimida durante la diferenciacion de las células somaticas, lo que explica la pérdida de ADN
telomérico y por tanto la capacidad replicativa finita de las células (Olovnikov, 1996). El
acortamiento del tamafio de los teldmeros es un factor importante en inducir una capacidad
finita de division de las células humanas produciendo diferenciacion, senescencia o apoptosis.
Las sefiales producidas en el DNA dafnado de los telomeros contribuyen a la activacion de p53
(Aubert & Lansdorp, 2008). El aumento de actividad de p53 reduce la incidencia de cancer pero
incrementa la senescencia celular y el riesgo de apoptosis. El envejecimiento seria el precio a

pagar para evitar el cancer (Ferbere & Lowe, 2002).
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1.3 EL ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

Es muy dificil separar lo que es el envejecimiento normal del patoldgico en el sistema
nervioso, en concreto en el envejecimiento del cerebro. Los cambios cerebrales debidos al
envejecimiento se han estudiado desde el siglo XIX y aun hay muchas incognitas por investigar.
Durante el envejecimiento normal , el cerebro sufre cambios morfologicos y funcionales
afectando a los arboles dendriticos , la sinapsis, la neurotransmision, la circulacion y el
metabolismo que se reflejan en alteraciones motoras y sensoriales, en el suefio, la memoria y el
aprendizaje.(Mariani et al., 2005) Muchas de las alteraciones patoldgicas que se observan al
microscopio en enfermedades como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson
también se observan en el cerebro de una persona clinicamente normal. La diferencia en muchos
casos es solo cuantitativa en cuanto al numero de alteraciones (Ramirez-Exposito & Martinez-
Martos, 1999). En este capitulo empezaré describiendo los cambios cerebrales a nivel

macroscopico y luego a nivel microscépico, celular y molecular.
1.3.1 CAMBIOS MACROSCOPICOS

El peso medio del cerebro humano desde los 20 a los 65 afios es de unos 1400 g. Después
de los 65 afios se ve una disminucion notable hasta llegar a 1150 g de media cuando se superan
los 100 afios (Dani et al., 1997). La reduccién del volumen aumenta de 0.1- 0.2% entre los 30-
50 afios y de 0.3-0.5% por encima de los 70 afios. (Esiri, 2007). Las diferentes regiones del
cerebro sufren diferentes cambios macroscopicos durante el envejecimiento (Figura 4). En la
corteza cerebral, sobretodo su lobulo frontal, tiene tendencia a disminuir alrededor del 10-12%,
en contraste con el cortex parieto-temporo-occipital donde las variaciones son minimas. (Dani et
al., 1997). Ademas se han descrito ensanchamiento de ventriculos, ensanchamiento de giros y

surcos y aumento del liquido cefalorraquideo. (Anderton, 1997)

Estos resultados estan probablemente relacionados con el uso de

las zonas corticales: mientras las entradas sensoriales todavia
conectan al individuo con estimulos sociales en la vejez, las
actividades motoras disminuyen mas rapidamente con la edad.
La disminucion macroscopica de la sustancia blanca es 2 o 3
veces mayor que la de la sustancia gris, esto puede ser debido a
la disminucion en los didmetros de mielina. (Raz & Rodrigue,

2006; Dani et al., 2007).

Figura 4. Cerebro de hombre envejecido. Google imagenes
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1.3.2 CAMBIOS MICROSCOPICOS.

Los estudios microscopicos sobre la pérdida neuronal han sido controvertidos. Los estudios
iniciales que comenzaron en los afios 50 consideraban que el cerebro envejecido sufria una
importante pérdida neuronal y daban importancia a zonas como la corteza cerebral, el
hipocampo y las células de Purkinje (Hall et al., 1975). La pérdida neuronal y el cambio en sus
dendritas varian acorde con las diferentes partes del cerebro en el envejecimiento y en
condiciones neurodegenerativas. Por eso es dificil estimar la magnitud de la pérdida neuronal en
los cerebros humanos ya que muchos de los cerebros de personas mayores de 80 afios estan
afectados por placas amiloideas y neurofilamentos asociados en algunos casos de la enfermedad
de Alzheimer y en otros sujetos estan afectados por enfermedades cerebrovasculares, hechos
que pueden alterar las estimaciones celulares (Neuropathology group, 2001). Actualmente los
estudios con métodos estereoldgicos nos muestran datos mas conservadores con una pérdida
neuronal escasa en general. (Hof &Morrison, 2004). La disminucion en el tamafio neuronal y en
el namero de dendritas a lo largo de los afios es marcadamente visible particularmente en la
corteza cerebral (Terry et al., 1987; Jacobs et al., 1997). Ademas se observa degeneracion en los
axones mielinizados de las capas mas internas de la corteza e incluso de la sustancia blanca

(Peter et al., 1994).

Ademas de lo anteriormente descrito encontramos las siguientes alteraciones microscopicas que

ocurren en el cerebro envejecido:

o Incremento de lipofucsina en las neuronas: es una agregacion intracelular de proteinas y
lipidos con carbohidratos y trazas de metales imposibles de degradar. (Brunk & Terman, 2002).
El complejo lipofucsina/ceroide resulta de la excesiva oxidacion de proteinas que contienen
hierro y el entrecruzamiento que se produce en su formaciéon
presumiblemente en el compartimento lisosomal (Keller et al.,
2004).

o Las neuronas picndticas (Figura 5) aumentan en el
envejecimiento. Estas se caracterizan por presentar en su citoplasma
microvacuolas, actimulos de lipofucsina y polirribosomas
fuertemente disgregados, ademas de un reticulo endoplasmatico
fragmentado y disperso, y mitocondrias con desorganizacion de sus

crestas (Ramirez- Exposito & Martinez-Martos, 1999).

Figura 5. Neuronas picnoéticas. Ramirez- Expésito & Martinez- Martos,
1999.

Neuronas tefiidas con azul de toluidina. N- neuronas normales, LP- levemente picnéticas y FP-

fuertemente picnéticas
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o Incremento del numero de corpora amylacea: son cuerpos esféricos de
poliglicosaminoglicanos, que en las tinciones se identifican como positivos al acido periodico
de Schiff (PAS). Estan preferentemente distribuidos alrededor de los vasos sanguineos o cerca
de las superficies pial o ependimal. Algunos estan localizados ultraestructuralmente cerca de los
astrocitos. (Mrak et al., 1997).

o Incremento en la cantidad de productos finales de avanzada glicosilacion. La
glicosilacion no enzimdtica de proteinas origina productos tempranos de glicosilacion
(productos de Amadori), los cuales posteriormente en la etapa irreversible de la reaccion se
transforman en productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs) (Schmitt, 2006).

° Acumulos de hierro. El hierro llega al cerebro por mecanismos activos de captacion a
través de la barrera hematoencefalica, pero se conoce poco de cémo se libera y como se
acumula. El hierro es componente esencial de muchos enzimas en el cerebro, pero altas
concentraciones de hierro reactivo pueden facilitar el estrés oxidativo. (Zecca et al., 2004)

o Incremento en el nimero y tamafio de astrocitos y microglia. Estas células gliales suelen
desempefiar una funcién neuroprotectora, pero como respuesta a las alteraciones neuronales
ocupan el parénquima que deja libre el tejido neuronal (Esiri, 2007).

° Presencia de placas amiloideas difusas y de neuronas con mayor reactividad a
neurofilamentos. Posiblemente son cambios neurodegenerativos relacionados con la enfermedad

de Alzheimer (Vickers et al., 1994)
1.3.3 CAMBIOS MOLECULARES

El envejecimiento celular en el cerebro esta caracterizado por una disminucion en la reserva
homeostatica, definido como la capacidad de las células a responder ante los efectos
desestabilizadores del estrés. Asi las células envejecidas del cerebro mantienen su actividad
metabolica basal o a bajos niveles pero padecen déficits funcionales ante altos niveles de
estimulacion y situaciones de estrés que pueden ser patoldgicas, como pueden ser un trauma, la
isquemia cerebral u otros sucesos excitotoxicos (Toescu, 2005). En este apartado veremos
algunos de los cambios moleculares que se observan en el envejecimiento cerebral.
Estudiaremos con especial atencion los cambios en la mitocondria durante el envejecimiento y
como el estrés oxidativo actia sobre ella que como hemos visto es una de las teorias mas sélidas

que explican el envejecimiento.
1.3.3.1 Factores de crecimiento

Los factores neurotroficos son polipéptidos que desarrollan su funcion al unirse a
receptores de la superficie celular llamados trk produciendo su activacién (Connor &
Dragunow, 1998). En el envejecimiento hay una progresiva disminucion de factores de

crecimiento. En el envejecimiento patoldgico la falta de determinados factores de crecimiento
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puede ser causa de apoptosis por falta de modulacion o represion de la maquinaria de muerte
(Boonman & Isacson, 1999). El factor de crecimiento nervioso (NGF de nerve growth factor)
tiene efectos neurotroficos y neuroprotectores en el sistema nervioso central. En el
envejecimiento se mantienen los niveles de NGF pero se observa una disminucion de la via de
sefalizacion del NGF sobretodo en neuronas colinérgicas, que contribuye a cambios
neurotoxicos observados en el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (EA) (Sofroniew, 2001). El factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF, de brain-derived neurotrophic factor) tiene un papel central en la supervivencia
neuronal y su regeneracion. En el envejecimiento se produce una reduccion de su expresion y la
de sus receptores provocando una disminucion en la capacidad de aprendizaje y memoria,
ademas de una mayor susceptibilidad al dafio neuronal y una disminucién en su actividad. La
falta de regulacion por el BDNF puede ser importante en la etiologia de enfermedades como
EA, Parkinson y enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple (Sohrabji & Lewis,
2006). La neurotrofina 3 (NT-3) tiene funciones neurotréficas en el cerebro y su expresion
disminuye con el envejecimiento, lo cual puede contribuir a la atrofia neuronal y a la pérdida de
memoria que se produce durante el envejecimiento (Connor & Dragunow, 1998). El factor
neurotrdfico derivado de la glia (GDNF de glial cell-derived neurotrophic factor) es importante
para el correcto funcionamiento principalmente de las neuronas dopaminérgicas. Su efecto
trofico sobre otros tipos neuronales esta poco estudiado. Durante el envejecimiento y en la
enfermedad de Parkinson se ve reducida la expresion de GDNF. Se esta estudiando que la
atrofia neuronal de algunas enfermedades como la enfermedad de Parkinson y la EA puedan ser
tratadas con la administracion de GDNF (Behrstock & Svendsen, 2004). El factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-o de transforming growth factor-a) tiene funcion
neurotréfica y se encuentra aumentado en procesos de neurodegeneracion. También lo expresan
los astrocitos en procesos de astrogliosis (Connor & Dragunow, 1998). Los factores de
crecimiento de la insulina (IGF de insulin-like growth factor) previenen la neurodegeneracion y
el dafio neuronal y su expresioén disminuye con la edad. La pérdida de IGF con la edad puede

contribuir a la pérdida cognitiva del cerebro envejecido (van Dam & Aleman , 2004).
1.3.3.2 Suministro energético

Las neuronas tienen unos requerimientos energéticos mayores que las demas células del
organismo. Tales requerimientos derivan fundamentalmente de la necesidad de abastecer de
energia (ATP) de forma continuada la bomba de NA+/K+ presente en su membrana, y de cuyo
funcionamiento dependen, entre otros procesos, tanto la homeostasis ionica como el
mantenimiento del potencial de membrana que es imprescindible para la fisiologia neuronal. De
hecho mas del 40% del ATP producido por la mitocondria se destina a este fin (Ames, 1992). El

envejecimiento cerebral esta asociado a una continua disminucién de la capacidad de producir
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ATP tanto por la disminucion de cantidad de mitocondrias en sus células como por la
disminucion de la fosforilacion oxidativa en mitocondrias disfuncionales (Toescu, 2005). La
disfuncién mitocondrial es debida en su mayor parte a la reduccién de la transferencia de
electrones por los complejos [ y IV (Navarro & Boveris, 2007). Las mitocondrias de murinos
envejecidos muestran una disminucion en su potencial de membrana, un incremento de la
oxidacion de sus fosfolipidos y proteinas y un aumento de su tamafo y fragilidad. La actividad
de los complejos I, IV y la del 6xido nitrico sintasa (mtNOS) se correlaciona con la funcion
cognitiva y la media de vida y es inversamente proporcional con la oxidacion de sus moléculas.
Condiciones que incrementan la vida media como el ejercicio moderado, el suplemento de
vitamina E y la restriccién caldrica también mejoran la funcion mitocondrial y el estado

cognitivo del animal (Boveris & Navarro, 2008).
1.3.3.3 Excitotoxicidad

El glutamato es uno de los principales neurotransmisores excitatorios del SNC. Un
aumento en las cantidades de glutamato se ha descrito en la corteza cerebral de ratas envejecidas
(Peinado et al., 2000). En el cerebro envejecido se ha observado que no hay un aumento de
liberacion de este neurotransmisor pero si una disminucion de su recaptacion por parte de las
neuronas (Segovia et al., 2001). El aumento del glutamato extracelular puede conducir a
procesos de excitotoxicidad tanto en neuronas como en células gliales produciendo su muerte.
Estos procesos de excitotoxicidad se producen por cambios en la homeostasis del calcio, la
produccién ROS y la induccidon de cascadas apoptdticas. Proteinas como p53, Bax y Par-4
inducen el aumento de permeabilidad de la membrana mitocondrial que conducen a la
liberacion del citocromo c y la activacion de proteasas como la caspasa-3. Estas cascadas
excitotoxicas se originan en las dendritas posinapticas causando pérdida de la plasticidad
sinaptica y degeneracion local. Las células poseen mecanismos antiexcitotoxicos como las vias
neurotroficas, las vias de respuesta al estrés, la activacion de proteinas de supervivencia como
las chaperonas, las proteinas de union a calcio y la inhibicidon de las proteinas proapoptdticas.
Hay evidencias que relacionan los procesos excitotoxicos con enfermedades como la EA,

Parkinson, Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica (Mattson, 2003).
1.3.3.4 Homeostasis del calcio

La disminucién del estado cognitivo durante el envejecimiento se ha relacionado con la
disfuncion de la homeostasis del calcio sobretodo en el hipocampo (Foster & Kumar, 2002). La
entrada de calcio en la célula se produce mayoritariamente a través de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) y los canales de calcio dependientes de voltaje (VOCC de voltage-operated
Ca’" channels). En el cerebro envejecido de animales murinos se ha observado un aumento de

receptores VOCC y una disminucion de los NMDA (Toescu et al., 2004). En estos animales se
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produce un aumento de la entrada de calcio intracelular a través de los receptores y de la
movilizaciéon del calcio almacenado en  organulos como la mitocondria, el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi (Figura 6 ) (Wojda et al., 2008). Los niveles de calcio no
se normalizan a través de los sistemas de buffering que en las neuronas envejecidas estan

disminuidos (Buchholz et al., 2007).
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Figura 6. Homeostasis del calcio en una neurona sana. Wodja et al., 2008

El aumento de calcio dentro de la neurona produce un aumento de la hiperpolarizacion (AHP de
afterhyperpolarization) después del potencial de accién. También produce un aumento de la
depresion a largo plazo (LTD de long-term depression) y una disminucion de la potenciacion a
largo plazo (LTP de long-term potentiation) (figura 7). El cambio en el equilibrio LTP/LTD,
favoreciendo la LTD actiia disminuyendo la transmision sinaptica. Esto puede ayudar a la
pérdida cognitiva observada en el envejecimiento cerebral (Foster & Kumar, 2002). El aumento
del calcio intracelular altera el equilibrio de la actividad entre quinasas y fosfatasas
incrementando la actividad de la calcineurina. La calcineurina defosforila algunas proteinas
como BAD (de bcl-2 family member protein), CREB (de cAMP response element binding
protein) y inhibidor-1 (I-1). BAD defosforilada se traslada del citosol a la membrana
mitocondrial que induce a la apoptosis. CREB defosforilada inhibe su paso al nucleo y esta
asociado a una disminucién de la viabilidad celular. La defosforilacion de I-1 activa la proteina
fosfatasa 1 (PP1 de protein phosphatase 1) que defosforila los receptores de glutamato

(NMDAR, AMPAR) disminuyendo la actividad sinaptica. La defosforilacion de los receptores
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NMDA vy la proteina CREB disminuyen la plasticidad sinaptica en el cerebro envejecido

(Foster, 2007).
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Figura 7. Aumento de calcio intracelular y efecto sobre la sinapsis. Foster & Kumar, 2002

1.3.3.5 Estrés oxidativo

El envejecimiento cerebral estd asociado con el estrés oxidativo entendido como una
progresiva pérdida de equilibrio entre las defensas antioxidantes y las concentraciones
intracelulares de los agentes prooxidantes como las especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos
tipos de radicales libres son los que tienen un mayor impacto en los procesos de estrés oxidativo
durante el envejecimiento. El estrés oxidativo puede dafiar a las células mediante la oxidacion

de los lipidos de sus membranas, sus proteinas y su DNA (Serrano & Klann, 2004).
1.3.3.5.1 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son sustancias quimicas que contienen uno o mas
atomos de oxigeno y que son capaces de dar o extraer electrones de otras moléculas. Las ROS

se pueden dividir en dos grupos: los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno no

radical (tabla 1).
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ROS RADICALES LIBRES ROS NO RADICALES
0™, Oxigeno molecular : diradical '0, Singlete de oxigeno
O,  Anién superdxido HOCI  Acido hidrocloruro
OH ~ Radical hidroxilo H,0, Perdxido de hidrogeno
NO" Oxido nitrico ONOO  Peroxinitrito

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno. Juurlink, 1997.

Los radicales libres son sustancias quimicas que presentan uno o mas electrones desapareados.
Su orbital externo puede tener dos electrones por lo que son altamente inestables y tienen
elevada reactividad. Dos radicales libres pueden compartir sus electrones desapareados para
formar un enlace covalente. Por otra parte, el radical libre puede ceder su electron desapareado
(radical reductor) a un no radical o puede extraer un electron (radical oxidativo) a otras
moléculas. (Halliwell, 1989). Segtn esta definicidn, el oxigeno molecular es un diradical libre
que extrae electrones de otros compuestos con los cuales reacciona y esto es motivo de que sea

un agente oxidante.

1.3.3.5.2 Bioquimica del ROS

Ani6n superéxido (O, ): La mayor fuente de anion superdxido (02'7) en la célula es la

mitocondria. Se produce cuando un pequefio numero de electrones se escapan prematuramente
durante la fosforilacion oxidativa y se unen al oxigeno molecular (Kovacic et al 2005). También
puede ser producido por flavoenzimas como la xantino oxidasa (Kuppusamy & Zweier, 1989),

lipoxigenasa y cicloxigenasa (Kontos et al., 1985; Mclntyre M, Bohr, 1999). Se considera un

radical menos toxico que el radical hidroxilo (Nordberg & Arner, 2001).La produccion de 0,

aumenta en el hipocampo de ratas viejas (Antier et al., 2004). La produccion de anion
superoxido en las mitocondrias de cerebro de ratones envejecidos aumenta con respecto a

animales jovenes (Miyazawa et al., 2009).

Peréxido de hidrogeno (H,0,): Se produce cuando la célula intenta detoxificar el anion

superdxido a través de la enzima superoxido dismutasa (SOD) (reaccién a, tabla 2). Una vez
formado el perdxido de hidrégeno se detoxifica a través de las enzimas antioxidantes catalasa,
glutation peroxidasa y peroxiredoxinas (Chae et al., 1999; Miyazawa et al., 2009) (reaccion b,

tabla 2). La acumulacion de H,O, puede sobrepasar la capacidad de las enzimas antioxidantes y
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producir el radical hidroxilo (Halliwell, 1999) y el acido hidrocloruro (Winterbourn et al.,
2000). Se ha demostrado que cortes de hipocampo de ratas envejecidas producen mas peroxido
de hidrégeno que las jovenes (Serrano & Klann ,2004). La cantidad de H,O, producido por las
mitocondrias de cerebro de ratas envejecidas aumenta respecto a las ratas jovenes (Petrosillo et

al., 2008).

Acido hidrocloruro (HOCI): Se forma a partir de H” CI" y H,O, y es catalizado por la

enzima mieloperoxidasa (Rossi et al., 1985) (reaccion c, tabla 2).

Radical hidroxilo (OH " ): Se puede formar a partir del acido hidrocloruro con el anién

superdxido o iones metalicos (Nordberg & Arner, 2001) (reacciones d y e, tabla 2).También se
puede formar a través de la reaccion de Fenton en presencia de metales de transicion como el
hierro y el cobre (reaccion fy g, tabla 2)( Liochev & Fridovich, 2002).El radical hidroxilo se
considera el mas toxico ya que puede atacar proteinas, lipidos y acidos nucleicos cuando se
produce cerca de ellos. Las células no presentan mecanismos de detoxificacion contra OH ', su

defensa principal es evitar su formacion.

Oxido nitrico (NO"): Este radical se forma a partir de la oxidacién de una arginina a NO'y
citrulina; esta reaccion esta catalizada por la o6xido nitrico sintasa (NOS). Esta reaccion es
dependiente de calcio-calmodulina y utiliza FMN, FAD y tetraopterina como cofactores
(Dawson et al., 1994). Se han descrito cuatro isoformas de la NOS: tres de ellas actiian de forma
constitutiva y corresponden a la nNOS por estar presente principalmente en neuronas, la eNOS
por su localizacion inicial en endotelio vascular y la mtNOS por ser mitocondrial ; la expresion
de la cuarta isoforma requiere la presencia de inductores como las citocinas o el LPS, por lo que
se le denomina iNOS, se detecta fundamentalmente en células del sistema inmune, aunque pude
ser inducida practicamente en cualquier tipo celular ( Knowles & Moncada ,1994). Los
cambios detectados en los niveles de produccion de NO- en ciertas regiones del cerebro de
animales viejos podrian ser la base de las pérdidas de memoria y aprendizaje propias de la vejez
(Noda et al., 1997). En el cerebro envejecido se ha observado un aumento de produccion de NO'
por algunos astrocitos (MacCann et al., 2005). En homogenados de corteza cerebral de ratas
envejecidas se ha observado una disminucion de la produccion de NO' en sus mitocondrias y

una disminucién de la nNOS (Bustamante et al., 2008).

Peroxinitrito (ONOOi): El NO- puede unirse al anién superdxido dando lugar al potente
agente oxidante peroxinitrito (ONOOi) (Hwang et al., 2007) (reaccién h, tabla 2). A pH
fisiologico el peroxinitrito se protona para formar acido peroxinitroso (reaccion i, tabla 2) que a
su vez puede dismutarse dando el radical hidroxilo y el didéxido de nitrégeno (reaccion j, tabla
2). Estos dos radicales tienen un alto poder oxidante. El peroxinitrito también es capaz de

interaccionar con peroxido de hidrogeno y formar el singlete de oxigeno (reaccién k, tabla 2)
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(Dimascio et al., 1994). Un incremento de peroxinitrito se ha observado en el hipocampo y

corteza de ratas envejecidas (Shin et al., 2002).

REACCIONES DE INTERCONVERSION DE ROS
(a) 20, +2H ——p H,0,+0,
(b) 2 H,0, — 2H,0 +0,
(©) H'+Cl + H,0, — HOCI + H,0
(d HOCI+0O,  =—p O,+OH +Cl
(¢  HOCl+Fe? ——3 Fe®+OH +Cl
® Fe? + H,0, = Fe* +OH +OH
(@ Fei'+0, —0p Fe¥+0,
(h) O, +NO =—» ONOO
(i) ONOO+ H" <— ONOOH
() ONOOH — OH +NO,
(k) H,0,, ONOO =— '0,+ONO + H,0

Tabla 2. Reacciones de interconversion de ROS. Poon et al., 2004a

1.3.3.5.3 Mecanismos de defensa antioxidantes

Las células aerobicas poseen mecanismos de defensa antioxidantes que protegen frente al

estrés oxidativo. Estos mecanismos de defensa pueden ser enzimaticos o no enzimaticos.

Mecanismos de defensa enzimaticos

Los enzimas de la familia SOD son la primera linea de defensa antioxidante. Estos
enzimas destruyen el radical libre superoxido para convertirlo en peroxido de hidréogeno que
después se dismutara en agua a través del enzima catalasa o glutation peroxidasa (GPX).
(Figura 9). Existen tres enzimas de SODs diferentes con diferente localizacidn celular: la Cobre/
Zinc- SOD (Cu/Zn-SOD) es el enzima mayoritario del citosol; la SOD manganeso (Mn-SOD)
es un enzima mitocondrial, y la SOD extracelular, localizada también en el fluido
cerebroespinal los vasos cerebrales, la linfa y el fluido sinovial (Landis & Tower, 2005). Los
ratones knock-out de Mn-SOD padecen cardiomiopatia y no sobreviven mas de 3 semanas de
edad. Los ratones knock-out de Cu/Zn-SOD son mas sensibles a la toxicidad por paraquat
aunque presentan fenotipo normal y sélo presentan diferencias cuando sufren traumatismos.

(Reaume, 1996). La actividad de las enzimas SOD en los cerebros de murinos envejecidos
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presentan cambios que son controvertidos segiin el estudio. Se han descrito estudios donde la
actividad de la Cu/Zn-SOD y la Mn-SOD no se modifican (Sohal et al., 1994; Hamilton et al.,
2001), mientras que en otros estudios se observa una disminucion de la actividad de la Cu/Zn-
SOD (Gupta et al., 1991; Semsei et al.,1991.) y de la SOD total (Ehrenbrink et al., 2006) o un
aumento de la actividad de la Mn-SOD (McGahon et al.,1999; O’Donnell et al., 2000). En el
cerebro de ratones envejecidos se ha observado un aumento de la actividad de la Mn-SOD
(Navarro et al., 2002). En los cerebros de ratones SAMPS8 no se han encontrado cambios de
actividad de la SOD total (Sato et al., 1996) mientras que se ha observado un descenso de la
actividad de la Cu/Zn-SOD en los cerebros de ratones SAMP1 (Stvolinskii et al., 2003).

Los enzimas que eliminan el perdxido de hidrégeno convirtiéndolo en agua y oxigeno molecular
son la catalasa y GPX (Figura 8). El enzima catalasa estd localizado principalmente en los
peroxisomas. Es uno de los enzimas mas eficientes conocidos ya que no se satura a ninguna
concentracion de H,O, (Lledias, 1998). Aunque no es un enzima imprescindible para la vida
tiene un papel importante frente al estrés oxidativo. La actividad de la catalasa en el cerebro
también presenta cambios controvertidos. Se ha visto en diferentes estudios con ratas
envejecidas. Hay estudios en que se observa una disminucion de la actividad (Semsei et al.,
1991; O’Donnell et al., 2000) otros que describen un aumento (Sohal et al., 1994; Devi & Kiran,
2004) y otros estudios donde no se ven cambios significativos (Hussain et al., 1995; Hamilton et
al., 2001, Ehrenbrink et al., 2006). La actividad de la catalasa en el cerebro de ratones SAMP8
esta disminuida (Sureda et al., 2006).

A diferencia de la catalasa, el enzima GPX puede convertir cualquier perdxido, en agua y
oxigeno molecular. E1 GPX se encuentra en el citosol y la mitocondria. La actividad de la GPX
necesita glutation (GSH) que se oxida en este proceso. En el cerebro de ratas envejecidas se ha
visto un aumento de glutation oxidado (Calabrese et al., 2004). La GPX depende directamente
de la actividad de la glutatién reductasa y del estado redox (relacién entre NADPH/NADP")
para reducir el glutation oxidado de nuevo a GSH (Ross & Moldeus, 1991). La GPX es la
mayor fuente de proteccion ante bajos niveles de estrés mientras que la enzima catalasa protege
frente a altos niveles de estrés oxidativo (Matés & Sanchez-Jiménez, 1999). La actividad de la
GPX se ha estudiado en el cerebro de ratas envejecidas observandose diferencias entre estudios.
Algunos autores han encontrado un aumento de la actividad (Sohal et al., 1994 & Hussain et al.,
1995) mientras otros autores no han visto cambios (O’Donnell et al., 2000 & Hamilton et al.,
2001). Incluso se ha observado que estos cambios de actividad pueden depender del sexo del
animal produciéndose un aumento en los machos y una disminucién en las hembras (Ehrenbrink
et al., 2006). En los ratones SAMP8 también hay diferencias en la actividad de la GPX segun
los sexos, ya que disminuye en los machos pero no cambia en el cerebro de las hembras (Sureda

etal., 2006).
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ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

OxHb
+ 0; Superiaido > H;!O,cm * H,0+0,
MetHb

Ciclo 1Ry NADP* GSH u
Pentosas-P G
)NADF‘H WGsse (

Figura 8. Mecanismos enzimaticos de defensa antioxidantes. www.institutobiologico.com

Las heat-shock proteins son otras proteinas que ayudan en la defensa antioxidantes entre ellas
podemos destacar la hemoxigenasa y la ubicuitina. La hemoxigenasa (HO) se encarga de
catabolizar el grupo hemo dando biliverdina, hierro y CO. Hay tres isoformas: la inducible o
HO-1, la constitutiva HO-2 y la ultima descubierta solo en ratas HO-3 (Goldbaum & Richter-
Landsberg, 2001). En el cerebro predomina la HO-2. La inmunoreactividad a la HO-1 esta
aumentada en neuronas y astrocitos en el envejecimiento cerebral y en las enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con la edad (Iijima et al. 1999; Schipper 2004; Schipper et al.,
2006). La HO-1 se encuentra aumentada en cerebros sometidos a estrés oxidativo y en pacientes
con Alzheimer (Poon et al 2004b). La ubicuitina es la proteina que marca las proteinas que
seran degradadas por el proteosoma y protege a la célula contra los dafios que produce el

perdxido de hidrogeno (Poon et al 2004a).

Mecanismos de defensa no enzimaticos

Tanto el NADPH como el GSH pueden participar en los mecanismos no enzimaticos de
detoxificacion de ROS. El NADPH, puede proteger directamente del dafio por el singlete de
oxigeno (Bodaness, 1982). El GSH también elimina ROS directamente, formando el radical
glutatilo, después dos radicales glutatilo reaccionan para formar glutation oxidado (GSSG). El
GSH es capaz de participar en la conjugacion no enzimatica con algunos productos quimicos,
como es el caso de la n-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) y el citocromo reactivo P450.
Los agentes antioxidantes, como el a-tocoferol (Vitamina E) y el acido ascorbico (Vitamina C),
reaccionan directamente con el radical hidroxilo para formar compuestos mas estables. La
vitamina E también actia sobre el radical peroxido lipidico (LOO-) que es reducido dentro de la
membrana C. La vitamina E se puede regenerar gracias a la vitamina C (Figura 9). Asi la
vitamina E protege de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y a las proteinas ricas en

grupos tiol. (Chan, 1993)
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Figura 9. Resumen de las reacciones de ROS. Valko et al., 2007

RESUMEN DE LAS REACCIONES DE ROS, SU ACCION Y VIAS ANTIOXIDANTES

En el esquema de la figura 9 se muestra un resumen de las reacciones que conlleva el ROS, sus
acciones sobre macromoléculas y algunas vias antioxidantes. Reaccion 1: el anién superdxido se
forma a través del proceso de reduccion del oxigeno molecular mediado por NADPH oxidasa y
xantina oxidasa o la semiubiquinona componente de la cadena de transporte de electrones.
Reaccion 2: El radical superoxido se dismuta por la superéxido dismutasa (SOD) a peroxido de
hidrogeno. Reaccion 3: El peréxido de hidrégeno se degrada mas eficientemente por el enzima
glutation peroxidasa (GPx) que requiere glutation (GSH) como donador de electrones. Reaccion 4:
El glutation oxidado (GSSG) se vuelve a reducir a GSH por el enzima glutation reductasa (GRed)
que necesita NADPH como donador de electrones. Reaccion 5: Algunos metales de transicion
(Fe**, Cu) pueden transformar el perdéxido de hidrégeno al radical hidroxilo (reaccion de Fenton).
Reaccion 6: El radical hidroxilo puede robar un electrén de los acidos grasos poliinsaturados (LH)
y aumentar el radical lipidico (L) en las cadenas carbonadas de los lipidos. Reaccion 7: El radical
lipidico (L) puede ademas interaccionar con la molécula de oxigeno para formar el radical
peréxido lipidico (LOO-). Si este radical no es reducido por antioxidantes se producen las

reacciones de lipoperoxidacion (reacciones 15-23). Reaccion 8: el radical peréxido lipidico
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(LOQO") es reducido dentro de la membrana por la forma reducida de la Vitamina E  (T-OH)
dando lugar a la formacién de hidroperoxido lipidico y el radical de la Vitamina E (T-O-).
Reaccion 9: La regeneracion de la Vitamina E por la Vitamina C. Reaccion 10: Regeneracion de la
Vitamina E por GSH. Reaccion 11. El glutation oxidado (GSSG) y el radical ascorbilato (Asc --)
son reducidos por el acido dihydrolipoico que pasa a acido a-lipoico. Reaccion 12: Regeneraciéon
de acido dihydrolipoico a partir de acido o-lipoico usando NADPH. Reaccion 13: Los
hidroperoxidos lipidicos son reducidos a alcoholes y dioxigeno por la GPx usando el GSH como
donador de electrones. Reacciones de lipoperoxidacion: Reaccién 14: Hidroperodxidos lipidicos
pueden reaccionar rapidamente con Fe?* para formar radicales lipido alcéxido (LO-), o en menor
grado con Fe* para formar radicales perdoxido (LOO-). Reaccion 15: El radical alcoxido (LO-)
derivado por ejemplo del dcido araquidénico sufre reacciones de ciclacién para formar anillos de
hidroxiperdéxidos. Reaccion 16: Estos anillos sufren reacciones como B escisiones para formar 4
HNE. Reaccién 17: 4 HNE se transforma en aductos de glutatiol catalizado por la glutation s-
transferasa (GST). Reaccién 18: El radical peroxilo localizado en la posicién interna del acido
graso puede sufrir una ciclacion para formar peréxidos ciclicos adyacentes a un radical de
carbono central. Reaccion 19: Este radical puede ser reducido para formar hidroperodxido o puede
padecer una segunda ciclacion para formar un peréxido biciclico. Reaccion 20: Produccion de
malondialdehido (MDA). Reacciones 21,22, 23: MDA puede reaccionar con bases de DNA como la

citosina, adenina y guanina dando aductos M;C M;a y M,G.

1.3.3.5.4 Efecto del ROS sobre macromoléculas en el envejecimiento

Efectos sobre proteinas: Las modificaciones quimicas que producen las ROS sobre los

complejos proteicos pueden ser diferentes distinguiendo si actuan sobre la cadena polipeptidica
o sobre los componentes no proteicos. Las modificaciones sobre la cadena polipeptidica pueden
afectar al enlace peptidico y a las cadenas laterales con residuos de aminoacidos. Las
modificaciones de la parte no proteica estan mejor estudiadas en proteinas que contienen grupos
hemo. Bajo condiciones de estrés oxidativo las proteinas pierden el hierro lo que conlleva a la
pérdida de la actividad enzimatica. Estos grupos de proteinas incluyen por ejemplo algunos
enzimas del ciclo de Krebs (Lushchak, 2007). Los grupos tiol de la cadena polipeptidica son
especialmente susceptibles al ataque oxidativo por ROS (Fridovich, 1986). Por ejemplo, el
singlete de oxigeno puede oxidar grupos sulfidrilo e inactivar directamente proteinas como la
glutation reductasa, la GPX i la Ca *+ATPasa (Tabatabaie et al., 1994).También se ha
demostrado que el hipoclorito puede oxidar grupos sulfidrilo alterando la funcion de las
proteinas que intervienen en el transporte de glucosa, transporte de aminoacidos y en la
actividad de la bomba de sodio (Schraufstitter et al., 1990). Todos los residuos de aminoacidos
son sensibles a la oxidacion proteica pero los que contienen el grupo sulfuro (cisteina y
meteonina) y los grupos acidos amino aromaticos (tirosina, fenilalanina y triptéfano) son los

mas susceptibles a la oxidacion (Davies, 1987). También tienen lugar descarboxilaciones y
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desaminaciones que producen la rotura de la cadena polipeptidica y entrecruzamientos que
interfiere en la funcidén de la proteina (Dean et al. 1993).Durante el envejecimiento las proteinas
oxidadas se acumulan y la oxidacidon de estas proteinas conlleva su pérdida de funcionalidad
(Stedtman, 1995). Se ha estudiado la acumulacion de grupos carbonilos como marcador de
envejecimiento. Se ha observado un aumento del nivel de grupos carbonilos en la corteza frontal
y occipital de personas ancianas (Smith et al., 1991). Ademas también se ha observado este
aumento en la corteza de envejecidas ratas (Aksenova et al., 1998; Cakatay et al., 2001) e
incluso en homogenados de cerebro de modelos caninos envejecidos (Head et al., 2002).
También se ha visto este aumento en el cerebro de ratas con problemas de aprendizaje espacial
(Nicolle et al., 2001). El aumento de proteinas con grupos carbonilos no se debe sdlo a su
aumento del dafio oxidativo en la célula sino a que durante el envejecimiento hay una
disminucion de su degradacion ya que se ha comprobado una disminucidn de la actividad del
proteosoma. Es decir por una parte aumenta las ROS producidas en la mitocondria durante el
envejecimiento que actia sobre proteinas creando enlaces carbonilo (Sohal & Dubey, 1994), y
por otra parte las ROS actiian sobre el proteosoma inhibiendo su actividad (Keller et al., 2002).
Las proteinas no degradadas se acumulan y sus partes mas oxidadas de los residuos
aminoacidicos que son hidrofobos tienden a unirse y formar agregados de proteinas no
funcionales (Widmer et al. 2006). La dificultad de aprendizaje que se da con la edad puede estar
relacionada con la concentracion de carbonilos que se dan en la corteza cerebral y la reduccion
de la capacidad motora con la oxidacion proteica que tiene lugar en el cerebelo. (Foster et al.
1996). El nivel de proteinas 3-nitrotirosina es otro marcador de oxidaciéon proteica y se forma
cuando se nitrosila el anillo aromatico de los residuos de tirosina de las proteinas (Butterfield &
Stadtman, 1997). La nitrosilacion de las proteinas lleva a su pérdida funcional y a la alteracién
de sus vias implicadas. (Kanski et al., 2003). El incremento de 3-NT se ha observado en el
hipocampo y corteza de ratas envejecidas (Shin et al., 2002); en el liquido cefalorraquideo de
personas envejecidas (Tohgi et al., 1999) y en la sustancia blanca de la zona subcortical de

monos viejos (Sloane et al., 1999).

Efectos sobre los acidos nucleicos: E1 ADN también puede ser dafiado por ROS. Las ROS

puede provocar rotura de las cadenas del ADN, deleciones, cambio de bases e incluso
aberraciones en los cromosomas (Sastre et al., 1999). Por ejemplo el radical hidroxilo puede
extraer hidrégenos del esqueleto deoxiribosafosfato del ADN dando como consecuencia la
rotura de la doble hélice. Los radicales hidroxilo también pueden reaccionar con las bases del
ADN, y a veces dan como resultado mutagénesis por una incorrecta incorporacion de las bases
durante la replicacion del ADN (Breen & Murphy, 1995). Las roturas de la cadena de ADN
también pueden ser debidas a la produccion de acido nitrico seguido de peroxinitrito (Zhang et
al., 1994). El dafio oxidativo provoca mutaciones que se acumulan mayoritariamente en el ADN

mitocondrial debido a que no esta protegido por histonas produciéndose una disfuncionalidad
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que conlleva a una disminucion de la produccion de ATP (Johns, 1995).Un marcador de dafio
oxidativo sobre el ADN que se puede observar en el envejecimiento es el de 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) (Wong et al 2006). Se ha observado aumento de 8-OHdG en el

cerebro de ratas macho envejecidas (Bokov et al., 2004).

Efectos sobre los lipidos: Las ROS tienen efectos importantes sobre los lipidos El anion

superdxido puede de esterificar la membrana de los fosfolipidos con la consecuente liberacion
de acidos grasos libres (Deby & Goutier, 1990). Los acidos grasos insaturados son
inmediatamente oxidados por ROS. El radical hidroxilo puede extraer un atomo de hidrogeno
de la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos dando lugar a radicales lipidicos (reaccion a,
tabla 3). Normalmente los radicales lipidicos se combinan con el oxigeno para obtener radicales
perdxidos (reaccion b, tabla 3). El radical perdxido se convierte en hidroperdxido al extraer un
atomo de hidrogeno del grupo metileno adyacente en la cadena hidrocarbonada, y asi se va

propagando la formacion de radicales lipidicos (reaccidn c, tabla 3) (Braughler & Hall, 1989).

PEROXIDACION LIPIDICA

a) LH+H —— » L +H0
by L+0, ——> LOO

¢ LH+LOO —— L +LOOH

Tabla 3. Reacciones de peroxidacidn lipidica. Juurlink, 1997.

El mayor aldehido producto de la lipoperoxidacion es el 4- hidroxi-2-nonenal (HNE) (Figura 9).
Un producto final de la peroxidacion del 4acido araquiddnico es el malondialdehido (MDA). El
MDA es mutagénico en bacterias y células de mamifero y carcinogénico en ratas. EIl HNE es
menos mutagénico pero es el mayor producto toxico de la peroxidacion lipidica (Valko et al.,
2007). Los niveles de HNE se han visto aumentados en el hipocampo de perros viejos (Hwang
et al., 2007). Los niveles de MDA se han encontrado aumentados en homogenados de cerebro
de ratones viejos (Leutner et al., 2001); en el hipocampo de ratas viejas (Cini & Moretti, 1995)
y en el citoplasma de las neuronas y los astrocitos del hipocampo de personas envejecidas (Dei
et al., 2002). Las peroxidaciones lipidicas inducen cambios en la fluidez y la permeabilidad de

las membranas lipidicas y pueden llevar a la pérdida de funcién de las membranas en la célula.
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2. LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE ESPACIAL

2.1 DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA MEMORIA

Durante el envejecimiento patoldgico se da una progresiva pérdida de memoria. L.a memoria
es la capacidad mental que posibilita a un sujeto registrar, conservar y evocar las experiencias

(ideas, imagenes, acontecimientos, sentimientos, etc.).

La memoria se puede clasificar segin su duracion en:

1. Memoria inmediata: Su duracién es de unos pocos milisegundos y permite retener datos
simples como un nimero de teléfono o un nombre.

2. Memoria de trabajo o de corto plazo: Se aplica a un proceso activo que esta siendo actualizado
de manera continua por la experiencia de un momento determinado como por ejemplo marcar
un nimero de teléfono después de mirarlo en la agenda. Tiene subdivisiones como un registro
espacio-visual para imagenes mentales y un circuito fonologico para elementos verbales.

3. Memoria de largo plazo: Almacén donde se guarda la informacion durante dias, semanas,
meses o afios.

La memoria se puede clasificar segin su contenido en:

1. Memoria declarativa (o explicita): Contiene los hechos del mundo y los acontecimientos
personales del pasado que es necesario recuperar de manera consciente para recordarlos. Se
compone de la memoria episddica y la memoria semantica:

e Memoria episddica: Contiene la informacion relativa a sucesos acontecidos a lo largo
de tu historia personal en un momento y lugar determinados.

e Memoria semantica: Contiene informacidon que no varia, como por ejemplo el nimero
de horas que tiene el dia o las capitales de provincia de Andalucia. Contiene la
informacion cultural del individuo.

2.  Memoria de procedimiento (o implicita): Contiene el aprendizaje y conservacion de destrezas
y habilidades, como peinarse o montar en bicicleta. Estos procedimientos se automatizan y no

precisan de una ejecucion consciente (De la Vega & Zambrano, 2007).

2.2 CARACTERISTICAS DE LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE ESPACIAL

Actualmente se considera que las principales regiones involucradas en los pocesos de la
memoria son los lobulos frontales y temporales, el tdlamo, la circunvolucion del cingulo, los
ganglios basales, el hipocampo, la amigdala, los cuerpos mamilares del hipotdlamo, los nucleos
anterior y mediodorsal del tdlamo, los nucleos del septo y la corteza entorrinal. Estas estructuras se
relacionan entre si por medio de una serie de vias: trigono o fornix, estria terminal, fasciculo
mamilotaldmico o de Vicq d’Azyr, comisura anterior, por los circuitos limbicos, formados por un

componente interno que relaciona distintas estructuras de este sistema. Uno de ellos es el descrito
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por Papez (1937): hipocampo, foérnix, tubérculos mamilares, nticleos anteriores del talamo y
corteza cingulada, considerado habitualmente como un sistema activador de la memoria. Este
conjunto anatomico esta implicado en la adquisicién y la evocacion, puesto que su lesion bilateral
ocasiona una amnesia anterograda masiva y un trastorno retrégrado mas limitado (Casanova-

Sotolongo et al, 2004).

La memoria consiste en multiples mecanismos especializados en codificar, almacenar y recuperar
informacién acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales (Kessels, 2001). Esta
memoria puede ser evaluada mediante modelos animales en los que la solucion de la tarea depende

de la informacién espacial disponible.

Los estudios de memoria en modelos animales hacen servir la navegacion en los roedores. Los
roedores pueden adoptar cuatro sistemas de navegacion: orientacion, guia, cartografico y de
integracion de ruta (Vicens, 2003). Durante un aprendizaje de orientacion, los animales aprenderan
a emplear programas motores estereotipados y localizaran el camino hacia un lugar aprendiendo
series de movimientos de orientacion. De forma contraria, el aprendizaje de guia se basa en el
empleo de estimulos sefial hacia los que los animales aprenderan a aproximarse por hallarse
asociados con la meta (Benhamou, 1997). Sin embargo, el aprendizaje cartografico se basa en la
localizacion de un lugar con respecto a la configuracion de pistas disponibles en el entorno
circundante y utiliza la relacion de distancia, direccion y posicion de las pistas estimulares para
sefializar la ubicacidén de un objeto. Implica el uso de sefiales distales con las que los animales se
forman una representacién de su entorno (mapa cognitivo) mediante el que localizan la meta. La
integracion de la ruta consiste en un proceso de actualizacion de la informacion cuando las pistas
ambientales no ofrecen la suficiente, mediante un sistema interno de referencia basado en el lugar
de salida antes de iniciar la navegacion, por lo que el animal podria utilizar principalmente pistas
cinestésicas y sefiales vestibulares (Santin et al, 2000) . Asi una estrategia de orientacidon es
completamente diferente de una estrategia cartografica. No obstante aun se desconoce con
precision cuales son los principios que gobiernan las formas de memoria que intervienen en la
navegacion espacial basada en la representacion de relaciones entre los objetos del entorno.
(Matthews & Best, 1997; Rodrigo et al, 1997) Principalmente, podemos establecer que existen dos

teorias que proponen dos tipos de representaciones diferentes (Kelly, 2007):

1. La teoria del mapa cognitivo (O’Keefe & Nadel, 1978) defiende que los animales representan
relaciones espaciales de tipo topografico entre los estimulos, y para ello realizan calculos
métricos, como la estimacion de la distancia y relaciones angulares entre los objetos.

2. La teoria relacional (Eichenbaum, 1999), propone que la representacion del espacio se
desarrolla mediante una amplia coleccion de codificaciones en la que se superponen

determinados rasgos de las representaciones episodicas determinando y restringiendo la
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representacion global de las relaciones espaciales entre las pistas. Ello niega la necesidad de

formar mapas cognitivos en sentido estricto.

2.3 EL HIPOCAMPO

La memoria declarativa se aprende rapidamente, se necesita gran flexibilidad y en su base
neuroanatdmica estd envuelto el hipocampo (McClelland, 1995). Sin embargo la memoria de
procedimiento se aprende lentamente, es inflexible y su base neuroanatdmica son los ganglios
basales (Knowlton et al 1996). La navegacidn cartografica se aprende rapidamente, necesita gran
flexibilidad y su base neuroanatomica es el hipocampo (Morris et al, 1982; Redish 1999). Sin
embargo la navegacion de orientacion y el aprendizaje de guia se aprende lentamente, es inflexible

y necesita el nticleo caudado (parte de los ganglios basales) (Packard & McGaugh, 1996).

La regién hipocampal en humanos parece ser crucial para la memoria declarativa (Cohen &
Squire, 1980, Vargha-Khadem et al, 1997), independientemente de la modalidad sensorial, y no
pueden recordarse ni expresarse explicitamente cuando esta region ha sufrido algun dafio. (Victor

& Agamanolis, 1990)

2.3.1 ESTRUCTURA INTERNA DEL HIPOCAMPO

El hipocampo forma parte del sistema limbico y se ubica en el interior del l6bulo temporal
(Figura 10). Al observar un corte coronal aparece como una estructura en forma de C que protruye
hacia el cuerno inferior del ventriculo lateral por o que se denomina también como Cuerno de
Ammon. El hipocampo se relaciona de modo estrecho con el giro dentado adyacente y en conjunto
integran una estructura en forma de S. Es de color amarillo claro, debido a que estd cubierto por
una capa de sustancia blanca que se llama alveo, que corresponde a fibras mielinizadas, es decir, a
los axones de las células piramidales del hipocampo. En un corte transversal se ve como el alveo se
continia con la fimbria. La fimbria es un paquete de fibras piramidales del hipocampo, que se
contintian con los pilares del fornix. El hipocampo se encuentra en estrecha comunicaciéon con
diversas regiones de la corteza cerebral en lo que podria considerarse un sistema, la formacion
hipocampica. En ¢l se incluyen ademas del hipocampo, el giro dentado (GD) y el subiculo (Kafifi

& Bergman, 2006).

Via de Fibras
Musgosas

Amigdala
Hipocampo.

Giro Dentado
ulas CA1

U ca

Figura 10. Hipocampo en el cerebro humano. Figura modificada de Squire & Kandel, 2000.
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Similarmente en la rata, cuando apartamos el neocdrtex posterior y temporal aparece el
hipocampo como una regién alargada en forma de oreja (Figura 11). El hipocampo puede dividirse
en porcion dorsal que esta al lado del septo, una porcion posterior que comienza a curvarse en la
zona ventral y lateral y la porcidon ventral situada en la porcidon temporal del cerebro. La parte del
hipocampo visible en su zona dorsal es el hipocampo propiamente dicho mientras que el giro
dentado estd en la zona interna detras de esta estructura. La fimbria es una larga region compuesta
de fibras que esta en el lateral del hipocampo. El fornix dorsal (f, Figura 11) que se situa cerca de la

linea media esta por debajo del cuerpo calloso (O'Keefe & Nadel, 1978).
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Figura 11. Cerebro de rata con la estructura septo hipocampal. Amoral & Witter, 1995.

2.3.1.1 Zonas histoldgicas

El hipocampo tiene una estructura laminar de tres capas (Figura 12), las cuales son:

Capa oriens o polimorfica: Es la zona mas superficial y esta constituido por las dendritas
basales de las neuronas de la capa piramidal y por neuronas intrinsecas pues sus axones no salen
del hipocampo. Estas neuronas son de diferentes formas y tamafios, y sus axones se arborizan en
forma de canasto alrededor de las neuronas piramidales del segundo estrato (células en canasta).

Liberan GABA que inhibe a las neuronas piramidales, y cada una de ellas se relaciona con 200 a
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500 neuronas piramidales. En consecuencia, se cree que el nimero de neuronas intrinsecas es

mucho menor que el de las neuronas piramidales (Kafifi & Bergman, 20006).

Estrato radiado
(Dendritas apicales de
células piramidales)

CA1 | Cuerpo

CA2 1 - Estrato molecular (Céiutas grarusares)
Cag3 fCel piramidales (Dengritas de

Hilus células granulares)

Figura 12. Estructura laminar del hipocampo. Alcaraz Romero, 2000.

Capa piramidal: Esta formado por dos estratos (Figura 13): 1) el estrato piramidal dividido
en los campos CA1 (cuerno de Amon), CA2, CA3 y CA4 o hilus, en los cuales se encuentran las
neuronas piramidales, 2) el estrato radiatum en el que se encuentran las dendritas apicales de las
neuronas piramidales. (Alcaraz Romero, 2000). Solamente las neuronas del estrato piramidal
envian sus prolongaciones fuera del hipocampo, de tal manera que son las unicas neuronas que
estan respondiendo a los estimulos que llegan al hipocampo. Sus axones van a constituir el alveo y
la fimbria, por lo tanto se puede decir que la célula piramidal es una neurona principal o extrinseca,
en cambio, las neuronas de los otros dos estratos son neuronas intrinsecas, por el hecho de que sus
axones van a dirigirse a hacer sinapsis con las prolongaciones, con las dendritas de las células
piramidales, formandoles una especie de canasta alrededor, cuyo rol es liberar un neurotransmisor
inhibitorio, en el fondo son como controladoras de las células piramidales (Kafifi & Bergman,

2006).

Capa molecular: Esta formada por dos capas de fibras compuestas de dendritas de células
granulares, una llamada estratum lacunosum compuesto por la parte mas distal las dendritas de las
neuronas piramidales (Figura 13) y otra conocida como capa de las fibras tangenciales. (Alcaraz

Romero, 2000).
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El giro dentado (GD) también tiene tres capas: 1) la capa molecular que consta de las dendritas
apicales de las células granulares, 2) la capa granular donde se sitian las neuronas granulares 3) la
capa polimorfica que consta de las dendritas basales de las neuronas granulares (Alcaraz Romero,
2000).

Estrato Piramidal

Estrato lacunosum Estrato Radiatum
(Capa Molecular) (Capa Piramidal)

(Capa piramidal)

Capa Oriens

Capa polimorfica (GD)

Capa granular (GD)

Capa molecular (GD)

Figura 13. Corte transversal de hipocampo de rata tefiido con hematoxilina y eosina 3X; S. Garcia Matas.

2.3.1.2 Conexiones hipocampales

La informacion fluye hacia y a lo largo del hipocampo por medio de tres vias principales
(Figura 14): 1) la via perforante que circula desde la corteza entorrinal del giro parahipocampal a
las células granulares del giro dentado. 2) La via de las fibras musgosas que va desde las células
granulares del giro dentado a las piramidales de la regiéon CA3 del hipocampo. 3) La via colateral
de Schaffer que proyecta desde las células de region CA3 a las de la region CAl. (Kafifi &
Bergman, 2006).
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The Hippocampal Network: The hippocampus forms a principally uni-directional network,
with input from the Entorhinal Cortex (EC) that forms connections with the Dentate Gyrus
{DG) and CA3 pyramidal neurons via the Perforant Path (PP - split into lateral and medial).
CAJ neurons also receive input from the DG via the mossy fibres (MF). They send axons
to CA1 pyramidal cells via the Schaffer Collateral Pathway (SC), as well as to CA1 cells in
the contralateral hippocampus via the Associational Commissural pathway (AC). CA1
neurons also receive input directly from the Perforant Path and send axons to the
Subiculum (5b). These neuron in turn send the main hippocampal output back to the EC,
forming a loop.

Figura 14. Vias aferentes y eferentes del hipocampo. www.bristol.ac.uk

2.3.1.2.1 Vias aferentes

La mayor parte de la aferencia extrinseca a la formacion hipocampica proviene del area
entorrinal (4rea de Brodmann 28) del giro parahipocampico y, en menor grado, de la zona septal.
Otras aferencias incluyen las que proceden del hipocampo contralateral, el hipotalamo, la amigdala,
el talamo, el locus ceruleus, los ntcleos del rafe y el area tegmentaria ventral de Tsai. (Kafifi &

Bergman, 20006).

Las principales aferencias del hipocampo llegan al giro dentado y al subiculo por dos vias
principales. La principal aferencia, que describi6 por primera vez Ramoén y Cajal, sigue a través
del area subicular adyacente (la pérfora) en camino hacia el giro dentado por donde entra al
hipocampo y en consecuencia se denomina via perforante. (Figura 14) Una aferencia mas pequeia
llega al hipocampo en la superficie ventricular, en donde se forma el alveus (axones de neuronas
piramidales hipocampicas) y, por consiguiente, se llama via alvear. El area entorrinal sirve como
una compuerta importante entre la corteza cerebral y el hipocampo. La informacion de muchas
areas corticales (cortezas limbica, sensorial de modalidad especifica y de asociacion multimodal)
en los lobulos frontal, temporal, parietal y occipital que trasladan informacion visual, auditiva y
somatosensorial converge en la corteza entorrinal y el giro parahipocampico posterior. A su vez, la

corteza entorrinal propaga esta informacion cortical al hipocampo (Martin & Clark, 2007).

Hay otra aferencia del giro dentado al area CA3 del hipocampo que es la via de las fibras
musgosas (Figura 15). Dentro de la capa piramidal esta la via colateral de Schaffer que proyecta

desde las células de la region CA3 a las de la region CA1l. La aferencia que se origina en CAl va
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al subiculo y forma una eferencia hacia las capas IV y V de la corteza entorrinal (Martin & Clark,
2007). Esta ultima es la que se dafia en grado mas intenso en la enfermedad de Alzheimer y es el

sitio del inicio temprano de la afeccion.
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Figura 15: Circuito hipocampal. Martin & Clark, 2007.

2.3.1.2.2 Vias eferentes

La eferencia de la formacién hipocampica consiste en axones de neuronas piramidales del area
CALl del hipocampo y el subiculo (Figura 15). Los axones de neuronas granulosas en el giro
dentado no tienen conexiones extrinsecas, sino que terminan de modo local como fibras musgosas
en neuronas piramidales hipocampicas del area CA3 (Martin & Clark, 2007). El hipocampo y el
subiculo se proyectan a la corteza entorrinal. A partir de este sitio se median impulsos a las areas
corticales de asociacion limbica, sensorial especifica y multimodal. Otra eferencia mayor del
hipocampo discurre hacia el subiculo. El hipocampo y el subiculo contribuyen con fibras al fornix,
el tracto eferente de la formacidn hipocdmpica. (Redish, 2001) Las fibras que se originan en el
subiculo conforman el principal componente del fornix y se distribuyen, a través de su division
poscomisural, a los cuerpos mamilares del hipotdlamo y el nucleo anterior del tdlamo. Las fibras de
origen hipocampico del fornix constituyen si divisién precomisural mas pequefia y se distribuyen a
los nucleos septales, el area medial de la corteza frontal, los nucleos hipotalamicos anterior y

preodptico, y el estriado ventral (Kafifi & Bergman, 2006).
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2.3.2 EL HIPOCAMPO Y LA MEMORIA ESPACIAL
2.3.2.1 Estudio de las bases neuroanatomicas del aprendizaje espacial.

Existe amplia evidencia del papel critico que juega el hipocampo en la memoria declarativa en
humanos y la espacial en roedores. En 1978, O’ Keefe y Nadel propusieron que el hipocampo
podria ser la estructura cerebral a través de la cual se forma el mapa cognitivo que permite al
animal navegar en el espacio. Los animales realizarian una representacion de las relaciones
espaciales mediante las estimaciones de la distancia y las relaciones entre estimulos.
Investigaciones posteriores indicaron que esta estructura podria ser importante en la formacion del
engrama, observando que la potenciacién a largo plazo (LTP de long-term potentiation) ocurre mas
rapidamente en el hipocampo. Aunque la LTP del hipocampo se ha asociado a diversos tipos de
aprendizaje, se ha relacionado mas claramente con el aprendizaje espacial (D’Hooge & De Dyen,
2001). Los circuitos del hipocampo son marcadamente plasticos, y esta capacidad estd mediada en
gran parte por procesos de potenciacion y depresion a largo plazo. Los mecanismos de plasticidad
sinaptica en el hipocampo son un paso hacia la formaciéon de la memoria a largo plazo y su
alteracion podria subyacer a los déficits de memoria observados en sujetos de edad avanzada
(Shapiro, 2001). El descubrimiento de O’Keefe y Dostrovsky (1971) sobre la existencia de las
células de lugar en el hipocampo, las cuales se activan cuando el animal se encuentra en una
localizacion concreta dentro de un ambiente, percibe un estimulo o desarrolla una conducta en un
lugar concreto (Nadel, 1991) evidencia la importancia de esta estructura en el aprendizaje espacial.
Estas células son algunas neuronas piramidales de las regiones CAl y CA3 que disparan
correlativamente a la posicion del animal en el entorno, y se hallan activas durante la exploracion y
la localizacién de lugares (Weiner et al, 1989). El hipocampo contendria un mapa cognitivo
formado por células de lugar con el que el animal podria moverse en su entorno. Estas células han
sido descritas en ratas y ratones y parecen codificar una representacion polimodal del lugar (Cho et
al, 1998), lo que apoyaria la hipdtesis de que el hipocampo esta implicado en la formacion del
mapa cognitivo (Cain, 1998). Durante el envejecimiento se podria modificar el patron de activacion
de las células de lugar, aunque los datos no son totalmente concluyentes (Tanila et al., 1997). Los
estudios donde se ha lesionado el hipocampo han subrayado también el papel crucial del
hipocampo en la memoria espacial tanto en humanos como en animales. Algunos estudios en
hombres muestran que el hipocampo derecho participa en la codificacion y recuerdo de la memoria
espacial (topografica) (Maguire et al., 1998). Otro estudio muestra cambios morfoldgicos en los
hipocampos de personas que utilizan en mayor medida su memoria espacial (Maguire et al., 2000).
Ademas pacientes con lesiones hipocampales presentan graves dificultades para encontrar la
plataforma en un test virtual del laberinto de agua (Astur et al., 2002). Se ha observado que
estudios de imagen y lesion del hipocampo para actividades de navegacion en humanos se

corresponden bien con los estudios en ratas y primates mostrando como resultado un importante
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déficit en la navegacion espacial. Sin embargo, nuestra comprension de los mecanismos exactos
mediante los que se procesa la informacion espacial no se conocen totalmente, habiéndose
propuesto distintas hipdtesis de trabajo. La teoria del mapa cognitivo (O’Keefe y Nadel, 1978)
postula que el hipocampo es una estructura clave en la navegacion cartografica. Experimentos con
el laberinto de agua apoyarian esta teoria, ya que las lesiones tanto del propio hipocampo como de
otras estructuras de la formacidn hipocampal causan un grave deterioro en esta tarea. Por otra parte,
los modelos relacionales inciden en el papel del hipocampo en la formacion de relaciones
complejas y flexibles entre los estimulos, y no solamente en las relaciones meramente topograficas
(Eichenbaum, 1999). El hipocampo actuaria como instrumento puente que permitiria integrar los
diferentes rasgos conductuales de la informacion en sus ambientes (Eichenbaum et al., 1999). Los
trabajos realizados con el laberinto de agua también sugieren la implicacion del sistema
hipocampal en la formaciéon de asociaciones o representaciones complejas entre los estimulos
(D’Hooge & De Deyn, 2001). Esta idea concuerda con la evidencia neuroanatomica y
neurofisiologica que muestra como el hipocampo integra multiples areas corticales relevantes para
la percepcion y la memoria, e interviene en la codificacion de las asociaciones entre las

caracteristicas espaciales y temporales de los estimulos ambientales (Kessels et al., 2001).

Aunque la formacidon hipocampal es central para el aprendizaje espacial, el mecanismo
neurobioldgico subyacente a este aprendizaje podria implicar la accion coordinada con otras
regiones cerebrales. Se ha observado que los animales con lesion en el hipocampo pueden llegar a
desarrollar aprendizaje espacial, lo que hace pensar que hay otras estructuras implicadas en este
aprendizaje (Ramos 2003). Las células de lugar, aparte del hipocampo, también se encuentran en
el subiculo, lo que indicaria su implicacién en la memoria espacial (Calton & Taube, 2009). Ranck
(1984) descubrid unas células en la corteza parietal que son las células de direccion de la cabeza
con propiedades complementarias a las células de lugar del hipocampo. Estas células se han
encontrado en otras zonas del cerebro como el postsubiculum, el tdlamo, los nicleos mamilares y el
nucleo tegmental dorsal (Calton & Taube, 2009). Su actividad parece relacionarse con la
orientacion de la cabeza con respecto al entorno, independientemente de su localizacion, apoyando
la hipdtesis de que la corteza parietal integra y procesa tanto la informacion visual como la relativa
al movimiento, ya que su lesion deteriora la ejecucién en tareas espaciales. Una propiedad
importante de estas células es que son capaces de mantener su actividad aun cuando las pistas
ambientales se hayan eliminado o las luces se hayan apagado (Taube et al., 1990), ello sugiere que
las células direccionales, al igual que las células de lugar hipocampales, poseen memoria y no son
activadas simplemente por la estimulacidén sensorial, sino que representan algunos aspectos del
entorno (Poucet, 1993). El hipocampo es importante para la orientacion en el espacio y el cortex
parietal posterior participa en integrar esta informacion con la ruta planificada (Calton & Taube,

2009).
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En la corteza entorrinal se han encontrado dos tipos mas de células que localizan el animal en el
espacio: son las células de red y las células de limite. Las células de red fueron descritas por
primera vez por Hafting y su equipo en 2005, y son células cuyos patrones de emision de sefales
funcionan como coordenadas en un mapa y se activan cuando la posicion del animal coincide con
el vértice de una cuadricula regular de triangulos equilateros en los que dividimos el espacio. Estas
células muestran que el cortex entorrinal dorsocaudado medial contiene un mapa neural del
ambiente espacial bien direccionado, orientado y topograficamente organizado (Hafting et al.,
2005). Las células de limite fueron descubiertas por Solstan y su equipo en 2008, y son células que
se activan cuando el animal llega al limite de un ambiente, asi podrian definir el perimetro del
ambiente y por ello servir como referencia de marco para los lugares situados dentro, controlando
la actividad de los otros tres tipos celulares. Estas células de limite suponen menos de un 10 por
ciento de la poblacidén de células locales pero pueden encontrarse en toda la corteza entorrinal
ademas de en una region cerebral adyacente, el parasubiculum, donde se mezclan con las células de

direccion de la cabeza y las células de red (Solstad et al., 2008).

De forma colectiva las células de lugar, las células de direccion de la cabeza, las células de red y
las células de limite constituyen un circuito que traduce los indicios visuales en informacion sobre
la "auto-localizacion", para que asi se pueda comprender y recordar donde se encuentran objetos

importantes y los animales se muevan en el entorno sin perderse.

Desde el punto de vista neuroanatomico la contribucion de la corteza parietal y en el
procesamiento de la informacion espacial podria depender del grado de funcionalidad del
hipocampo (Thinus-Blanc, 1996). La corteza parietal esta implicada en el aprendizaje espacial
tanto en la localizacion espacial alocéntrica, relacionada con la formacion de los mapas
cognitivos e implicado en la consolidacidon de la memoria, como en la egocéntrica basada en la
propia situacion del cuerpo. Ademads se ha implicado a esta zona en el almacenamiento de la
informacién espacial durante largos periodos de tiempo (Kesner 2009; Save & Poucet, 2009) .
El papel de estas dos estructuras no puede aislarse de otras areas cuya actividad esta implicada
en la integracion y procesamiento que se hace del entorno. Las lesiones del ntcleo accumbens,
que actua como una especie de puente entre el sistema limbico y motor (Ploeger et al., 1994),
deterioran la ejecucion en el laberinto de Morris. También se ha sugerido que el estriado
intervendria en la organizacion espacial de la conducta aunque de forma distinta al hipocampo
(Ahmed, 2008). El estriado seria el sustrato neural de la localizaciéon espacial alocéntrica,
mientras que el nicleo caudado intervendria en la localizacion egocéntrica (Devan et al., 1996;
Ahmed, 2008). También se ha implicado el nucleo accumbens en colaboracion con el
hipocampo y el estriado en las tareas de aprendizaje espacial (Redish & Touretzky, 1997;
Burgess, 2008). Lesiones en los cuerpos mamilares también deterioran el aprendizaje espacial

ya que deterioran las sefiales de las células de direccion de la cabeza (Sharp & Koester, 2008).
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Las lesiones cerebelosas y de los nucleos basales deterioran la ejecucion en el laberinto de agua,
sugiriendo su implicacion en los aspectos procedimentales de la tarea (D’Hoodge & De Deyn,
2001). Otras regiones cerebrales como el tdlamo y la corteza prefrontal participan en el
aprendizaje espacial. El tdlamo como principal estacion de relevo (Conway, 1998) y la corteza
prefrontal en la planificacion y adaptacion a las condiciones cambiantes en situaciones
complejas (Granon & Poucet, 1995). Otros estudios implican varias regiones como el
presubiculum, el talamo anterior, la corteza restrosplenial, la corteza parietal y el estriado que
ayudarian al hipocampo en su funcidon de adquirir , consolidar y almacenar la informacidén que
requiere el aprendizaje espacial (Moser, 2008). Ademas el descubrimiento de las células de red
y de limite demuestran que la corteza entorrinal y el parasubiculum ayudan al animal a

localizarse en el espacio e intervienen en el aprendizaje espacial (Solstad et al., 2008).

2.3.2.2 Sistemas de neurotransmision y aprendizaje espacial

Diversos sistemas de neurotransmision han sido estudiados en relacion con el aprendizaje y
la memoria espacial, aunque una inspeccion detallada de los datos revela que la acetilcolina y el
glutamato han sido los mas investigados (Myhrer, 2003). En general, las manipulaciones
famacoldgicas que suprimen la actividad colinérgica (escopolamina, mecamilamina ...) producen
déficits en la ejecucion en el laberinto de agua. Sin embargo, los efectos de agonistas colinérgicos
como la nicotina dependen de distintos factores, como la especie, la dosis, el régimen de
administracion y la duracion del tratamiento. En ratas, su administracion aguda antes del
entrenamiento mejora este aprendizaje tanto si presentan déficits, por envejecimiento o lesiones,
como si son animales intactos (Riekkinen & Riekkinen, 1997; Hodges et al, 1995). Sin embargo en
ratones NMRI intactos no se ha observado tal mejora tras el tratamiento agudo con nicotina
(Lamberty & Gower, 1991), aunque en la cepa C57 se ha descrito un incremento de la tasa de
aprendizaje tras la administracion crénica (Bernal et al.1999). Los sistemas noradrenérgico y
serotoninérgico pueden mejorar los procesos de memoria espacial mediados por el sistema

colinérgico. (McNamara & Skelton, 1993).

El sistema glutamatérgico también interviene en este aprendizaje, ya que los antagonistas de los
receptores NMDA, incluso a pequefias dosis, deterioran la adquisicion de estas tareas de forma
especifica (Caramanos & Shapiro, 1994; Rinson & Stanton, 1995). Ademas la LTP en la mayoria
de las sinapsis del hipocampo depende de la actividad de dichos receptores (Cain, 1998). Se ha
evaluado el posible papel del sistema dopaminérgico, observandose que al inhibir la transmision
dopaminérgica, mediante la administracion de neurolépticos, se impide el aprendizaje espacial
(Ploeger et al., 1994). Ademas hay evidencias de la modulacion dopaminérgica en el
mantenimiento de la LTP. La fuerte tetanizacion de la via colateral de Schaffer produce aumento de

dopamina en cortes de hipocampo (Frey et al, 1990), y el bloqueo o ausencia de los receptores de
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dopamina D1-D5 impide la transmision en CA1 (Matthies et al., 1997, O’Carroll & Morris, 2004).
La activacion del sistema GABA también deteriora la capacidad espacial de los animales (D’Hooge
& De Deyn, 2001). En cambio el sistema monoaminérgico es necesario para desarrollar la tarea del

laberinto acuatico de Morris pero no para el aprendizaje espacial per se. (McNamara & Skelton,

1993)
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Figura 16. Vias de neurotransmision en el cerebro. www.analisismusical.com/vias nerviosas &
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2.3.2.3 Cambios en el aprendizaje espacial durante el envejecimiento

Los animales viejos adquieren la mayoria de las tareas espaciales mas lentamente que los
jovenes. No obstante, existe gran variabilidad interindividual, ya que algunos animales viejos
aprenden esta tarea tan eficientemente como los jovenes, mientras otros muestran marcado
deterioro (Gallagher et al., 1993; Wood & Dudchenko, 2003; Winocur et al., 2008). Estudios
anatomicos y electrofisioldgicos confirman que el hipocampo de las ratas envejecidas tienen
pérdida de sinapsis en el GD, también hay pérdida de sinapsis funcionales en el area CA1l y una
disminucion de la respuesta al receptor NMDA en las sinapsis de la via perforante en las células

granulares del GD. Ademas hay una alteraciéon de la regulacion del calcio en el area CAl. Estas
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alteraciones pueden perjudicar la plasticidad sinaptica que incluyen déficits en la induccion y el
mantenimiento de la LTP y la depresion a largo plazo en el hipocampo (Rosenzweig & Barnes,
2003). La alteracion de los mecanismos de plasticidad sinaptica del hipocampo podria ser una de
las causas del deterioro espacial observado en el envejecimiento (Shapiro, 2001). El paradigma de
navegacion espacial parece ser un modelo apropiado para evaluar tales déficits, ya que las
representaciones del entorno dependen en gran medida de un funcionamiento hipocampal eficiente,
el cual puede verse deteriorado en el proceso de envejecimiento en humanos y animales (Barnes,
1998). Al interpretar los déficits espaciales asociados al envejecimiento hay que considerar que en
el aprendizaje en el laberinto acuatico se necesita retener informacion durante un periodo
relativamente largo, siendo menores los requerimientos de la memoria reciente, cuyo déficit es un
sintoma caracteristico del envejecimiento animal y humano (Bartus, 2000). En estudios virtuales de
navegacion espacial también se ha observado que las personas ancianas también ejecutan peor las

tareas que las personas jovenes (Zakzanis et al., 2009).
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3. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

3.1 DEFINICION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa progresiva y es la
demencia mas prevalente de la gente mayor de 65 afos: afecta al 7-10% de los individuos mayores de
65 afios y, posiblemente, al 40% de aquellos que sobrepasan los 80 (Wimo et al., 2003). La mayoria de
los casos de la EA son esporadicos (95%), mientras que solo un 5% tiene un patrén de herencia
dominante (enfermedad de Alzheimer familiar). La EA se caracteriza clinicamente por el deterioro de
la memoria a corto plazo, la afasia (pérdida del habla), apraxia (imposibilidad de realizar movimientos
coordinados) y agnosia (pérdida de la facultad de reconocer a personas o cosas), sumado a estos se da
una reducida capacidad de juicio, de toma de decisiones y de orientacion, ademas de modificaciones
en el estado de animo y de alteraciones psicdticas y de la conducta (Cummings, 2004; Robert et al.,
2005). Los cerebros de los enfermos de Alzheimer, descritos por primera vez por el neurdlogo aleman
Alois Alzheimer en 1906, presentan placas seniles y ovillos neurofibrilares y se produce una pérdida
neuronal y atrofia cerebral. El componente mayoritario de las placas seniles es el péptido f-amiloide
(AB) y los ovillos neurofibrilares estan formados por la proteina tau hiperfosforilada (Harris &
Fahrenholz, 2005). La localizacion de las alteraciones neuropatologicas se situan fundamentalmente en
la corteza cerebral, sobre todo en las dreas temporoparietales, el hipocampo y la amigdala (Walsh &

Selkoe, 2004).

3.2 TEORIAS SOBRE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Todavia no se ha establecido con precision el mecanismo patogénico de la enfermedad. Sin
embargo, la misma parece ser un trastorno heterogéneo, con interrelacion de una serie de factores
genéticos y adquiridos a lo largo de la vida. Se han formulado diferentes teorias y entre ellas la mas

aceptada es la hipotesis amiloidea.

3.2.1 HIPOTESIS AMILOIDEA

La hipotesis amiloidea se formul6 hace dos décadas y considera que la produccion patoldgica
de los péptidos de AP son la mayor causa de la muerte y disfuncion de las neuronas que conllevan a
la demencia en la EA Este conduciria posteriormente al dafio en los axones mediante procesos
inflamatorios, la alteracion en la estructura del citoesqueleto microtubular neuronal y la aparicion
de los cambios neurofibrilares y neurodegenerativos, con el resultado final de la muerte neuronal
(Hardy & Selkoe, 2002). Factores genéticos o ambientales son los causantes de la desregulacion en
el procesamiento de APP que es el principio de una cascada de reacciones que llevaran a

desarrollar la EA. El mal procesamiento de APP lleva a la superproduccion de AB-42 que llevara a
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la formacién del nticleo de las placas seniles maduras o se depositara en forma de placas difusas.
La formacion de placas seniles activan la microglia y la astroglia, causando dafio oxidativo,
fosforilacion y agregacion de tau llevando a la pérdida neuronal y disfuncion sindptica (Figura 17)
(Verdile et al., 2004). Ademas de ser una de las caracteristicas neuropatoldgicas de la EA, la
distribucion y el nimero de placas seniles correlaciona con la pérdida cognitiva en la enfermedad
(Cummings et al., 1996). Actualmente se estudia cual es la forma de AP que tiene un papel
principal en la enfermedad, si las formas agregadas o las formas solubles de este péptido (Lambert
et al., 1998; Wash et al., 1999; Hardy & Selkoe, 2002). En estudios recientes sobre el papel del
péptido amiloide intraneuronal se ha demostrado que contribuye a la patologia de la EA facilitando
la hiperfosforilacién de tau, impidiendo la correcta funcion de la mitocondria y el proteosoma y
desencadenando dishomeostasis del calcio y pérdida de la sinapsis nerviosas afectando a la LTP
(Figura 18) (LaFerla et al., 2007). En estudios con ratones transgénicos 3xTgAD se han visto
alteraciones cognitivas y no cognitivas asociadas a demencia (sintomas neuropsiquiatricos de
demencia, BPSD), a edades tempranas en las que solo se detecta AP intraneuronal (Giménez-Llort

et al., 2007).
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Hay varios estudios que avalan la hipotesis amiloidea. En estudios genéticos se ha visto que

mutaciones en la presenilina 1 y la presenilina 2 alteran el metabolismo del APP a través de un

efecto directo sobre la ¥-secretasa. Ademas las mutaciones en el gen que codifica para la proteina

tau da lugar a una demencia frontotemporal con parkinsonismo donde se observan grandes
depdsitos de tau en forma de ovillos neurofibrilares (ONF) pero no se detecta acumulacion de A
ni formacion de placas difusas o seniles. Hay datos que sugieren que en la cascada patogénica de la
EA, la alteracion en el procesamiento del APP tiene lugar antes de que se den las alteraciones en
tau. Asi, los ratones transgénicos que sobreexpresan APP y tau humana mutada muestran mayor
formacion de ONF en comparacion con los ratones que solo sobreexpresan tau. Ademas se ha
observado que en cultivos neuronales de hipocampo de raton la toxicidad del AP es dependiente de
la proteina tau. Otros estudios relacionan cambios en el metabolismo del AR con el riesgo en la EA

de aparicion tardia. (Hardy & Selkoe, 2002).
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Figura 18. Efectos patolégicos del Af intraneuronal. LaFerla et al., 2007.

3.2.1.1 Factores genéticos

Las mutaciones génicas causantes de los casos familiares abalan la hipotesis amiloidea de la
enfermedad. Hasta el momento se han reportado 3 cromosomas implicados en su patogenia: 1, 14y
21, aunque actualmente hay estudios que relacionan mas cromosomas implicados (Bird, 2008). La
primera mutacién se describidé en el gen de la proteina precursora de P-amiloide (APP) en el
cromosoma 21 (Verdile et al, 2004). Hasta la fecha se han descrito dieciséis mutaciones diferentes.
Todas las mutaciones afectan a los exones 16 y 17, cerca de los lugares implicados en la protedlisis

de la APP por las diferentes secretasas (Figura 19). Los pacientes con sindrome de Down de mas de
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40 afios desarrollan cambios similares a los enfermos de EA porque la trisomia del par 21

proporciona a las victimas una doble "dosis" del programa genético productor de EA (Bird, 2008).

Las mutaciones en los genes de la presinilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y de la presinilina 2
(PS2) en el cromosoma 1 también estan relacionados con una forma dominante de EA. Las
presinilinas son proteinas transmembrana del RE y el aparato de Golgi. La PS1 contiene 467
aminoacidos y la PS2 contiene 448 aminoacidos, muy conservados entre especies. Se conocen
mas de 50 mutaciones en la PS1 y dos mutaciones en la PS2 que llevan a las mismas disfunciones
que las mutaciones en APP alterando el procesamiento del APP y liberando mas AB-42. La
interaccion entre APP y las presinilinas en el RE interviene en la produccion de AB-42 (Czech,

2000).
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Figura 19: Mutaciones en genes involucrados en AD. Sangram et al., 2002.

En los casos esporadicos de la EA se ha establecido la influencia de diversos genes. En el
cromosoma 19 se encuentra el gen de la apolipoproteina E (ApoE), implicado tanto en las formas
familiares de comienzo tardio, como en la EA esporadica (Lovestone & McLoughlin, 2002). La
posesion, por herencia, del alelo 4 del gen ApoE, en el cromosoma 19 parece ser uno de los
factores mejor caracterizados para posibilitar la aparicion de la EA. La ApoE es una proteina

plasmatica implicada en el transporte del colesterol y otros lipidos en los diferentes tejidos. Es
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sintetizada primariamente por el higado y el cerebro, y constituye la principal apolipoproteina
expresada en el tejido cerebral, preferentemente en la glia. El gen apoE tiene 3 isoformas E2, E3 y
E4. La mas frecuente es la E3 (constituye el 78 % de los alelos presentes en poblacion caucasiana)
y la menos frecuente es la E2 (constituye el 7 %). Se ha observado que el E4 (15 % de alelos en
poblacion caucasiana) aumenta el riesgo de padecer la EA mientras que el E2 probablemente
reduce el riesgo o es un gen protector. Sin embargo, muchas personas con EA no tienen el gen tipo
E4 de la misma manera que otras personas con el gen E4 no desarrollan la enfermedad.

Se estan estudiando otros genes ligados a padecer EA en los cromosomas 2, 7, 9, 10, 12, 15 y19.

(Bird, 2008)

3.2.2 HIPOTESIS TAU

Aungque la hipotesis amiloidea es la mas aceptada hay otras hipotesis que pretenden explicar la
EA. Mientras los defensores de la hipotesis amiloidea defienden el papel central del AP en la
patogenia de la EA (Hardy & Selkoe, 2002) otros investigadores defienden la hipdtesis tau que
propone los ONF como los elementos mas importantes de la enfermedad (Mudher & Lovestone,
2002). Para respaldar la hipdtesis Tau hay estudios que indican que las alteraciones cognitivas en
los enfermos de Alzheimer estan directamente asociadas a la hiperfosforilacion de tau (Delacourt,

2005).

La hipdtesis de tau propone que la unidn de tau a los microtibulos esta alterada por un aumento
en la fosforilacion de tau que puede ser debida directamente a mutaciones en el gen de esta
proteina. Una disminucion de la proteina tau unida a microtubulos aumenta la proteina tau libre que
bajo las condiciones apropiadas se autoagrega formando filamentos apareados helicoidales. La
pérdida de la union de tau a los microtibulos da como resultado la pérdida de la funcion de los
microtubulos. El proceso de la agregacion de tau en ausencia de mutaciones no es conocido pero
puede ser el resultado del incremento en la fosforilacion, la accidon de proteasas o la exposicion a

polianiones como los glicosaminoglicanos (Figura 20) (Mudher & Lovestone, 2002).
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Estudios recientes sugieren una nueva via de sefializacion que relacionaria la hipdtesis amiloidea y
la hipdtesis de tau en una misma cascada de alteraciones bioquimicas, es la hipotesis de
sefializacion de wnt. La alteracion de esta via disminuye el metabolismo no amiloigénico del APP
que conlleva a la sobreproduccion de AB. EI AR activa diversas quinasas entre ellas la glicogeno
sintetasa kinasa (GSK3), que pueden causar la hiperfosforilacion de tau (Figura 21) (Avila &
Hernandez, 2007; Hooper et al 2008; Mudher & Lovestone, 2002).
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Figura 21. Via wnt. Mudher & Lovestone, 2002.
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3.2.3 HIPOTESIS COLINERGICA

Las alteraciones histopatologicas en la EA se producen siguiendo un patrén caracteristico, en
el que determinadas zonas cerebrales y poblaciones neuronales resultan afectadas siguiendo un
orden determinado. Los cambios tienden a comenzar en el l6bulo temporal medial, a través de la
corteza de asociaciéon, desde alli se proyectan hacia el nucleo basal de Meynert (Whitehouse,
1982), la fuente primaria de neuronas colinérgicas, para seguir luego las proyecciones de éste hacia
el hipocampo y la corteza frontal, parietal y occipital. Asi, a mediados de los afios 70, se demuestra
un déficit especifico de las enzimas colinoacetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinesterasa en el
material proveniente de la autopsia de pacientes con EA, y se establece una correlacion entre el
déficit colinérgico y la disfuncidon cognitiva. La enzima ChAT es esencial para la sintesis de
acetilcolina (ACh) y se relaciona con la deficiencia del neurotransmisor en el origen del proceso
morbil. En la década de los 80, se describe una pérdida de neuronas colinérgicas en los nucleos
basales y se publica que existen correlaciones entre la pérdida de neuronas en los ntcleos basales,
el déficit de ChAT y las placas neuriticas. Todos estos datos permiten formular la «hipotesis
colinérgica» sobre la fisiopatologia de la EA (Bartus et al., 1982) que postula la existencia de una
relacion entre la lesion de tipo degenerativo de la transmision cerebral colinérgica y los sintomas
mas precoces de la EA, especialmente las alteraciones cognoscitivas, memoria y aprendizaje
(Garcia, 2002). En estudios mas recientes se ha observado ademas de un descenso en el nimero de
neuronas colinérgicas una disminucion en el nimero de receptores colinérgicos en las neuronas de
la corteza cerebral de individuos posmortem. Esta disminucidon también se ha observado in vitro
tras la exposicion a AP (Wevers et al., 2000). Ademas de los cambios en la actividad de
acetilcolinesterasa se ha observado que esta enzima puede potenciar la agregacion de AP y su

neurotoxicidad (Bartolini et al., 2003; Dumont et al., 2006).

3.3 FACTORES DE RIESGO Y DESENCADENANTES

Hay factores de riesgo que pueden contribuir a desencadenar la enfermedad y cursan con la
misma como la inflamacidn y el estrés oxidativo. Ademds el envejecimiento es el factor de riesgo

mads importante junto con sus cambios metabolicos como son la hipercolesterolemia y la diabetes.

3.3.1 LA EDAD

En la actualidad la edad es el principal marcador de riesgo de la EA, de tal forma que la
prevalencia de la enfermedad se duplica cada 5 afios a partir de los 60 afios de edad; pasa del 1%
entre los 60 y los 65 afios al 4.3 % a los 75 afios, hasta llegar al 28.5% a los 90 afios (Barranco-

Quintana, 2005).



Introduccion: la enfermedad de Alzheimer _

3.3.2 HIPERCOLESTEROLEMIA

En la EA también se plantea que existe una relacidn entre deposicion amiloide y
colesterolemia. Mediante la utilizacion de un modelo de ratén transgénico de amiloidosis, se
demostrd que la hipercolesterolemia inducida por la dieta daba como resultado una dramatica
aceleracion de los cambios bioquimicos y neuropatologicos en el raton transgénico y se detectd un
incremento en la concentracion y deposicion del péptido AP en el SNC ( Refolo et al, 2000). Otros
investigadores también fundamentaron la conexion entre el colesterol elevado y la patologia
amiloide in vivo. En un estudio donde se emplearon ratones transgénicos con el gen del APP, que
expresa la mutacion de EA familiar Suiza, el incremento del colesterol dietético condujo a
reducciones en los niveles cerebrales de fragmentos de APP solubles (SAPP) y AB en cerebro que
correlacionaron negativamente con los niveles de colesterol en suero (Howland,1998). Esta
reduccion en los SAPP conllevo al procesamiento amilogénico del APP y finalmente una
produccion incrementada de AP. Estos resultados demuestran que el procesamiento de APP y el
nivel de péptidos AP pueden ser modulados in vivo por la hipercolesterolemia y sustenta las
evidencias de que el colesterol juega un papel en la formacidon del amiloide (Pappolla, 2002). Dos
estudios epidemiologicos sugieren que altos niveles de colesterol en la década de los cuarenta
puede ser un factor de riesgo para la EA aunque otros estudios no han reproducido estos resultados
(Notkola et al., 1998; Kivipelto et al., 2001). En otros estudios se ha observado que la

administracion de estatinas reduce el riesgo de padecer EA (Sjogren et al., 2006).

3.3.3 DIABETES

Aunque no todos los diabéticos tipo 2 llegan a desarrollar la EA y no todos los pacientes con
Alzheimer son diabéticos, estudios en poblaciones extensas han demostrado que, comparados con
los individuos sanos de la misma edad y sexo, los que padecen diabetes tipo 2 tienen el doble de
probabilidades de desarrollar la EA. La razon de esta asociacion no es conocida, aunque las
sospechas iniciales se han centrado en los problemas cardiovasculares provocados por la diabetes,
los cuales podrian contribuir a la demencia de la EA a través de bloqueos de la circulacion cerebral
(Luchsinger, 2008). Por otro lado, las personas con diabetes tipo 2 presentan una caracteristica
resistencia a la accion de la insulina. Como compensacion, el pancreas libera mas insulina, y la
consecuencia de este mayor nivel de insulina en sangre seria una inflamacion que podria contribuir
a la lesion cerebral de la EA, incluso a través de su intervencidn en la formacidn de las placas de
amiloide (Craft, 2007). La insulina puede regular directamente la plasticidad sinaptica implicada en
el aprendizaje y la memoria. La desregulacion de las vias de sefializacion de la insulina en el
cerebro se ha relacionado con la EA. Ademas la insulina participa en la regulacion del metabolismo

del péptido amiloide y de tau promoviendo la formacion de placas y ovillos (Biessels et al., 2005).
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En otro estudio reciente en el que se han incluido 1.173 individuos de 75 afios o mas, se ha
encontrado que incluso en las personas con diabetes incipiente poco manifiesta, la probabilidad de
desarrollar EA se eleva en un 70%, y esta probabilidad se eleva atin mas si el individuo padece

hipertension arterial (Xu et al., 2007).

3.3.4 INFLAMACION

En los cerebros de los enfermos de la EA se ha encontrado una reaccion inflamatoria crénica
local en la que no interviene la reaccidon antigeno-anticuerpo. En esta inflamacion local intervienen
mas de 40 sustancias inflamatorias producidas por las neuronas, los astrocitos y las células
microgliales locales, y se activa el sistema del complemento. Las siguientes sustancias relacionadas
con la inflamacion cerebral aparecen en los depositos de amiloide de la EA: 1) proteinas del
sistema del complemento de C1 a C9, 2) inhibidores del complemento, 3) reactantes de fase aguda:
proteina reactiva C, componente P de amiloide, o-antiquimiotripsina, o,-antitripsina, oy-
macroglobulina, pentraxina neuronal, 4) citocinas y factores de crecimiento: interleucinal,
interleucina 6, proteina quimioatrayente de monocitos 1, molécula asociada al crecimiento ligadora
de heparina, TGF-f;, cistatinas, factor de crecimiento basico de fibroblastos, 5) sistemas de la
trombina y la plasmina, 6) sustratos para receptores de lipoproteinas: lipoproteinlipasa, apoE,
receptor de lipoproteina de baja densidad, lactoferrina, 7) otros: proteinas de choque de calor,
proteoglicanos, comogranina, molécula de adhesion celular 1, kalicreina y catepsinas (Toledo,
2006). Es probable que esta reaccidon inflamatoria se ponga en marcha como respuesta a alguna
agresion, como la alteracidon en el equilibrio entre la produccion y la degradacion de AP y el
deposito de sustancias que la microglia trata de digerir, activandose y activando a su vez el sistema
de complemento (Blasko et al., 2004). Recientes experimentos demuestran que los mediadores
inflamatorios promueven el proceso de APP aumentando la regulacion de beta secretasa 1 (Heneka
& O’Banion, 2007). La manifestacion estructural més obvia de la inflamacion en los tejidos
afectados por la EA es la activacion de abundantes células de la microglia. Las células de microglia
rodean los depdsitos de amiloide de la placa senil y esta interaccion estimula su activacion, tras la
cual la microglia fagocita y degrada los depositos de AP. Los astrocitos también se activan y
secretan mediadores proinflamatorios como la proteina S100p incrementando la inflamacién local
(Rogers, 2008). La importancia de la inflamacién en la patogénesis de la EA estd indirectamente
confirmada por investigaciones epidemioldgicas que muestran una disminucion de la incidencia de
la EA en personas usando antiinflamatorios, especialmente los antiinflamatorios no esteroidales

(Zilka et al., 2006).
3.3.5 ESTRES OXIDATIVO

Unas de las caracteristicas comunes en las enfermedades neurodegenerativas son la relacion

entre el estrés oxidativo y la apoptosis neuronal. En la fisiopatologia de la EA se conoce que el estrés
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oxidativo desempefia un rol importante. Los radicales libres en exceso peroxidan la membrana
lipidica, oxidan proteinas y como consecuencia dafian la membrana plasmatica y las proteinas del
citoesqueleto, ademas de afectar el RNA y DNA nuclear. En el cerebro, el intenso proceso
metabolico, las bajas concentraciones de glutation y catalasa, y el aumento de la proporcion de
acidos grasos poli-insaturados condicionan que el tejido cerebral sea muy susceptible al dafio
oxidativo (Gibson & Huang, 2005; Smith, 1996)

La mayoria de los estudios han demostrado un aumento de los marcadores de peroxidacion lipidica
en los cerebros de los pacientes con EA, incluidas las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), MDA (Marcus et al., 1998; DiClero, 2000), HNE (Markesbery & Lovel , 1998) y algunos
isoprostanos (Practico, 1998), especialmente en el cortex temporal y el hipocampo. La fluidez de la
membrana mitocondrial estd disminuida en el cortex cerebral de los pacientes con EA, dato que
parece deberse a un aumento de los procesos de peroxidacion lipidica (Mecocci et al, 1997). Ademas
se ha observado que la peroxidacion lipidica precede a la formacion de placas amiloides (Pratico,
2001). Hay un aumento de proteinas oxidadas en la corteza frontal de pacientes con EA (Carney et
al, 1994), en la corteza parietal inferior y en el hipocampo (Hensley et al., 1995) coincidiendo con
zonas ricas en placas seniles. Mecocci et al (1994) describieron un aumento de la concentracion del
indicador del dafio del ADN 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) en el lobulo parietal de los
pacientes con EA. En algunos estudios también se ha visto un aumento de la oxidacion de algunas
bases del ADN en la corteza parietal, temporal, occipital y frontal y en el hipocampo (Gabbitta et al.,
1998), que incluso puede estar presente en los estadios iniciales de la EA (Nunomura et al., 2001) y
que parece ser mayor en los ovillos neurofibrilares, las neuritas distroficas y los astrocitos reactivos
(lida et al., 2002).

Hay una acumulacion de hierro y de aluminio en las placas seniles (Jellinger et al., 1990) y en los
ovillos neurofibrilares (Good et al., 1992), que podria contribuir al estrés oxidativo (Pappolla et al.,
1992). La homeostasis del zinc (Zn) y cobre (Cu) estd desregulada en la EA y esto afecta al
metabolismo de la APP dando lugar a procesos neurotoxicos. En 1990 Ashley Bush descubrié que
el Zn (I) y Cu (II) inducian agregacion de AP, y que en su ausencia las placas seniles en muestras
de tejidos celulares se disolvian. Fue establecido que la combinacién de AP con iones metalicos
genera perdxido de hidrogeno y origina radicales hidroxilos que ocasionan dafio oxidativo en el
cerebro (Multhaup et al., 2002).

En los ovillos neurofibrilares de pacientes con EA se ha detectado nitrotirosina, pero no en los
cerebros de los controles sin dichas estructuras, lo que implica al NO y a la formacion del radical
libre peroxinitrito en la patogenia de la EA asociada al estrés oxidativo (Smith et al., 1997). La
nitrotirosina se ha detectado en las neuronas, los astrocitos y los vasos sanguineos de los pacientes
con EA y no en los controles, y se colocaliza con la expresion anormal de NOS neuronal en las

células corticales piramidales (Luth et al., 2002).
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Los fragmentos 1-42 y 1-40 de AP humana son capaces de generar por si mismos una produccion
de peréxido de hidrégeno por un mecanismo que involucra la reduccion de Fe*" o Cu®" mediante la
reaccion de Fenton (Huang et al., 1999). El fragmento 25-35 de proteina amiloide es capaz
también de inducir un dafio oxidativo al ADN mitocondrial (Bozner et al., 1997), asi como inducir
la muerte neuronal apoptdtica, que es mediada por el peroxido de hidrégeno, HNE y caspasa-3 y
que puede ser prevenida por vitamina E y N-acetilcisteina (Velez-Pardo et al., 2002).Otros estudios
han demostrado, después de la exposicion de células a proteina AP, un deterioro en la homeostasis
del calcio, al cual le sigue la oxidacion de las bombas de calcio de membranas. El incremento del
calcio intracelular conduce a la activacion de la NOS neuronal y, consecuentemente, aumenta la
concentracion del NO intracelular, este reacciona con el anion radical superdxido, proveniente de la
cascada del 4cido araquidonico, de la mitocondria o de la conversidon de xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa, dando lugar al peroxinitrito (ONOO"). Este ultimo puede dar lugar a formas
transicionales activas con potenciales reactivos comparables al radical hidroxilo. La demostracion
de la peroxinitracion extensiva de proteinas en el cerebro afectado por la EA sugiere el papel
patologico del ONOO™ en esta enfermedad. (Canzoniero & Sneider, 2005; Scorziello, 2004). En
modelos de ratones transgénicos de EA con aumento de la expresion de la APP y en otros modelos
experimentales se ha observado aumento del dafio oxidativo (Smith et al., 1998), de la
peroxidacion lipidica que precede a la formacion de la placa amiloide (Drake, 2003) , de la
produccion de nitrotirosina (Matsuoka et al., 2001) y de la expresion de Cu/Zn-SOD y de
hemoxigenasa-1 en los alrededores de los depositos de amiloide (Pappolla et al. 1998). También se
ha descrito aumento del estrés oxidativo en los ratones transgénicos con mutaciones de presenilina-

1 (LaFontaine, 2002).

La mitocondria constituye uno de los compartimentos celulares mas susceptible a sufrir dafio
oxidativo. En particular, el ADNmt, por su proximidad a la cadena de transporte de electrones, la
carencia de histonas protectoras y de mecanismos eficientes de reparacion es un blanco potencial
para el impacto de las especies reactivas derivadas del oxigeno y el nitrégeno. En este sentido, se
han observado altos niveles de mutaciones en el ADNmt del 16bulo temporal de pacientes con EA,
que a su vez mostrd niveles elevados de dafio oxidativo (Mecocci et al., 1994). La toxicidad del AP
involucra directamente a la mitocondria (Yan & Stern, 2005) y su agregacion incrementa los

niveles intracelulares de Ca®" y de NO en astrocitos (Canevari et al. 2004; Sultana et al., 2006)
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3.4 NEUROPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

3.4.1 ASPECTOS MACROSCOPICOS

La atrofia cerebral aparece practicamente siempre en las fases clinicas de la enfermedad de
Alzheimer y afecta preferentemente al l6bulo temporal, incluyendo las regiones entorrinal y subicular,
asi como el hipocampo, y la amigdala. Los ldbulos parietales y frontales estdn menos alterados. La
atrofia afecta a la corteza cerebral, que parece mas delgada y con circunvoluciones atroficas, y a la
sustancia blanca; se caracteriza, ademas, por una dilatacion de los ventriculos, mas marcada en las
astas temporales. La atrofia es generalmente simétrica, pero también puede haber atrofia lobular
frontal, temporal u occipital asimétrica. La atrofia cerebral suele ser mas grave en las formas
familiares de inicio precoz que en las formas esporadicas de inicio tardio. El grado de atrofia cerebral

se relaciona con el progreso de la enfermedad (Ferrer-Abizanda, 2006) (Figura 22).
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Figura 22: A) Cerebro sano B) cerebro con la Enfermedad de Alzheimer C) Imagen comparando los
hemisferios cerebrales de un hombre sano y un paciente con la enfermedad de Alzheimer. Bird, 2008.

3.4.2 ASPECTOS MICROSCOPICOS

A nivel microscopico, la patologia incluye la aparicion de ovillos neurofibrilares, placas seniles
o neuriticas, depodsitos de amiloide en vasos sanguineos y meningeos, degeneracion granulo-
vacuolar en neuronas piramidales del hipocampo, gliosis reactiva, aumento de las células de la
microglia y acimulos de lipofucsina. Ademas de todas estas marcas histopatologicas se ha descrito

la presencia de los llamados cuerpos de Hirano (Hirano, 1994). Los cuerpos de Hirano son
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inclusiones citoplasmaticas descritas en una variedad de enfermedades neurodegenerativas que
producen lesiones persistentes, caracterizadas por la presencia de filamentos de actina y otras
proteinas asociadas, entre las que se encuentra la proteina tau (Maciver & Harrington, 1995). Los
hechos distintivos de la EA, aunque no exclusivos, son los relacionados con los depdsitos del
péptido AP y con los depdsitos intracelulares de proteina tau fosforilada. Los depositos de A
aparecen como parenquimatosos difusos o focales: placas seniles (principalmente placas difusas,
placas primitivas y placas neuriticas), depdsitos difusos subpiales y perivasculares; y angiopatia
amiloidea en los vasos cerebrales y de las meninges (Figura 23). La patologia tau se manifiesta en
neuritas distroficas alrededor de los depdsitos de AP en las placas neuriticas, en neuronas con
degeneracion neurofibrilar (ovillos neurofibrilares o fangles), en neuronas aisladas con depdsito de
tau pero sin formacion de fibrillas (pre-tangles), y en prolongaciones neuronales denominados
hilillos del neuropilo (Duyckaerts & Dickson, 2003) (Figura 23). Ademas, la pérdida neuronal es
un fenomeno progresivo en la evolucion de la EA, y con toda probabilidad directamente
responsable del deterioro cognitivo (Holf et al., 1999). Estudios cuantitativos han confirmado que
la pérdida neuronal estd muy marcada en la corteza entorrinal, en la corteza temporal, en el cortex
parietal, especialmente en las capas Il y III, y en la region CA1 del hipocampo. Otras regiones que
presentan pérdida neuronal son la amigdala, el ntcleo basal de Meynert, el locus ceruleus y los
nucleos del rafe. Las alteraciones sindpticas son importantes en la EA. Por una parte, hay una
pérdida de dendritas en las neuronas piramidales de la corteza cerebral y del hipocampo. Por otra,
se ha observado una importante reduccion en la expresion de proteinas asociadas a la vesicula

sinaptica y, en menor medida, a la membrana presinaptica (Masliah & Salmon, 1999).
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Figura 23. Modelo de patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Selkoe, 2004.
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FORMACION DE PLACAS SENILES Y OVILLOS NEUROFIBRILARES

En la figura 23 vemos el proceso de formacién de placas seniles; este proceso comienza cuando las moléculas

de APP en la membrana plasmatica o de las vesiculas intracelulares son procesadas por la B-secretasa (BACE) y

el complejo presinilina-y-secretasa (PS-y) para liberar la region AB. Una parte de los péptidos AP pueden
oligomerizarse, inicialmente intravesicularmente y puede ser liberado al liquido intersticial donde puede
interferir con la sinapsis nerviosa. Los oligdmeros de AP pueden polimerizarse en fibrillas de betamieloide y
agregarse formando placas seniles provocando la disfuncion de los axones y dendritas adyacentes. Ademas hay
formacion de ovillos neurofibrilares (tangles) a través de la activacion de kinasas en el citoplasma neuronal
provocando la hiperfosforilacion de la proteina tau asociada a microtibulos que se desorganizan al desprenderse
de la proteina tau. La proteina tau fosforilada polimeriza en filamentos insolubles, se agrega y forma los ovillos
neurofibrilares. Las placas seniles provocan la activacion de la microglia y los astrocitos generando un proceso

inflamatorio local que contribuye a la neurotoxicidad.

3.4.2.1 Los depésitos de beta-amiloide

Las placas neuriticas: Tienen una zona central densa de amiloide compuesta principalmente de

AP40 rodeada por una zona mas difusa compuesta principalmente de Ap42, su tamafio varia de 10 a
120 um y también varia su grado de compactacion. Se encuentran asociadas a axones y dendritas
dafiadas. FEstas neuritas se encuentran dilatadas, presentan formas tortuosas y anomalias
ultraestructurales como lisosomas anormalmente alargados y muchas mitocondrias y filamentos
fosforilados compuestos principalmente por proteina tau fosforilada. Estas placas se encuentran

estrechamente asociadas a microglia activada y astrocitos reactivos (Selkoe, 2001) (Figura 24).

A) B)

Figura 24: Placas neuriticas de un enfermo de la enfermedad de Alzheimer tefidas con el anticuerpo
anti-AB clon 4G8. A) Objetivo de 20X; B) Objetivo de 40X. S. Garcia Matas.
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Las placas difusas: son depositos difusos parenquimatosos de AP42 y tienen un tamafio variable

de pocas micras a un centenar de micras de diametro, y muestran contornos irregulares. Estas placas
no contienen neuritas distroficas, aunque si pueden estar atravesadas por procesos neuriticos. Se
desconoce si las placas difusas son precursoras o no de las placas neuriticas. Se ha observado un
aumento de inmunorreactividad para las distintas proteinas relacionadas con las sinapsis en las placas
difusas, incluyendo sinaptofisina, SNAP-25, asi como proteina prionica celular (PrP®), factores de
transcripcion (Myc, NFk-B) y canales i6nicos. Todo ello nos hace pensar que las placas difusas no son
inocuas, ya que se acomparfian de cambios que pueden afectar a la funcion sindptica. Se desconoce si
estas modificaciones son coincidentes, primarias o secundarias al depdsito de AB42 (Ferrer-Abizanda,

2006) (Figura 25).
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Figura 25: Placas difusas de un enfermo de Alzheimer teiidas con el anticuerpo anti-Ap clon 4G8.
Objetivo de 40X. S Garcia Matas.

Los depositos difusos subpiales: se encuentran frecuentemente en el presubiculum y en la corteza

entorrinal, pero también en otras regiones. Se componen principalmente de formas mutadas

aminoterminales de péptido AP y contienen AB42 (Ferrer-Abizanda, 2006).

Las placas algodonosas: son globulosas, difusas y con pocas neuritas distréficas. Son

inmunoreactivas a AP42 y aparecen acompafiando a las placas difusas y a la angiopatia amiloidea
grave, pero son particularmente llamativas en la EA familiar de inicio precoz asociadas a mutaciones

de PS1 en el exon 9 (Ferrer-Abizanda, 2006).

La angiopatia amiloidea: afecta a los vasos de las meninges y a los de la corteza cerebral, y es

extraflo que aparezca en la sustancia blanca. El péptido AP es frecuentemente fibrilar y sobretodo
inmunoreactivo para AB42. Su acumulacion altera la funcién de la barrera hematoencefalica sobretodo
en la corteza occipital. Por otra parte los vasos son mas vulnerables y pueden presentar hemorragias

cerebrales (Figura 26). (Ferrer-Abizanda, 2006).



Introduccion: la enfermedad de Alzheimer

Figura 26: Angiopatia amiloide que afecta a los vasos meningeos y parenquimales.

http://www.igb.es/neurologia/enfermedades/alzheimer

3.4.2.2 Procesamiento APP

El AP es un péptido de 39- 42 aminoacidos derivado del APP por la accién de dos aspartil

proteasas la B-secretasa y la y-secretasa y es el mayor constituyente de las placas amiloideas en los

pacientes de EA (Citron, 2004).

La APP es una glicoproteina de membrana de tipo I ubicua y el gen que la codifica esta
localizado en el cromosoma 21. Su funcidn no estd bien conocida aunque parece estar implicada en la
regulacion de la formacion de la sinapsis y en la plasticidad sinaptica. Esta proteina sufre
modificaciones postraduccionales como las glicosilaciones, fosforilaciones, la sulfatacion de sus
tirosinas y procesamientos proteoliticos que dan lugar a diferentes fragmentos proteicos (Selkoe,
2004).

El APP puede ser procesado mayoritariamente a través de dos vias, la via de la a-secretasa que no es
amilogénica y la via amilogénica de la -secretasa. Cuando el APP es proteolizado por la a-secretasa
da lugar a la aAPPs, que se libera al espacio extracelular, y el fragmento C-terminal de 83 residuos
(C83) que queda unido a la membrana. Estudios in vitro sugieren que sAPPa podria tener un papel

neuroprotector, trofico, inhibidor de proteasas o como molécula de adhesion celular. El fragmento C83

es proteolizado por Y-secretasa y da lugar al fragmento hidrofébico p3 cuya funcién en la EA no es

conocido (Mudher & Lovestone, 2002; Selkoe, 2004).
En la via de la B-secretasa, proteina también llamada BACE (B-amyloid cleaving enzyme), el APP se
proteoliza en BAPPs que es liberada y un fragmento C-terminal de 99 residuos (C99) que se retiene en

la membrana. El fragmento C99 es proteolizado por la y-secretasa produciéndose los péptidos AP y

APy, (Citron, 2004; Selkoe, 2004) (Figura 27).
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La formacién de AP es un proceso normal en los mamiferos pero en un pequeflo numero de
individuos, la sobreexpresion y/o la alteracion en su degradacion, especialmente de la forma con 42

aminoacidos (AP4,), parece ser suficiente para causar la EA (Walsh & Selkoe, 2007).
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Figura 27. Procesamiento del APP. Citron, 2004.

3.4.2.3 Ap fibrilar

El péptido AP tiene un peso molecular de 4 kDa. El péptido constituido por 42 aminoacidos
(AP42), es la forma mas hidrofébica y, particularmente, mas propenso a agregarse y por eso se cree
que es el mas toxico (Selkoe, 2001). Se ha descrito como los proteoglicanos heparan sulfato
(HSPGs; moléculas ancladas a la matriz extracelular) favorecen la agregacion del péptido AP. El
péptido AP tiene un dominio de unién a heparina (Clarris et al., 1997), mediante el cual es capaz de
unirse a los glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs), que forman parte de los HSPGs. Los GAGs
promueven un cambio estructural que favorece la formacion de laminas beta, siendo responsable de
la formacion de las fibrillas de f-amiloide. Estas fibrillas se depositan alrededor de las células
formando las placas (Figura 28).

El péptido AP al agregarse es capaz de inducir apoptosis en modelos in vitro ¢ in vivo (Forloni,
1993; Selkoe, 2001). Ademas, el péptido AP puede estimular la liberacion de citoquinas y
quimioquinas por parte de células asociadas a las placas seniles (microglia y astrocitos) y producir

ROS que pueden producir neurodegeneracion y muerte neuronal.
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Figura 28: Procesamiento de APP y formacion de fibrillas del péptido beta-amiloide.
Adaptado de Igbal et al., 1997.

3.4.2.4 Ap soluble

Algunos estudios sugieren que hay una asociacion entre el AB soluble y la demencia en la EA

(Kuo et al., 1996; Lue et al., 1999., McLean et al., 1999).

Al principio se pensé que unicamente el AP agregado fibrilar era toxico pero mas tarde se vio
que existian agregados no fibrilares solubles, que fueron llamados protofibrillas (Walsh et al.,
1997). Al anadir protofibrillas de AP a cultivos de neuronas corticales de raton se produce una
disminucion de la viabilidad neuronal (Hartley et al., 1999). Los oligdmeros de AP son potentes
neurotoxinas que alteran la funcionalidad de los receptores de glutamato tipo NMDA, inhiben la
induccidn de la potenciacion a largo plazo (LTP) y reducen la densidad de las espinas dendriticas
(Selkoe, 2008). Se ha demostrado que una de las vias moleculares implicadas en la neurotoxicidad
de los oligébmeros solubles de A es la sobreexpresion de la pentraxina neuronal 1 (NP1) (Abad et
al., 2006). Otros mecanismos implicados incluyen receptores de membrana como los receptores
nicotinicos, integrinas, TNF-R1, RAGE, FPRL y p75NTR y sus mediadores intracelulares como
GSK3, PKC, PI3K, Akt, FAK, la familia MAPK, la familia Src y cdk5 (Balleza-Tapia y Pefa,
2009).
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3.4.2.5 Opvillos neurofibrilares y filamentos apareados helicoidales de proteina tau

Los ovillos neurofibrilares estan formados por haces de filamentos no unidos a membranas y
ocupan una gran parte del citoplasma perinuclear (Figura 30). Estos filamentos permanecen tras la
muerte neuronal, en el espacio extracelular dando lugar a los ovillos neurofibrilares extracelulares
(Fukutani et al., 1995). Se encuentran, fundamentalmente, en la corteza entorrinal (lamina II y IV),
corteza asociativa, hipocampo CAI, subiculo y amigdala (Arriagada et al., 1992). Los filamentos
estan compuestos principalmente de proteina tau fosforilada y pueden ordenarse en haces (Figura 29
A). La gran mayoria consisten en dos filamentos apareados en forma helicoidal uno sobre el otro
(PHFs de paired helicoidal filaments), con una longitud entre los entrecruzamientos, o periodicidad,
de entre 65-80 nm y un grosor de entre 10-30 nm (Figura 29B y 29C) pero también pueden formarse
filamentos rectos de menor grosor de unos 15mm y sin estructura helicoidal (SF) (Figura 29D)

(Wischik et al., 1997)

Figura 29. Ovillos neurofibrilares, PHFs, SF visualizados con microscopia electrénica. Wischik et al.,
1997.

Figura 30. Ovillos neurofibrilares en el cortex de un enfermo de Alzheimer. Tincién con anticuerpo

anti-tau. Objetivo de 40X. Jessica Lopez Regal.

3.4.2.6 La proteina tau
La proteina tau se encuentra en el sistema nervioso central adulto en cinco isoformas derivadas
de la codificacién alternativa del gen tau localizado en el cromosoma 17q21-22. Se aisl6 por primera

vez como una proteina asociada a microtibulos (MAP) que facilitaba la polimerizacion de la
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tubulina, al igual que otras MAPs (Drubin & Kirschner, 1986; Kanai et al., 1992). Esta proteina tiene
dos dominios: el dominio de proyeccion y el dominio de unién a microtubulos. El dominio de
proyeccion se llama asi por proyectarse desde la superficie de los microtibulos, para asi
interaccionar con otros elementos del citoesqueleto y de la membrana celular; incluye una region rica
en aminoacidos acidos y otra rica en prolinas. Se cree que mediante este dominio la proteina tau es
capaz de interaccionar con otras proteinas como la fosfolipasa C y distintas quinasas. El dominio de
unién a microtibulos regula el ritmo de polimerizacion de los microtiibulos y los estabiliza. A ambos
lados de este dominio, se encuentran dos regiones ricas en prolinas que presentan residuos de serina
y treonina que al fosforilarse afectan a la capacidad de union de tau a los microtubulos Este dominio
esta también implicado en la unién con otras proteinas como la proteina fosfatasa 2A o la presenilina
1 (Figura 31). Se cree que el extremo amino pueda ser crucial en la estabilizacion y organizacion de
ciertos tipos de axones (Buee et al., 2000) y puede estar implicado en la generacion de
conformaciones patoldgicas que favorecen la polimerizacion de tau (Gamblin et al., 2003). Por el
contrario, el extremo carboxilo terminal de la proteina tau inhibe el proceso de polimerizacion o
agregacion, inhibicion que se puede revertir parcialmente por fosforilacion y completamente por

truncacién (Abraha et al., 2000).

1 E2 E3 E10 441
e _R1 R2 R3 R4
Acidic region Pm:::;:ch Repeats
< > < >
Microtubules

Projection Domain
Binding Domain

Figura 31. Proteina tau y sus dominios. Buee et al., 2000.

La proteina tau se expresa predominantemente en células nerviosas, en las que promueve la
polimerizacidn y estabilizacion de los microtibulos (Drubin & Kirschner, 1986). Tau es una proteina
citosdlica que se encuentra principalmente en los axones de las neuronas, aunque puede aparecer
asociada a la membrana celular (Arrasate et al., 2000; Brandt et al., 1995; Maas et al., 2000). La

proteina tau es importante en neurogénesis, mantenimiento y transporte axonal.
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3.4.2.7 Fosforilacion de tau

La proteina tau puede ser fosforilada en serinas, treoninas y tirosinas (Baudier et al., 1987,
Goémez-Ramos et al., 2004). La isoforma de tau de mayor tamafio presente en el SNC contiene 441
aminoacidos, de los cuales 19 sitios son susceptibles de fosforilacion en serina y treonina. Estos
sitios se han dividido en dos grupos principalmente. En un primer grupo se incluyen los sitios que
son modificados por quinasas dirigidas por prolina (PDPK), como son la glucégeno sintasa quinasa-
3 (GSK-3), la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDKS5) (Pelech, 1995), proteinas quinasa activadas
por mitogeno (MAPK ), las quinasas activadas por estrés (SAPK) ( Buee-Scherrer & Goedert, 2002)
y las quinasas reguladas extracelularmente (Erk) (Maccioni et al., 2001) como la quinasa c-Jun
amino terminal (Atzori et al., 2001) y la cdc2 (Ledesma et al., 1992). En un segundo grupo estan
aquellos residuos modificados por quinasas no dirigidas por prolina (NPDPK), como la proteina
quinasa A dependiente de AMPciclico (PKA) (Sironi et al., 1998; Steiner et al., 1990), la proteina
quinasa C (PKC) (Correas et al.,1992), la calcio-calmodulina quinasa II (CaMKII) (Sironi et al.,
1998), la quinasa reguladora de afinidad entre MAPs/ microtubulos (MARK) (Drewes et al., 1997) y
la caseina quinasa II (Correas et al., 1992) .

Como regla general, PDPK a tau en las regiones ricas en prolinas adyacentes a la region de las
repeticiones, y las no dirigidas por prolinas lo hacen en la region de unién a tubulina, salvo la
caseina quinasa II que modifica aminoacidos cercanos a los aminoacidos acidos codificados por los
exones 2 y 3 en el extremo amino terminal (Figura 32) (Greenwood et al., 1994). En muchos casos,
la fosforilacion regula la unién de tau a los microtubulos o a membranas (Brandt et al., 1995). Por
tanto, la fosforilacion parece ser la forma predominante, mediante la cual, se regula la funcién de
tau. Ademas, la fosforilacién de tau puede afectar al transporte axonal, ya que tau puede unirse
tanto a los microtibulos, impidiendo la uniéon de moléculas motoras, como a la quinesina
(Vershinin et al., 2007). También, recientemente se ha relacionado la neurotoxicidad inducida por
tau en distintas tauopatias con su asociacion a actina, ya que tau fosforilado es capaz de promover

cambios en el citoesqueleto de actina (Fulga et al., 2007).
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Figura 32. Representacion de los principales sitios de hiperfosforilacion de la isoforma de mayor
tamano de la proteina tau. Adaptado de Buee et al., 2000 y Gomez- Ramos et al., 2004.

Las quinasas como la GSK-3 y la CDKS5 parecen estar implicadas directamente en la fosforilacion
andmala de tau en la EA (Figura 33) (Pelech, 1995). La GSK-3f se activa e inactiva cuando se
fosforila en tirosina 216 y en serina 9, respectivamente. In vivo, la GSK-3f activada fosforila la
proteina tau en sitios comunes a los PHFs (Lovestone et al., 1996) y ademas colocaliza con tau
fosforilada en cerebros de pacientes con la EA (Shiurba et al., 1996). En un modelo murino se
encontré que la fosforilacion de tau por GSK-3 facilita su agregacion en polimeros filamentosos
(Engel et al., 2006b). La GSK-3p interacciona con la PS1 que a su vez interacciona con  y
cateninas implicadas en la adhesion celular (Noll et al., 2000). El péptido AP se encuentra también
involucrado en un aumento de la fosforilacion de tau por GSK-3, incrementando la actividad
enzimatica de la quinasa (Alvarez et al., 1999). El péptido AP parece ser sdlo toxico cuando la
proteina tau esta presente en las neuronas ya que estudios in vitro muestran que neuronas
hipocampales de ratones knock out de tau no presentan neurodegeneracion en presencia de AP
(Rapoport et al., 2002). El efecto activador sobre GSK-3 puede ser debido a que el péptido AP se
comporta como un antagonista del receptor de insulina, lo cual impide que la GSK-3 se inhiba (Xie
et al., 2002). También se ha visto que agregados esféricos del péptido AP son altamente
neurotdxicos y activan GSK-3, que después fosforila a tau (Hoshi et al., 2003). La sola adicion del
péptido AP se ha visto que es suficiente para la formacion de filamentos de tau, similares a los
PHFs en cultivos de neuroblastoma humano (Ferrari et al., 2003).

La CDKS5 también parece estar implicada en la patogénesis de la EA. La CDKS se activa tras la
proteolisis mediante calpaina de su proteina reguladora p35 dando lugar a p25 (Figura 33). La
proteina calpaina puede activarse en procesos de estrés oxidativo o de aumento de la concentracion
de calcio intracelular y por tanto promueve el aumento de actividad de CDKS; los niveles de

calpaina estan aumentados en la EA (Lee et al., 2000). Se ha visto que la fosforilacién de tau por
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quinasas como CDKS, estimula la posterior fosforilacion por GSK-3 (Ishiguro, 1997; Cho &
Johnson, 2003).

La sobreexpresion de p25 en un raton transgénico resulta en pérdida neuronal y acumulacion de

tau hiperfosforilado, sugiriendo que la desregulacion de CDKS5 por p25, podria estar implicada en
el desarrollo de patologias neurofibrilares (Cruz et al., 2003).

Se han implicado también a las p38 MAP quinasas en las tauopatias. Asi, se ha visto un incremento
en las tinciones inmunoldgicas para p38 activa (fosforilada) en cerebros de pacientes de AD
(Hensley et al., 1999; Sun et al., 2003). Tau puede ser fosforilado por p38 in vitro (Reynolds et al.,
1997) vy, al igual que la GSK-3, se activa con AP microagregado (Giovannini et al., 2002). La
quinasa p38 se activa en situaciones de estrés celular, como estrés osmdtico (Jenkins et al., 2000) o
estrés oxidativo (Zhu et al., 2000), este ultimo estd relacionado con estadios tempranos de la

enfermedad de Alzheimer (Smith et al., 1996).

Figura 33. Fosforilacion de tau mediada por GSK3p y CDK5. www.biocarta.com

Varias fosfatasas son capaces de desfosforilar la proteina tau. Entre ellas se encuentra la proteina
fosfatasa 1 (PP1), la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la proteina fosfatasa 2B (PP2B o calcineurina,
fosfatasa dependiente de Ca **) y la proteina fosfatasa 2C (PP2C) (Cohen & Cohen, 1989).

Las proteinas PP1, PP2A y PP2B purificadas, pueden desfosforilar tau in vitro (Liu et al., 2005).
Sin embargo, en cultivos primarios corticales de neuronas, PP2A y PP2B son las mas implicadas
(Saito et al., 1995). En otros trabajos, realizados utilizando cortes de cerebro, en los que se ha
inhibido la actividad fosfatasa de PP2A y PP2B, se ha comprobado que la inhibicién selectiva de
PP2A con 4cido okadaico, causa hiperfosforilacion de tau y fosforilacion en sitios comunes a los
que se encuentran en la enfermedad de Alzheimer. Dicha fosforilacion se correlaciona con una

reduccién de la capacidad de unidén a microtibulos e imposibilidad de estimular el ensamblaje de
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éstos. Esto no ocurre cuando se inhibe selectivamente a la PP2B con ciclosporina A (Gong et al.,
2000). De estos resultados se deduce que PP2A participa de una forma mas activa en la regulacion
de la fosforilacion de tau in vivo y que alteraciones en su regulacion, podrian originar
hiperfosforilaciéon anormal de tau. También se cree que es la PP2A la que actia en un mayor
numero de sitios de fosforilacion (Gong et al., 2000). La PP2A se une a tau, a través de su dominio

de union a microtubulos (Sontag et al., 1999).
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4 LOS ASTROCITOS

4.1 DESCRIPCION

Los astrocitos constituyen las células mas abundantes del SNC. A lo largo de la evolucién la
proporcidn de éstos frente a la de neuronas ha ido en aumento de tal manera que en organismos menos
evolucionados como la sanguijuela hay una proporcion de un astrocito por cada 25 neuronas, mientras
que en el cerebro humano la proporcidn se ve incrementada a 1.4 astrocitos por cada neurona (Heneka
et al.,, 2007), lo cual supone aproximadamente el 50% del volumen cerebral humano (Chen &
Swanson, 2003). Mientras que durante décadas se pensé que los astrocitos eran unas células pasivas
que tenian principalmente una funcion estructural, actualmente cada vez se conocen mas funciones
que desarrollan estas células gliales. Los astrocitos presentan un amplio nimero de funciones que son
determinantes para el desarrollo, funcionamiento y supervivencia de las neuronas , tales como el
mantenimiento de la homeostasis ionica, soporte metabolico de las neuronas , regulacion del
metabolismo energético, recaptacion de neurotransmisores, transmision sinaptica y excitabilidad
neuronal, detoxificacidon, neuroproteccion, desarrollo y mantenimiento de la barrera hematoencefalica,
ademas de guiar la migracion neuronal y colaborar en la funcidén inmunitaria del SNC (Markiewicz &

Lukomska, 2006) .

Aunque existe mas de una clasificacion, la mas utilizada es la descrita por Andriezen y Doelliker ya a
finales del siglo XIX, que distingue los astrocitos en dos grandes poblaciones de acuerdo a sus
caracteristicas morfoldgicas y distribucion dentro del SNC. Estos dos grupos se han mantenido con el
tiempo y se conocen como astrocitos protoplasmaticos y astrocitos fibrosos. Los astrocitos
protoplasmaticos, presentes en la sustancia gris, se caracterizan por su morfologia arborescente, con un
gran numero de prolongaciones con muchas ramificaciones. Por su parte, los astrocitos fibrosos,
presentes en la sustancia blanca, tienen formas mads estrelladas con prolongaciones largas poco

ramificadas (Reichenbach & Wolburg, 2005).

4.2 MARCADORES

Los astrocitos representan una poblacion heterogénea, ya que en ella existen pocos genes que se
expresen de forma ubicua, de tal manera que existen muchas diferencias entre los astrocitos de
diferentes regiones (Volterra & Meldolesi, 2005). Por ello, el estudio de los astrocitos mediante
marcadores especificos ha sido de gran importancia. Algunos de los marcadores mas frecuentes son
la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), la vimentina y la S-1008. Vimentina y GFAP son
filamentos intermedios que forman parte del citoesqueleto de los astrocitos (Figura 34). La
vimentina coexiste con la GFAP en los astrocitos inmaduros y a medida que maduran el GFAP

reemplaza la vimentina (Eng & Ling, 2005). La GFAP es la principal proteina que compone los
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filamentos intermedios en los astrocitos maduros del SNC. Su nombre proviene de su gran
contenido en aminoacidos acidos y su morfologia fibrosa. Sus propiedades bioquimicas son que es
una proteina insoluble en solventes acuosos, su tendencia a agregarse o polimerizar, es susceptible
a proteasas neutras y tiene epitopos especificos que la hacen buen marcador antigénico. Tiene un
peso molecular de 48 KD en ratén, 49 KD en humanos y 51 KD en rata. La fosforilacion y
defosforilacion de residuos de su region aminoterminal regulan su polimerizacion. En condiciones
fisiologicas la mayoria de las proteinas GFAP se encuentran formando filamentos intermedios de
10 nm. Cuando alguna de las diferentes serinas (Ser8, Ser-13, Ser-14, Ser-34) o treonina (Thr-7)
de los residuos aminoacidicos de la region aminoterminal de GFAP se fosforila la proteina se
despolimeriza y adopta su forma soluble. Diferentes quinasas pueden fosforilar GFAP como Ia

PKA, PKC, CaMKII y Rho-quinasa (Eng & Ling, 2005).

La GFAP est4 implicada en muchos procesos funcionales de la célula, tales como el mantenimiento
de la estructura, el movimiento, la comunicacidon celular, y el funcionamiento de la barrera
hematoencefalica. En ratones knockout de GFAP se ha visto que carecen de filamentos
intermedios en el hipocampo y en la sustancia blanca de la médula espinal. También se ha
demostrado que, en estos ratones cuando llegan a ser viejos hay una degeneracion de multiples
funciones de los astrocitos; la mielinizacién puede ser defectuosa, la estructura de la sustancia
blanca deteriorada, y hay cambios apreciables en la barrera hematoencefalica. Esto nos sugiere que
la expresion de GFAP es esencial para mantener la estructura de la sustancia blanca, la integridad
de la barrera hematoencefalica y su ausencia conlleva a la desmielinizacion del SNC (Eng et al.
2000). También se ha propuesto que la GFAP desempefie un papel en las interacciones entre
astrocitos y neuronas. /n vitro, usando mRNA antisentido, se ha observado que los astrocitos que
carecen de GFAP no mantienen la misma estructura, afectando a la interaccion entre astrocitos y
neuronas (Ghirnikar et al., 1994). Una mutacién en el gen de GFAP situado en el cromosoma 17
(17g21) lleva a la formacion de una estructura proteica defectuosa y provoca la enfermedad de
Alexander que se manifiesta por la aparicion de retraso mental y anormalidades fisicas (Quinlan et

al., 2007)

Figura 34: Astrocitos tefiidos con anticuerpo anti-GFAP. www.encorbio.com
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Se produce un incremento gradual de la GFAP durante la vida adulta en ratones, ratas y humanos.
O’Callaghan (1991) propuso a la proteina GFAP como un sensible biomarcador temprano de
neurotoxicidad. Un aumento de mRNA de GFAP se ha asociado con la enfermedad de Alzheimer
y de Creutzfeldt- Jacob (Eng et al., 2000). Los astrocitos reaccionan frente a agresiones ya sean
fisicas o quimicas con un aumento de expresion de GFAP en un proceso llamado astrogliosis. Esta
respuesta astrocitaria sirve como un microsensor del dafio microambiental en cualquier lugar del
SNC. La astrogliosis se da en muchas enfermedades como la esclerosis multiple, la
adrenoleucodistrofia, la enfermedad de Alexander, la esclerosis lateral amiotréfica, el sindrome de
Down y las enfermedades de Huntington, Wilson, Pick, Parkinson y Alzheimer (Pekny & Nilsson,
2005).

La S100pB es otra proteina que sirve como marcador de los astrocitos. Pertenece a la familia S100
llamada asi porque es soluble al 100% en una solucion saturada de sulfato de amonio. El gen que la
codifica esta situado en el cromosoma 21 (21¢22.3) y su peso molecular es de 21 KDa. S100p es
una proteina que se une al calcio y es producida mayoritariamente por los astrocitos en el SNC. Su
actividad esta relacionada con la regulacion de la funcion intracelular del calcio implicado en
muchos procesos como es la fosforilacion de proteinas, la actividad enzimatica, la proliferacion y
diferenciacion celular. También actia sobre la dindmica del citoesqueleto, la organizacion
estructural de las membranas, la homeostasis intracelular del calcio, la inflamacién y proteccion
frente al dafio oxidativo (Sen & Belli, 2007) Recientes estudios sugieren que la secrecién de S1003
puede producir acciones paracrinas y autocrinas en neuronas y glia. (Tateishi et al., 2006). Se ha
propuesto que los niveles de S100B en varias areas del cerebro podrian estar regulados por
serotonina (Wilson et al., 1998). En relacion con la proteina GFAP, la proteina S100p puede inhibir
su polimerizacion. La funcion de la proteina S100p puede variar dependiendo de la concentracion,
mientras que a concentraciones extracelulares nanomolares estimula el crecimiento neuronal y su
supervivencia, a niveles micromolares estimula in vitro la expresion de citoquinas proinflamatorias,
promueve la expresion de iNOS, incrementa la expresion de APP y puede inducir apoptosis (Li et
al., 1998; Rothermundt et al., 2003). La proteina A estimula la sintesis de S100 en astrocitos in
vitro (Pefia et al., 1995). En los cerebros de pacientes de AD se han encontrado elevados niveles de
S100pB, tanto su mRNA como la proteina (Mrak et al., 1996). Durante el envejecimiento se ha visto
incrementado el mRNA de S100p en ratas (Kato et al., 1990). En ratones de senescencia acelerada

la proteina S100p y su mRNA estan significativamente incrementados (Griffin et al., 1998).
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4.3 FUNCIONES

4.3.1 NEUROGENESIS Y SINAPTOGENESIS

Aunque la mayoria de los astrocitos maduran mas tarde que las neuronas durante el desarrollo
embrionario, un estudio reciente mostré como los astrocitos hipocampales pueden promover la
neurogénesis en el cerebro adulto de ratas a partir de precursores neuronales mediante factores
solubles y de membrana (Song et al, 2002). Ademas se ha demostrado la existencia de precursores
neuronales con caracteristicas astrociticas, como la expresion de GFAP y la presencia de uniones
gap. Las células progenitoras neuronales se encuentran principalmente en dos zonas del cerebro
adulto, la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado. Diferentes estudios han
demostrado la capacidad de los astrocitos de dar lugar a dichas células progenitoras neuronales

tanto in vitro (Itoh et al, 2006) como in vivo (Ihrie et al, 2008).

La formacién de sinapsis se produce durante el desarrollo postnatal una vez que los astrocitos se
han diferenciado, y diversos estudios han demostrado que esto podria ser debido al hecho de que la
sinaptogénesis requiere grandes cantidades de colesterol, que las neuronas obtendrian a partir de los
astrocitos. Ademas, los astrocitos también juegan un papel importante en la maduracion de
terminales postsinapticas mediante la produccion de factores como el factor de necrosis tumoral o

(TNFa) o el factor neurotréfico dependiente de actividad (Pfrieger, 2002)
4.3.2 MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS IONICA

Los astrocitos regulan la concentracion de muchos iones y participan asi en el mantenimiento
del pH contribuyendo a la correcta funcionalidad cerebral. Mediante transportadores
monocarboxilados acoplados a protones se cotransportan protones (H") y lactato desde los
astrocitos al espacio extracelular creando un gradiente de protones y después los cotransportan a
través de la membrana neuronal modulando la captacion del lactato. Las neuronas son la mayor
fuente de dioxido de carbono (CO,) que es el produco final de la oxidacién del piruvato. Los
astrocitos pueden metabolizar el CO, a través de la anhidrasa carbdnica que sintetiza acido
carbénico (H,COs) a partir de CO, y agua y reversiblemente degrada el acido carbonico en H' y
bicarbonato (HCO; ) (Deitmer, 2001) . Los astrocitos tienen varios sistemas para transportar H'y
HCO; fuera de la célula. La salida de H' conlleva a una alcalinacién de los astrocitos y una
acidificacion del espacio extracelular (Figura 35). Este puede ser un mecanismo feedback negativo
que reduce la actividad sinaptica ya que los protones afectan al estado redox del receptor N-metil-

D-aspartato (NMDA), reduciendo la magnitud de excitacion por glutamato.

Los astrocitos tienen un papel critico en tamponar el incremento de potasio (K") extracelular que
resulta de la actividad sinaptica neuronal (Kofuji & Newman, 2004). El aumento de la

concentraciéon de K tiene un maximo critico de 10 a 12 mM. El mantenimiento de esta
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concentracién es critica ya que puede intervenir en la actividad neuronal, la liberacion de
neurotransmisores, el metabolismo glucidico y la circulacion sanguinea cerebral. Hay varios
mecanismos por los que se regula la permeabilidad de los astrocitos al ion potasio como la
captacion a través de la Na'/K'- ATPasa y por el cotransportador Na™-K"-2Cl' (NKCC) y la entrada
y salida de K" a través de canales Kir (Simar & Nedergaard, 2004) (Figura 35). Los astrocitos
expresan canales de sodio voltaje dependientes que se activan por el glutamato o potasio
extracelular. El sodio puede activar la actividad de Na"/K'- ATPasa y promover la captacion de
potasio. El NKCC también se activa frente a altas concentraciones de potasio y capta Na', Ky
2Cl. Por tanto el mantenimiento de la concentracién de potasio via NKCC lleva una
incorporacion de KCI que al ser osmoticamente activo conlleva a un incremento del volumen del
astrocito. El canal Kir4.1 es el que se expresa mas en los astrocitos tanto a nivel de sinapsis como
en los pies vasculares que contactan con los capilares. Asi los astrocitos tamponan las
concentraciones de K desde los lugares de alta concentracion a las regiones con bajos niveles a
través de la red glial. En los pies vasculares el canal Kir 4.1 se coexpresa con acuaporinas (AQPs)
que son canales permeables al agua. Ademas de los canales anteriormente descritos hay otros
mecanismos de paso para Na', K’y Cl a través de la membrana astrocitaria. Por ejemplo el sodio
intracelular puede actuar como gradiente para el intercambiador Na'/Ca” o el cotransportador de
Na’ - HCO; ; y el influjo de Cl puede provenir por via del intercambiador Cl /HCO; , canales de
voltaje o activados por volumen y el receptor GABA (Verkhatsky & Steinhauser, 2000).
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Figura 35. Regulacion astrocitaria de la homeostasis ionica. Adaptado de Benarroch, 2005.
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4.3.3 FORMACION DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

La barrera hematoencefalica (BHE) es una barrera tanto fisica como funcional entre los vasos
sanguineos y el encéfalo. La BHE tiene diferentes funciones, suple al encéfalo con nutrientes
esenciales, permite la excrecion de productos de desecho, restringe el flujo de iones al poseer
transportadores especificos y mantiene constante el pool de neurotransmisores en el SNC, ademas
de ser un sistema de defensa. La base estructural de esta barrera esta dada por el hecho de que las
células endoteliales de los capilares en el sistema nervioso central poseen uniones estrechas. Esto
es, que los espacios que quedan entre célula y célula son extremadamente pequefios, a diferencia de
lo que ocurre en la mayor parte de los lechos capilares del organismo. Esto permite el pasaje s6lo
de las particulas mas pequefias. Ademas de las uniones estrechas de las células endoteliales, la
barrera estd reforzada por los pericitos y los pies terminales astrociticos (podocitos), que son
proyecciones de los astrocitos fibrosos que rodean los capilares y proveen un refuerzo estructural
adicional. A través de los podocitos los astrocitos secretan proteoglicano heparan sulfato, laminina
y fibronectina que integran la lamina basal de la BHE (Banister et al, 1998) (Figura 36). Los
astrocitos contribuyen a las uniones estrechas asi como a la expresion de transportadores de las
células endoteliales mediante la secrecion de diversos factores, como el factor transformante de
crecimiento B (TGFp) y el factor neurotrofico derivado de la linea celular glial (GDNF) (Abbott et
al, 2000).
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Figura 36. Componentes celulares de la barrera hematoencefalica. Abbott et al, 2006.
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4.3.4 CONTROL DEL FLUJO SANGUINEO

Los astrocitos envuelven las células endoteliales de los vasos sanguineos a través de los
podocitos creando lo que se conoce como unidad gliovascular. Esta unidn permite a los astrocitos
regular el flujo sanguineo en funcion de la actividad neuronal. Los mediadores quimicos
procedentes de las neuronas producen en los astrocitos la salida del calcio del reticulo
endoplasmatico hacia el citosol. Esta ola de calcio se propaga hasta el podocito del astrocito, donde
activa la fofolipasa A2, la cual genera acido araquidonico. Este acido graso puede ser procesado
bien por la enzima ciclooxigenasa para finalmente producir derivados de prostaglandinas
vasodilatadoras, o bien por el citocromo p450, para convertirlo en acido 20-
hidroxieicosatetraenoico que es un compuesto vasoconstrictor controlando asi el flujo sanguineo

(Verhratsky & Toescu, 2006; Volterra & Meldolesi, 2005).
4.3.5 REGULACION DEL METABOLISMO ENERGETICO

La posicion que ocupan los astrocitos entre las neuronas y los capilares sanguineos
contactando con ellos a través de los podocitos nos muestra que los astrocitos pueden regular la
entrada y distribucion de los sustratos energéticos a las neuronas (Kacem et al., 1998). También se
ha demostrado que los astrocitos expresan un gran numero de receptores y transportadores para
muchos de los neurotransmisores (Hosli & Hosli, 1993). Esta caracteristica proporciona a los
astrocitos la capacidad de ajustar su funcion y mantener el microambiente metabolico necesario

para la buena funcionalidad neuronal.

Los astrocitos tienen un papel principal en el metabolismo energético cerebral. La glucosa del flujo
sanguineo, que es el principal sustrato para el cerebro adulto, entra en el parénquima cerebral a través
del transportador de glucosa GLUT1 situado en las células endoteliales que forman los capilares. La
glucosa es captada principalmente por los astrocitos mediante el transportador GLUT1 aunque
también por las neuronas que poseen el transportador GLUT3. En los astrocitos la glucosa se
almacena en forma de glicogeno. A través de la conversion basal de glucosa en lactato y su
liberacion al espacio extracelular, especialmente por los astrocitos, el pool extracelular de lactato se
mantiene. La activacion neuronal induce diferentes respuestas de metabolismo energético en los
astrocitos. El glicogeno puede ser proteolizado a glucosa. La glucosa puede ser metabolizada a
lactato por la activacidn de la lactato deshidrogenasa 5 (Pellerin & Magistretti, 2005). Otras tipos de
respuestas son desencadenadas por la activacién neuronal de las sinapsis glutamatérgicas. El
glutamato liberado puede ser recaptado por los astrocitos a través de los transportadores de
glutamato 1 (GLT1) o el glutamato/aspartato (GLAST) (Danbolt, 2001). Como estos transportadores
cotransportan glutamato y sodio, la concentracion intracelular de sodio aumenta y activa la Na"/K'-
ATPasa a, especifica de células gliales. EI ATP consumido por la bomba ATPasa y la conversion de

glutamato a glutamina a través de la glutamina sintasa pueden activar la glicolisis y la formacion de
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lactato. El lactato se libera por los astrocitos a través de un transportador monocarboxilado especifico
el MCT1. Las neuronas activadas captan el lactato del medio extracelular a través de su propio
transportador monocarboxilado especifico MCT2. El lactato se convertira en piruvato que luego
entrara en el ciclo de los acido tricarboxilicos (Figura 37). El uso de lactato ademas de la glucosa por
parte de las neuronas puede tener diferentes propositos, como el aumento del potencial redox al
aumentar el dinucledtico adenina nicotina reducido (NADH) y la generacion de ATP que puede ser
utilizado para sintetizar glutamato. La glutamina también puede ser captada por la neurona a través
de sus transportadores especificos y convertida en glutamato por la glutaminasa antes de ser
acumulada en las vesiculas sinapticas via transportadores vesiculares de glutamato, asi se completa
el ciclo glutamato/glutamina. Por ultimo la tercera respuesta es la activacion de los receptores
metabotropicos de glutamato en los astrocitos que conlleva a la formacion de prostaglandinas que

pueden actuar sobre los vasos sanguineos causando vasodilatacion (Pellerin & Magistretti, 2005).
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Figura 37. Metabolismo energético neurona-astrocito. Adaptado de Pellerin & Magistretti, 2005.
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4.3.6 FUNCION ANTICITOTOXICA

La captacion de glutamato y la funcidon antioxidante de los astrocitos protegen a las neuronas
frente a niveles toxicos que pueden llegar a adquirir el neurotransmisor glutamato y los radicales

libres.
4.3.6.1 Captacion de glutamato

Como ya he descrito en el apartado anterior los astrocitos recaptan glutamato del espacio
sinaptico a través de sus transportadores GLT1 y GLAST. Muchos estudios revelan que las
neuronas son sensibles a altos niveles de glutamato y se despolarizan ocasionando una
desregulacion del calcio intracelular e incluso pueden llegar a morir. Asi los astrocitos colaboran en
la supervivencia neuronal. La inactivaciéon de GLAST y GLT1 produce niveles elevados de
glutamato extracelular, neurodegeneracion excitotdxica y paralisis en ratas (Rothstein et al., 1996).
Los ratones deficientes en GLT1 tienen mayor mortalidad y tienen una muerte neuronal selectiva
en las neuronas de la zona CA1 del hipocampo (Tanaka et al., 1997). Los ratones deficientes en
GLAST tienen descoordinacion motora y son mas susceptibles al dafio cerebral (Watase et al.,

1998). Asi la captacion de este neurotransmisor es necesario para la correcta transmision sinaptica.
4.3.6.2 Funcién antioxidante

El estrés oxidativo es una de las causas de degeneracion neuronal. Los antioxidantes de bajo
peso molecular como el acido ascorbico, el glutation y el a-tocoferol, juntamente con los enzimas
antioxidantes, constituyen las defensas celulares contra el estrés oxidativo. Los astrocitos presentan
elevadas concentraciones de estos antioxidantes, asi como un alto nivel de SOD, catalasa, glutation
reductasa y glutation peroxidasa (Wilson, 1997). Esta elevada concentracion de enzimas
antioxidantes de los astrocitos puede proteger a las neuronas de su entorno en condiciones de estrés
oxidativo (Dringen, 2000). Estudios llevados a cabo en cocultivos de neuronas y astrocitos
demuestran que los astrocitos pueden proteger a las neuronas de la muerte inducida por peroxido de
hidrogeno (Desagher et al., 1996). Existen evidencias de que el glutatién presente en los astrocitos
puede ser responsable de la neuroproteccion. El glutation es el principal antioxidante del cerebro.
Los astrocitos contribuyen al contenido neuronal de glutation de manera indirecta. El glutation es
liberado por los astrocitos y proteolizado en el dipéptido cisteina y glicina; la cisteina es recaptada
por las neuronas para sintetizar glutation de novo (Dringen, 2000). Igual que el glutation, el
ascorbato es un antioxidante importante que reacciona directamente con los agentes oxidantes y
puede servir como cofactor para reducir el glutation oxidado y el a-tocoferol. Entre los astrocitos y
las neuronas hay un ciclo de reciclaje del ascorbato (Wilson, 1997). Los astrocitos también pueden
producir de forma inducible la hemooxigenasa que actia en el metabolismo del grupo hemo y es

importante en la prevencion de la utilizacion de hierro para la produccion de ROS.
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4.3.7 FUNCION NEUROTROFICA

Los astrocitos segregan una serie de factores de crecimiento que son unas proteinas cuya
funcién es la de permitir la supervivencia y diferenciaciéon neuronal. Los astrocitos segregan los

siguientes factores de crecimiento:

Neurotrofinas (NT): Los astrocitos segregan el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor

neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la neurotrofina 4 (NT-4).
Las neurotrofinas tienen al menos 3 funciones importantes: ejercer efectos troéficos sobre el sistema
nervioso, ejercer efectos moduladores sobre las sinapsis y participar en la regulacion de la
respuesta inmune. Las NT son esenciales para la supervivencia neuronal durante el desarrollo, asi
como durante la maduracion del SNC (Lachyankar et al., 1997). El BDNF ha adquirido particular
interés por su funcidn critico en el aprendizaje. En este sentido la supresion de la expresion de
BDNF en modelos animales causo severas deficiencias en el aprendizaje y en la memoria espacial.
La adicién de esta NT a concentraciones nanomolares es capaz de estimular la actividad neuronal
en el hipocampo, la corteza y el cerebelo (Allen & Dawbarn, 2006). La expresion y liberacion de
BDNF por parte de los astrocitos es regulada por glutamato extracelular a través de receptores
metabotropicos (Jean et al., 2008). La expresion de BDNF se incrementa después de un dafio
cerebral, como parte de la respuesta de los astrocitos a las citoquinas y mediadores inflamatorios
secretados por células inmunes (Kerschensteiner et al., 2003). La expresion y secrecion astrocitaria
de NGF se incrementa tras la exposicion a los peroxinitritos, esto sugiere que en la expresion de
NGF en los astrocitos reactivos puede estar implicado el estrés oxidativo (Vargas et al., 2004). La
expresion astrocitaria de NGF y BDNF y sus receptores se incrementa tras una isquemia focal
transitoria en el cerebro de monos (Tonchev et al., 2008). Una lesion excitotoxica en el estriado de
raton produce un aumento de la expresion de las neurotrofinas NT-3 y NGF (Chen et al., 20006).

Factores de crecimiento de los fibroblastos (FGF): Los astrocitos son una de las mayores fuentes de

FGF-2 sobre todo en corteza e hipocampo (Riva & Mochetti, 1991) El FGF actia mejorando la
supervivencia neuronal sobre todo tras un episodio isquémico o un dafio traumatico en el cerebro
(Alzheimer & Werner, 2002).

Citoquinas neuroreguladoras: Los astrocitos expresan el factor de crecimiento ciliar (CNTF) y el

factor inhibitorio de leucemia que pueden activar la via Janus quinasa (JAK). El CNTF estimula la
supervivencia y diferenciacién neuronal y astrocitaria (Richardson, 1994)

Factores de crecimiento del epidermo vy factores de crecimiento transformante (TGF): Los

astrocitos expresan TGF o y neuregulinas. Se ha observado su incremento en la astrogliosis y se
sugiere su accidn autocrina y activadora de los astrocitos (Rabchevsky et al., 1998). Los astrocitos
aumentan la sintesis de TGFp1 tras una lesion isquémica y tienen accion antiapoptotica (Vivien &
Ali, 2006). En enfermos de EA se ha encontrado el TGF3 aumentado en el liquido cerebroespinal y

esta asociado a placas neuriticas y ovillos neurofibrilares. En ratones transgénicos que
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sobreexpresan APP con mutacion FAD (Tg2576) se ha observado que los astrocitos sobreexpresan
TGFB (Vivien & Ali, 2006).

Factores de crecimiento de la insulina (IGF): In vitro, el IGF-1 promueve la proliferacion astroglial

y oligodendroglial. Ademas se incrementa en procesos de isquemia y remielinizacion
atribuyéndosele una accidén neuroprotectora (Gluckman et al., 1992; McMorris et al., 1993).

Factores neurotréficos derivados de la linea celular glial (GDNF): Los astrocitos segregan GDNF y

persefina (Jaszai et al., 1998). El GDNF fue purificado y clonado a partir de la linea celular glial de
rata B49 en base a sus efectos de supervivencia y diferenciacion sobre las neuronas dopaminérgicas
del mesencéfalo (Choi-Lumberg et al., 1997). Ademas el GDNF actta sobre la supervivencia de
neuronas noradrenérgicas, podria mediar en la respuesta de las neuronas dopaminérgicas frente a la
lesién (Gash et al., 1998) y actuar a nivel de proliferacion y diferenciacion de las motoneuronas
espinales (Sagot et al., 1996).El transplante de astrocitos modificados genéticamente para que
expresen GDNF en el estriado mejora la neuroproteccion en un modelo de rata de la enfermedad de
Parkinson (Ericson et al., 2005). Durante la isquemia cerebral la expresion astroglial de GDNF
aumenta en el estriado y la corteza cerebral ademas la administracion exogena de GDNF puede
disminuir el volumen de infarto (Wei et al., 2000). El tratamiento con GDNF en conejos inyectados
con AP mejora la apoptosis neuronal que el péptido amiloide genera pero no previene la
hiperfosforilacion de tau (Ghribi et al., 2004). E1 GDNF interacciona con su receptor GFRa y este
forma un heterodimero con el receptor tirosina quinasa c-ret. Este complejo activa las vias ras/raf y

fosfoinositol-3 quinasa (Saarma &Sariola, 1999)

4.3.8 REGULACION DE LA TRANSMISION SINAPTICA

Aunque los astrocitos a menudo envuelven las sinapsis nerviosas se les consideraba
participantes pasivos. Recientemente se ha demostrado que hay una comunicacion activa entre las
neuronas y los astrocitos en las sinapsis. Los neurotransmisores secretados por las neuronas
presindpticas evocan un incremento del calcio intracelular en los astrocitos. Los astrocitos activos
liberan neurotransmisores incluyendo glutamato y ATP. Estos neurotransmisores vuelven a la
terminal presindptica y pueden aumentar o bloquear la salida de nuevos neurotransmisores. Los
neurotransmisores secretados por los astrocitos pueden actuar sobre las neuronas postsinapticas
produciendo respuestas excitatorias o inhibitorias. Ademds, los astrocitos recaptan
neurotransmisores liberados por los terminales presinapticos (Anderson & Swanson, 2000). Esta
participacion activa de los astrocitos en la sindpsis neuronal ha llevado al concepto de sinapsis
tripartita (Newman, 2003) (Figura 38).

Los astrocitos expresan una gran variedad de receptores para neurotransmisores como el glutamato,

GABA, adrenalina, ATP, serotonina, acetilcolina y diversos péptidos (Porter & McCarthy, 1996).
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La activacion de estos receptores produce una activacion glial a través del aumento del calcio
intracelular que se propaga en olas de calcio a las células astrocitarias vecinas. Esta proceso se
realiza o bien a través de la difusion de inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3) por las gap junctions o bien
a través de la salida de ATP que actia como mensajero extracelular (Newman, 2001). El
incremento del calcio intracelular regula la sinapsis activando la secrecion de glutamato y ATP los
cuales actiian sobre las neuronas. En el hipocampo la despolarizacion de las interneuronas
inhibitorias conlleva la potenciacion de la transmision sinaptica a través de la secrecion de
glutamato por los astrocitos vecinos (Kang et al., 1998). La liberacion de ATP puede modular la
sinapsis, excitando neuronas vecinas directamente a través de receptores P2X; el ATP una vez
convertido en adenosina también puede potenciar o inhibir la transmision sindptica. Ademas el
ATP puede activar a otras células gliales a través de receptores purinérgicos (Figura 38) (Newman,
2003).

Los astrocitos también pueden liberar cofactores quimicos como la D-serina que es el cofactor
activador del receptor NMDA. Los astrocitos son la tnica fuente de D-serina en el SNC y es un
importante modulador de la transmision glutamatérgica mediada por receptores NMDA (Schell et
al., 1995). Otro mecanismo es la regulacion astroglial de los niveles de iones extracelulares. La
actividad neuronal esta influenciada por las variaciones en las concentraciones extracelulares de los
iones K" y H' (Chesler & Kaila, 1992). Estas variaciones pueden alterar la transmisién sinéptica,
asi el aumento de los niveles de K™ despolariza las terminales sinapticas mientras que el H bloquea
los canales presinapticos de calcio. Los astrocitos pueden modular la transmision sinaptica

controlando directamente la sinaptogénesis (Ullian et al., 2001).
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Figura 38. Mecanismos de regulacion glial de la transmisién sinaptica. Newman, 2003.
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4.3.9 FUNCION INMUNOLOGICA

Los astrocitos también participan en la respuesta inmunitaria y como son mas numerosos que
la microglia, es posible que sea el componente mayoritario del sistema inmune innato del SNC

(Dong & Benveniste, 2001).

Los astrocitos responden a diferentes patrones moleculares asociados a patdgenos como los
lipopolisacaridos, el peptidoglicano o los motivos CpG del ADN no metilado, incrementando la
expresion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Los astrocitos expresan receptores de
tipo Toll (TLR): TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9 (Bowman et al., 2003) ademas de otros
receptores de reconocimiento de patdogenos (PRRs) como la proteina quinasa R, las proteinas
NODI1 y NOD2, los receptores scavenger, el receptor de manosa y los factores y receptores del
sistema del complemento (Farina et al., 2007). Todos estos PRRs son importantes para el

reconocimiento primario de agentes infecciosos y de las sefiales de peligro endogeno.

Los mediadores inflamatorios liberados por los astrocitos y la microglia después de la activacion de
los PRRs activan células vecinas, amplifican la respuesta inmune inicial y modifican Ia
permeabilidad de la BHE para permitir la infiltracion de los leucocitos que dirigiran la respuesta
adaptativa. Estos mediadores participan en la inflamacion y la inmunosupresion siendo el equilibrio
entre estas dos respuestas fundamental ya que la desregulacion de estas vias pueden desencadenar
un proceso cronico de neuroinflamacién y neurodegeneracion. Los astrocitos son una fuente
importante de citoquinas y quimioquinas inmunoldégicamente relevantes y por lo tanto es un tipo

celular importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria.

Cuando tiene lugar una infeccion en el SNC, las células inmunitarias periféricas que se infiltran
hacia el parénquima cerebral también secretan citoquinas proinflamatorias que contribuyen a

mantener la activacion astrocitaria. Los astrocitos responden frente la estimulacion con interferon

Y (IFN-Y) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) produciendo mas citoquinas y quimioquinas

inflamatorias (Meeuwsen et al., 2003), que aumentan la expresion de las moléculas necesarias para
funcionar como células presentadoras de antigenos y la capacidad de presentar antigenos a las

células T (Soos et al., 1998) (Figura 39).

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II es fundamental para la respuesta
inmune mediante la presentacion de los antigenos procesados por las células T. E1 MHC de clase 11

se expresa de manera constitutiva en las células presentadoras de antigeno del sistema inmunitario

y puede ser inducido en los astrocitos y la microglia. En los astrocitos el IFN-y es el inductor mas

potente del MHC de clase II (Dong & Benveniste, 2001). La activacion de la células T CD4 helper
(Th) en el sistema nervioso es muy importante en la regulacion de la respuesta inmune, en la

inflamacidn y en el proceso de reparacion. Existen dos tipos de linfocitos Th segun la bateria de
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citoquinas que producen (Romagnani, 1997) y sus funciones efectoras. Los linfocitos Thl

producen Interleuquina 2 (IL-2), IFN-y y TNF-B. Thl es el fenotipo proinflamatorio que permite la

activacion de los macrofagos y la destruccidon del tejido (Abbas et al., 1996). Las células Th2
producen IL-4, IL-10, IL-13, citoquinas con actividad antiinflamatoria que inhiben las respuestas
Thl y la activacion de macréfagos. La microglia es una célula presentadora de antigeno muy
eficiente dirigida a la estimulacion de células Th1 y Th2. Los astrocitos modulan la respuesta Th2
principalmente (Aloisi et al., 2000). Por tanto astrocitos y microglia podrian participar de forma

diferente en el desarrollo de la respuesta inmune en el SNC.

Tipo de estimulo Citoguina Funcidn
SNC

IFN-a/f =2 Actividad antiviral

VIRUS IL-6 - Respuesta aguda, inflamacion
\ --._; y ﬂf-tif‘ul'ﬂ I:i{l:ll'l. Eﬁﬂl
\ ”r ol TGF-f = |nactivar inflamacion,
I-1p TNF = | | neuroprotecciaon,
MACROFAGOS TGF-B ~ ™5 {y P = reparacian tisular
—— A N M-CSF, = Proliferacion y
MICROGLIA _-..—--:'“.T ' o GM-CSF activacion microglial
- { 7 "I'_u_l b
IFN-Y A = " B Quimioguinas =*Reclutamiento leucocitario

Activacion glial ?

CE'LU LAS T ASTROCITO MGF, GONF,
LIF, CNTF, - MNeuroproteccion,
bFGF,PDGF reparacian tisular

Figura 39. Citoquinas secretadas por astrocitos. Aloisi, 2005.

4.4 LOS ASTROCITOS EN EL ENVEJECIMIENTO

En el envejecimiento cerebral hay un aumento relativo de células gliales. Se estima que el
numero de astrocitos aumenta un 20% en el cortex y otras regiones cerebrales (Peinado et al., 1998;
Rozovsky et al., 1998). Un temprano estado de gliosis reactiva es una de las caracteristicas que
diferencian a los astrocitos en el cerebro durante el envejecimiento. La principal caracteristica de
los astrocitos reactivos es el aumento de GFAP y de la proteina S100f8. (Sheng et al., 1996;
Nichols, 1999). Un incremento de GFAP se produce gradualmente durante la vida adulta en
ratones, ratas y humanos (Eng et al, 2000). El mRNA de GFAP también se encuentra
incrementado en ratones durante el envejecimiento (Kohama et al., 1995). El aumento de GFAP
puede ser resultado a la respuesta inflamatoria y del estado oxidativo en el cerebro envejecido.
Durante el envejecimiento se ha visto incrementado el mRNA de S100p en ratas y humanos (Mrak

et al., 1996; Sheng et al., 1996). En ratones de senescencia acelerada (SAM) la proteina S100B y su
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mRNA estan significativamente incrementados (Griffin et al., 1998). La sobreexpresion de S100p
en los astrocitos se considera como una respuesta neuroprotectora al dafio neuronal. La astrogliosis
también conlleva un aumento del tamafio del nucleo, se dispersa la cromatina y aumenta el niimero
de mitocondrios, ribosomas y aparato de Golgi. En el envejecimiento los astrocitos presentan un
acimulo mayor de proteina tau aunque no presentan ovillos neurofibrilares (Schultz et al., 2000).
También presentan alteraciones en los niveles de calcio citosolico que pueden incrementar el nivel
de tau hiperfosforilado (Mattson et al., 1991). En cultivos de astrocitos envejecidos se han visto
aumento de produccion de anidon superoxido, lipoperoxidacion y oxidacidon proteica aunque las
defensas antioxidantes se mantienen o incrementan (Papadopoulos et al. 1998; Klamt et al. 2002).
En el envejecimiento se puede presentar un aumento del estrés oxidativo y de las proteinas de
estrés que pueden alterar la homeostasis del calcio y la generacion extracelular de ATP. La
microglia al ser activada puede secretar IL-1 que induce la expresion de S100B en los astrocitos,
que a su vez aumenta los niveles intracelulares de calcio (Mrak et al., 1995). La oxidacién de
proteinas reguladoras del calcio como el receptor inositol (1.,4,5)-trifosfato o la proteina
calcio/calmodulina en los astrocitos pueden modificar las concentraciones de calcio modificando la
liberacion de ATP alterando asi las sinapsis en neuronas vecinas (Peuchen et al., 1996). No se
conoce bien el papel de los astrocitos en el envejecimiento cerebral y es un gran tema de estudio

que intentaremos abordar en el transcurso de esta tesis.

4.5 LOS ASTROCITOS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En la EA los astrocitos son componentes de las placas neuriticas (Shao et al., 1997). Los
astrocitos presentan una marcada astrogliosis caracterizada por una  hipertrofia celular y
sobreexpresion de GFAP, S1008, moléculas de adhesion y presentadoras de antigenos como el
MHC (Edwards & Robinson, 2006; Frohman et al., 1989). El AB esta implicado en la activaciéon de
los astrocitos (Markiewicz & Lukomska, 2006). Los astrocitos presentan depositos de AP ya que lo
captan para participar en su degradacion y estos depositos pueden producir la degeneracion de estas
células astrocitarias (Nagele et al., 2004; Kurt et al. 1999; Dewiitt et al., 1998). Estudios in vitro
muestran que los astrocitos de raton internalizan y degradan el péptido AP y esta actividad se
reduce si no se expresa la apolipoproteina E (Koistinaho et al., 2004). También se ha demostrado
que el péptido AP interviene en la homeostasis del calcio cambiando su patrén de sefializacion y
genera ROS al incrementarse los niveles de calcio que activan la NADH oxidasa (Abramov et al.,
2004). El péptido AP produce disminucidn en los niveles de los transportadores GLT-1 y GLAST
de los astrocitos ocasionando una disminucion en la captacion de glutamato probablemente
mediado a través del estrés oxidativo (Matos et al. 2008). Los astrocitos activados por el péptido

AP producen citoquinas como IL-1B, TNF-a y TGF-B, quimioquinas, proteinas del complemento,
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tromboxanos, factores de coagulacion, proteasas, inhibidores de proteasas y ROS que pueden
causar dafio neuronal (Johnstone et al., 1999). Las quimioquinas liberadas por los astrocitos atraen
la  microglia que expresa productos proinflamatorios contribuyendo a wuna mayor
neurodegeneracion (Tuppo & Arias, 2005). Una via mediadora de estos procesos inflamatorios en
la glia esta regulada por la familia de factores de transcripcion CCAAT/ enhancer binding protein
(C/EBP) (Ejarque-Ortiz et al., 2007) que se encuentran elevados en los astrocitos de pacientes de
EA (Li et al., 2004). En los cerebros con EA se ha encontrado un aumento de expresion de NO por
parte de los astrocitos que contribuye al dafio neuronal. (Simic et al. 2000). Los astrocitos de los
pacientes de EA también presentan mas tau hiperfosforilada. Esta patologia se ha asociado a la
reduccion de la expresion y funcionalidad de los transportadores de glutamato GLT1 y GLAST
(Maragakis & Rothstein, 2006). En estudios en ratones transgénicos GFAP/ tau P301 L cuyos
astrocitos expresan tau bajo el control del promotor GFAP, se ha observado que la sobreexpresion
de tau correlaciona con una disminucién en la expresion de los transportadores GLT1 y GLAST
que causa una disminucion en la captacion de glutamato por parte de los astrocitos (Dabir et al.,
2006). La alteracion funcional de los astrocitos en la EA es todavia objeto de estudio y hay mucho

que investigar en este campo que podria ayudar a comprender mejor esta enfermedad.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion de los astrocitos en procesos de envejecimiento y evaluacion de su efecto
neuroprotector en modelos in vivo e in vitro. La finalidad de estos estudios es ayudar a conocer el
desencadenamiento y la progresion de enfermedades neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento y en concreto de la enfermedad de Alzheimer. La aportacion de nuevos
conocimientos puede sentar las bases de futuras terapias preventivas del envejecimiento patoldgico.

1.2 OBJETIVOS CONCRETOS

1.  Establecer modelos in vitro para el estudio del envejecimiento de los astrocitos.

2. Caracterizar el envejecimiento de los astrocitos in vitro y evaluar su capacidad
neuroprotectora.

3. Estudiar si los astrocitos de los ratones SAMPS8 in vitro presentan caracteristicas de
senescencia que expliquen su papel en las alteraciones bioquimicas y de comportamiento
observados in vivo en los ratones SAMPS envejecidos.

4. Estudiar los efectos del envejecimiento de los astrocitos en la relacion neurona-astrocito.

5. Estudiar la funcion neurotréfica de los astrocitos observando si un aumento de su
capacidad neurotréfica mejora la funcionalidad neuronal en el envejecimiento.

6. Estudiar in vitro e in vivo si en un ambiente de estrés oxidativo, como se produce durante

el envejecimiento, los astrocitos tienen una respuesta mas elevada al péptido betamieloide
in vitro e in vivo.



MATERIALES Y METODOS




Materiales y métodos: cultivos celulares

1. CULTIVOS CELULARES

1.1 CULTIVOS DE ASTROCITOS DE RATA Y RATON

Los cultivos primarios enriquecidos en astrocitos se prepararon a partir de corteza cerebrales
de ratas Fisher 344 o ratones SAMP8 y SAMRI1 (Figura 40), postnatales de 2 dias de edad. Por
cada cultivo se usa una camada, las cabezas de los neonatos se bafian en alcohol y se decapitan. En
una cabina de flujo horizontal se extrae el cerebro asépticamente y se mantiene en una placa de
Petri con PBS sobre hielo. De cada cerebro se descarta el cerebelo y los lobulos olfatorios, y se
separan los dos hemisferios cerebrales. Con la ayuda de una lupa binocular, se diseccionan los
hemisferios libres de meninges. En la cabina de flujo vertical con la ayuda de unas tijeras se corta
el tejido en trozos pequefios, se pasa a un tubo Falcon de 50 ml y se centrifuga durante 3 minutos a
1000 rpm. Se elimina el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se resuspende el pellet en una
solucion de tripsina-EDTA en PBS. Se incuba el tejido en la solucidon de tripsinizacion durante 25
minutos a 37°C en agitacion de 100 rpm. Después se afiade una solucion para parar la tripsinizacion
de 12 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle médium suplementado con
bicarbonato sddico 26.3 mM y glutamina 2.5 mM) con 10% FBS (de foetal bovine serum) y 0.2 ml
de DNasa (10mg/ml). Se mezcla por inversion y se disocia el tejido mecanicamente, disgregando la
mezcla con una pipeta de 10 ml repetidamente hasta conseguir una suspension unicelular. Después
se centrifuga 7 minutos a 1000 rpm y se descarta el sobrenadante con una pipeta Pasteur. Se afiade
20ml de DMEM con 20% de FBS y se homogeneiza con una pipeta. Se filtra la suspension con un
filtro de 70 um y se cuenta el numero de células en el hemocitometro (camara de Neubauer). Se
afiade medio de cultivo DMEM con fungisona (0.25 pg/ml), gentamicina (100 pg/ml) y 20% FBS a
la solucidn hasta obtener una densidad de siembra de 300.000 células/ml. Después de sembrar, las
células se mantienen en el incubador a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% CO,, y 95% de
aire. El medio se cambia cada 3 o 4 dias disminuyendo la concentracion durante las dos primeras
semanas de FBS de 20% a 15% y finalmente al 10%. En los experimentos con astrocitos de ratones
SAM, estos fueron usados a los 21 dias in vitro (DIV). En los experimentos con astrocitos de rata,
se realizaron cultivos secundarios: a las dos semanas del cultivo los astrocitos estan confluentes y
se lavan con PBS para eliminar los restos de suero, luego se tripsinizan. Se deja actuar la tripsina
(10mg/ml) dentro del incubador durante 5 minutos aproximadamente hasta que se observa que las
células se desprenden. Neutralizamos la accion de la tripsina afladiendo PBS con 20% FBS,
recuperamos la suspension y centrifugamos 5 minutos a 1000 rpm, luego se siembran a 250.000
células/ml en el medio DMEM suplementado con antibidticos y 10% FBS en placas o flascones

NUNC pretratados con poli-L-lisina. Los experimentos se realizaron a los 10 DIV y a los 90 DIV.
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Estos ultimos cultivos fueron tratados de 10 pmol/L  con citosina arabinosa para evitar la

proliferacion celular y asi evitar que se incremente el porcentaje de células microgliales.

Figura 40: Cultivo de astrocitos murino; a) contraste fase, objetivo de 20X; b) tefiido con GFAP,
objetivo de 40X. S. Garcia-Matas.

1.2 CULTIVOS DE NEURONAS DE RATA Y RATON

Los cultivos primarios de neuronas se prepararon a partir de corteza cerebrales de embriones de
15 dias de ratas Fisher 344 o ratones SAMPS y SAMRI1 (Figura 41). Cada cultivo se realiza a
partir de una hembra gestante y con unas tijeras se abre el utero, se retira la placenta y se obtienen
los embriones. Después se extrae el cerebro de los fetos en condiciones estériles y se mantienen en
una placa de Petri con PBS en hielo. Con la ayuda de una lupa binocular, se descarta el cerebelo y
los lobulos olfatorios, y se separan los dos hemisferios cerebrales. Se diseccionan las meninges de
cada hemisferio y los hemisferios se mantienen en PBS frio. En una campana de flujo vertical se
transfiere el tejido a una placa de teflon estéril, y se tritura en pequefios trozos usando una cuchilla
estéril. Se transfiere con una pipeta Pasteur a un tubo Falcon y se afiade una solucion de Krebs con
0.1% BSA (de bovine serum albumin) con 150 mM MgSO.. Se centrifuga brevemente hasta 1000
rpm y se para inmediatamente, se descarta el sobrenadante, se transferiere el tejido a una solucion
de tripsinizacion compuesta de Krebs-0.1% BSA con 150 mM MgSO,y 0.25 mg/ml Tripsina (o
Tripsina-EDTA) + 0.1mg/ml DNAsa. Finalmente se incuba durante 15 minutos a 37° en el bafio
con agitacidén. A continuacién se afiade una solucion de Krebs-0.1% BSA con 150 mM MgSO, y
16 pg/ml DNAsa a la suspension de células y se centrifuga 5 minutos a 1000 rpm. Se quita el
sobrenadante y se afiade una solucion para parar la tripsinizacion del tejido que consta de Krebs-
0.1% BSA con 150 mM MgSO4y 0.15 mg/ml SBTI (de Soybean Trypsin Inhibitor). Con una
canula conectada a una jeringa estéril se disgrega mecanicamente el tejido hasta que la solucion se
vea turbia. Finalmente se transfiere la suspension a una solucion N-DMEM (medio DMEM con
26.2 mM de bicarbonato sodico, 0.2 mM de glutamina; 100 mU/L insulina B, 7 uM acido
paraaminobenzoico (pABA), 100 pug/ml gentamicina y 0.25 pg/ml fungisona) suplementada con
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10% FBS y atemperada a 37°. Se centrifuga durante 5 minutos a 1000 rpm. El pellet se resuspende
en el medio N-DMEM, se cuentan el numero de células con la camara Neubauer, y se resuspende
en un volumen conocido de N-DMEM con 10% FBS hasta conseguir una densidad de 1.5x 10°

células/ml para la siembra en flascones o placas NUNC pretratados con poli-D-lisina.

Figura 41. Cultivo de neuronas neocorticales de ratén SAM. Objetivo 20X. S. Garcia-Matas.

1.3 COCULTIVOS DE NEURONAS Y ASTROCITOS DE RATA Y RATON

Para estudiar la neuroproteccion que ejercen los astrocitos se realizaron cocultivos de neuronas
y astrocitos de ratas Fisher 344 en un estudio, y de ratones SAMP8 y SAMRI1 en otro. Se realizo el
cultivo de neuronas segun se ha descrito en el apartado anterior y se sembraron a una densidad de
1.5x 10° células/ml directamente sobre una monocapa confluente de astrocitos de rata de 10 DIV
0 90 DIV en portaobjetos con 8 camaras de NUNC, o sobre astrocitos de raton de 15 DIV en
cubreobjetos redondos dentro de placas NUNC de 24 pozos. El medio utilizado fue N-DMEM con
10% FBS. La supervivencia neuronal se ensayo en neuronas de rata a los 14 dias de cocultivo y en

las neuronas de ratdn a los 12 dias de cocultivo.
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2. METODOS DE MEDIDA DE VIABILIDAD NEURONAL

2.1 TINCION DE CELULAS MUERTAS

Se utilizé la tincién de yoduro de propidio para identificar las células muertas en los
cocultivos de neuronas y astrocitos sin fijar. El yoduro de propidio se internaliza en las células con
la membrana dafiada y produce fluorescencia al intercalarse entre los acidos nucleicos. Por tanto
los nucleos de las células danadas quedan tefiidos con fluorescencia roja. Se afiade la solucion de
yoduro de propidio al medio de cultivo a una concentracion final de 7.5 uM y se deja actuar
durante 30 minutos. Después se hace un lavado con PBS a 37°C y se fijan las células con
paraformaldehido al 4% y se hacen fotografias con el microscopio invertido Nikon Eclipse E1000

de fluorescencia contabilizandose las células muertas.

2.2 TINCION INMUNOCITOQUIMICA Y TINCION CON BISBENZIMIDA

Para identificar las neuronas hemos utilizado una técnica de tincion inmunocitoquimica contra
el antigeno nuclear neuronal Neu N o el neurofilamento NF (Figura 42). Como estos antigenos son
intracelulares se han de permeabilizar las células con 0.25% Triton X100 en PBS durante 30
minutos. A continuacion se hace un lavado con PBS para eliminar los restos de detergente.
Después se bloquean las uniones inespecificas con suero de cabra al 3% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se diluye el anticuerpo monoclonal Neu N o NF a 1:200 en PBS con 1% de
suero de cabra. La incubacion con este anticuerpo primario se realiza durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se realizan cuatro lavados de 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. A
continuaciéon se incuba con el anticuerpo secundario antimouse Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes), que tiene fluorescencia verde, diluido en PBS con el 1% de suero durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Figura 42. Cultivo de neuronas neocorticales de raton SAM tefiidas con Neu N Objetivo 40X.

S. Garcia-Matas.
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Después de tefiir las neuronas con Neu N o NF (en color verde), realizamos dos lavados con PBS y
procedemos a tefiir los nucleos con fluorescencia azul de todas las células del cultivo con
bisbenzimida 5 uM en PBS (Figura 43). Después los cubreobjetos o portaobjetos se montan y se
determina la supervivencia neuronal contando en campos elegidos sistematicamente con el
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E 1000 las neuronas inmunoreactivas a NeuN o NF

que no estan tefiidas con yoduro de propidio.

Figura 43. Cocultivo de neuronas y astrocitos neocorticales de rata tefiidas con bisbenzimida
Objetivo de 40X. S. Garcia-Matas.

3. METODO DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL

3.1 ENSAYO DEL MTT

El ensayo del MTT para medir la actividad mitocondrial de los astrocitos en cultivo y que
también se aplica para medir citotoxicidad fue desarrollado por Mosmann (1983) y se realizo
siguiendo las modificaciones de Hansen et al. (1989). Las células viables con mitocondrias activas
pueden metabolizar la sal de tetrazolio (MTT) y dan lugar a la formacién de cristales de formazan

que son insolubles y de color violaceo.
Se preparan dos soluciones:

- Solucion MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilo tetrazolio bromidio se disuelve a la
concentracion de Smg/mL en PBS. Se esteriliza por filtracion, se ha de proteger de la luz y
se conserva a 4°C.

- Solucion de lisis: Se utiliza para lisar las células y disolver los cristales. Se prepara un
20% de sodio docecilo sulfato (SDS) disuelto en N, N-dimetilo formamida/agua (1:1) a
pH 7.4.

El ensayo del MTT se lleva a cabo en placas de 96 pozos. Se sacan las placas del incubador y

se afiade 10 pL de soluciéon de MTT a cada pozo a una concentracién final de 500 pg/mL. Se ponen
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las placas en el incubador y se dejan 2 horas. Durante este tiempo las células viables con
mitocondrias activas reduciran la sal de MTT dando lugar a la formacién de cristales. Para hacer el
blanco se dejan algunos pozos sin afiadir la solucion de MTT, pero si que se afiade la solucion de
lisis. Para disolver los cristales, se afiade 100 puL de solucién de lisis a cada pozo y se incuban las
placas en la estufa a 37 °C durante toda la noche. Se mide la densidad 6ptica a 560 i 620 nm en el
espectofotometro. Se utilizan los valores de la absorbancia a 620 nm como referencia y se obtiene
la diferencia respecto a la absorbancia a 560 nm para eliminar el ruido de fondo.

Los resultados se calculan segtn:

Porcentaje de reduccion de MTT= [(DO-DOy)/ (DO¢ - DOy)]*100
Donde DO es la absorvancia de cada pozo, DOc es la media de absorvancia de los pozos control y

DOy es la media de absorvancia de los pozos usados como blanco.

4. METODO DE MEDIDA DE CAMBIOS DE POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL

4.1 TINCION CON RODAMINA 123

La Rodamina 123 es un colorante fluorescente que se acumula en las mitocondrias activas en
funcién de la diferencia de potencial de su membrana.

Se preparan las siguientes soluciones:

- Medio de incubacion: solucion salina tamponada con HEPES (SSTH): 135 mM NacCl, 5
mM KCI, 1.8 mM CaCl, .2H,0, 0.62 mM MgSO,. 7 H,O, 10 mM HEPES y 6 mM
glucosa; pH: 7.4.

- Soluciéon de rodamina 123: se prepara una solucion madre que contiene 1.05 mg de
rodamina 123 por mL de etanol absoluto. Esta solucion se puede congelar protegida de la
luz.

El ensayo se lleva a cabo en células cultivadas en placas NUNC de 96 pozos. Se hacen dos
lavados con medio de incubacion a 37 °C. Después se afiade 5 pL de la solucion de rodamina 123
1:10 por pocillo siendo la concentracion final de 5 pg/mL. Se dejan algunos pocillos sin solucion
de rodamina 123 como control blanco. La placa se coloca en una estufa de incubacién a 37 °C
protegida de la luz y se incuba durante 1 hora. Finalizada la incubacion se saca el contenido de la
placa y se hacen dos lavados con 100 pL de medio de incubacion. Se realiza la lectura a las
longitudes de onda de excitacion 485 y de emision 530.

Los resultados se calculan segun: R-R,
Porcentaje relativo de acumulacion de rodamina 123: ———  * 100
Ry

Donde R es la fluorescencia del pocillo y Ry es el valor promedio de los pocillos control.
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5. METODO DE MEDIDA DE LA CAPTACION DE GLUTAMATO

51 DETERMINACION DE LA CAPTACION DE 'H] GLUTAMATO EN
ASTROCITOS

Para determinar la captacion de glutamato se utilizdo una técnica radiactiva con glutamato
tritiado en cultivo de astrocitos en placas de 96 pozos.
En algunos experimentos los cultivos de astrocitos fueron preincubados con concentraciones de 0-
1000 uM de H,O, durante 30 minutos antes de realizarse la determinacion de captacion de
glutamato; también se observo el efecto de antioxidantes preincubando los cultivos de astrocitos
con antioxidantes como el propilgallato (50 pmol/L), trolox (100 umol/L) y curcumina (10
pumol/L) durante 30 minutos en los que también estuvieron expuestos a peroxido de hidrégeno.
Se preparan las siguientes soluciones:
- Solucion salina tamponada con HEPES-2 (SSTH2): 136 mM NacCl, 5.4 mM KCl, 1.2 mM
CaCl,, 1.4 mM MgCl,, 1.0 mM NaH2PO4, 10 mM HEPES, 9 mM glucosa a pH 7.3.
- Solucion de glutamato tritiado: glutamato tritiado 9.8 nM (500 nCi/mL) en SSTH2.
- Soluciones de glutamato frio: soluciones de 2000, 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 5, 1 uM de
acido glutamico en SSTH2.

Sacamos la placa del cultivo de astrocitos del incubador y se elimina el medio de cultivo por
aspiracion. Se realiza un lavado con 100 pL de SSTH2 caliente. Se saca el tampén SSTH2 por
aspiracion y se afiaden las soluciones atemperadas a 37 °C de glutamato frio y tritiado. Se incuba
en el bafio a 37 °C durante 10 minutos con agitaciéon. Después se recoge el medio de incubacion
con una pipeta multicanal. Para eliminar el glutamato tritiado no captado se hacen tres lavados con
100 pL. de SSTH2 frio. Finalmente el medio de incubacidén y los lavados se mezclan con 5 mL de
liquido de centelleo (Optiphase “Hisafe 2”) y la radioactividad se mide en un espectrometro en
centelleo liquido. Las células se digieren afiadiendo 70 uL. de NaOH 0.2 N y se deja toda la noche a
4 °C. Al dia siguiente se deja la placa durante 4 horas en agitacion orbital. Se determina las
proteinas en 15 pL y el resto de solucion se cuenta su radiactividad en Sml de liquido de centelleo.
Para determinar la concentracion de proteinas se sigue el método de Bradford. Se prepara una
solucion patréon de albumina sérica bovina de 90 pg/mL y se realiza una curva patréon con las
siguientes concentraciones 0, 0.9, 2.25,4.5,6.75,9 y 13.5 ng en 150 pL de agua y 50 pL de NaOH
0.2N. A 15 pL de las muestras se le afiaden 185 plL de agua. Se pipetean todas las soluciones en
una placa de 96 pocillos y se le afiaden a todos 50 pL de reactivo de Bradford. Se agitan todos los
pozos con una pipeta multicanal. Se espera 30 minutos y se lee la placa en el espectofotometro a

595nm.
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6. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN-BLOT

6.1 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Se prepara la siguiente solucion:

- Tampdn RIPA (de ristocetin-induced platelet agglutination buffer) compuesto por 0.1 %
duodecil sulfato sodico (SDS), 0.5% deoxicolato sddico, 1% Igepal AC-630 disuelto en 10
mM de PBS.

Ademas se le afiade el coktel de inhibidores de proteasas (Complete; Boehringer

Mannheim) y el inhibidor de fosfatasas ortovanadato de sodio (NaVa) a 1 mM.

Tras sacar los cultivos en flascones del incubador se agitan en la estufa a 150 rpm durante 4 horas
para eliminar el maximo de células microgliales. Para obtener los extractos celulares, se aspira el
medio de cultivo y se hacen dos lavados con PBS frio. Se afiade directamente al flascon el tampon
RIPA que contiene detergentes que lisaran la membrana celular y que lleva un coktel de
inhibidores de proteasas que impediran la degradacion de la muestra. Se deja el flascon 10 minutos
en hielo y después se deshace con una pipeta Pasteur. Se comprueba en el microscopio que esté
todo disgregado. Se recoge el lisado con un rascador y una pipeta Pasteur en un eppendorf que se
mantiene en hielo. Se congelan las muestras a -20 “C. Cuando vayan a utilizarse las muestras se

descongelaran y se sonicaran durante 10 segundos para obtener una solucion homogénea.

6.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La determinacion de la concentracion de proteinas se hace siguiendo el método de Bradford
descrito en 1976. El reactivo de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250) cambia su maximo de
absorcion desde 465 nm a 595 nm cuando interacciona con los enlaces peptidicos.

Las soluciones que se usan en este ensayo son:
- BioRad Protein Assay (Biorad)

- Solucion BSA: Albumina de suero bovina a 0.2 mg/mL

A partir de la solucién madre de BSA se prepara una curva patron con diferentes concentraciones
conocidas de BSA (1-20 pg/mL) en agua Milli-Q. Las muestras se preparan mezclando 5 pL del
extracto proteico con 795 pL de agua. Finalmente se afiade 200 pL de reactivo de Bradford, se
agita y se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se transfieren 200

pL a una placa de 96 pozos y se mide la absorbancia a 595 nm. La concentraciéon de proteinas de
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cada muestra se calcula interpolando el valor de la absorbancia de cada muestra en la recta patrén

de BSA que se prepara en cada ensayo.

6.3 WESTERN-BLOT

El método de Western-Blot se utiliza para detectar la expresion o modificacion de proteinas
especificas a partir de un extracto proteico. El primer paso es separar las proteinas segiin su peso
molecular mediante un gel de electroforesis. A continuacion, las proteinas se transfieren a una
membrana de PVDF (de Polyvinylidene fluoride). La membrana se incuba con un anticuerpo
especifico para la proteina que se quiere detectar (anticuerpo primario) (Figura 44). Después de
lavar la membrana para eliminar el exceso de anticuerpo primario, la membrana se expone a otro
anticuerpo que reconocera la porcion especifica de la especie presente en el anticuerpo primario.
Cuando la deteccidon se hace por quimioluminiscencia, el anticuerpo secundario lleva unido un
enzima peroxidasa que se utiliza en conjuncidén con un agente luminiscente y la reaccion produce
luminiscencia en proporcion a la cantidad de proteina. Se hace contactar un film fotografico con la

membrana y la exposicion crea una sefial. La intensidad de la sefial se cuantifica por densitometria.
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Las soluciones que se preparan para esta técnica son las siguientes:

- Solucion 1: 0.75 M Tris-base, pH 8.8 con HCI, 0.2% dodecilo sulfato de sodio (SDS)

- Solucion 2: 30% Acrilamida /Bis solucion, 37,5:1 (BioRad)

- Solucion 3: 0.25 Tris base, ajustar a pH 6.8 , 0.2% SDS en agua Milli-Q

- Persulfato amoénico (PSA): 13% de persulfato amonico.

- TEMED: TEMED (Sigma).

- Tampon electrolito: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina en agua destilada, 0.1 % SDS.

- Tampdn de transferencia: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20% v/v metanol en agua
destilada.

- Tampodn de carga: 0.5 M NaPi (pH7)= 0.5 M Na,HPO4+ 0.5 NaH,PO,, 20% glicerol, 4%
SDS, 10% DTT (2,4-ditiotreitol), 0.05% de azul de Bromofenol en agua destilada.

- Tampén T-TBS: 0.02M Tris HCI, ajustar a pH7.5, 0.150 M NacCl, 0.05% Tween 20 en
agua destilada.

- Solucion de luminol: 1.25 mM Luminol Na, 0.03% H202, 0.1M Tris HCI, ajustamos el
pH a 8.6.

- Solucion Enhancer: 11 mg acido P-OH-cumarico en 10 ml de DMSO.

6.3.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Después de determinar la concentracion de proteinas, se calcula el volumen de la muestra
necesario para cargar 15-30 pg de proteina. Las muestras con el tampdn de carga se hacen hervir a

100 °C durante 5 minutos para desnaturalizar totalmente las proteinas.

6.3.2 SDS-PAGE (SDS PoliAcrylamide Gel Electrophoresis)

En los geles de acrilamida con SDS, las proteinas se mantienen desnaturalizadas. El SDS se
une a las proteinas, las despliega y les confiere carga negativa. Durante la electroforesis, las
proteinas migraran hacia el electrodo positivo. Las proteinas pequefias avanzan mas rapidamente a
través de la malla de acrilamida, de manera que las proteinas quedan separadas segun su peso
molecular. El porcentaje de acrilamida determina la resolucion del gel, una mayor concentracion de
acrilamida permitira separar mejor las proteinas de bajo peso molecular.

Para hacer la electroforesis se ha utilizado el kit Mini-Protean de BioRad (Figura 44). Se preparan
dos geles, un gel separador y, por encima, un gel apilador (stacking) con poros grandes de
poliacrilamida (4%). El gel apilador se prepara a pH 6.8, dos unidades de pH por debajo del
tampon de electroforesis. Haciendo correr la muestra en estas condiciones se consigue que las

proteinas se agrupen y entren en el gel separador a la vez. Los geles se preparan segtn la tabla 5.
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6% 8% 10% PS7N VA stacking
Solucién 1 amL amL amL 4mL 4mlL -

Solucién 2 1’6mL 2’16mL 2’68mL 3'2mL 4ml 0'225ml
(acrilamida 30%)

Solucién 3 - - - - - 0’975 ml
Agua 2’4mL 1'84mL 1'32mL 0'8mL - 0’775 mL
TEMED 10uL 10 uL 10 puL 10puL 10uL 5puL
PSA 40puL  40pL  40pL  40pL 40pL  20pL
Volumen Total 8mL 8mL 8mL 8mL  8mL 2ml

Tabla 5: Preparacion de geles de acrilamida a diferentes concentraciones.

Una vez el gel ha polimerizado se colocan en la cubeta de electroforesis que se llena con el tampon
de electroforesis 1X. Las muestras se cargan en los pozos del gel con la jeringa Hamilton.
Reservamos un carril para cargar el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standards,
BioRad). Se conecta la cubeta a la fuente de electroforesis y las proteinas se hacen correr a 100
vatios hasta que se observa que el frente llega al final del gel. El tampén de carga lleva un

colorante, el azul de Bromofenol para poder observar el avance del frente.

6.3.3 TRANSFERENCIA POR ELECTROBLOTTING

Para que las proteinas sean accesibles a la deteccion con el anticuerpo se transfieren desde el
gel a una membrana de PVDF (Immobilon, Millipore). El gel de acrilamida se pone en contacto
con la membrana y mediante el paso de corriente las proteinas migran hacia la membrana,
manteniendo la misma organizacion que tenian en el gel. Para que las proteinas queden unidas a la
membrana es necesario activarla. La activacion de la membrana de PVDF se realiza 2 minutos en
metanol, y un minuto en tampodn de transferencia hasta que se equilibra. Montamos la transferencia
poniendo las esponjas, el papel Whatman, el gel y la membrana en contacto. La transferencia se

hace a 100 vatios durante 90 minutos.

6.3.4 INMUNOBLOT

La membrana se activa durante 3 minutos en metanol y se hacen dos lavados de 10 minutos
con T-TBS. La membrana se incuba durante una hora con solucion de bloqueo de uniones
inespecificas que consta de T-TBS con 5% BSA y 5% de leche en polvo a temperatura ambiente. A
continuacion se realizan otros dos lavados de 10 minutos con T-TBS. La membrana se incuba con
el anticuerpo primario diluido en T-TBS y 1% de leche en polvo durante toda la noche en
agitacion a 4°C. Al dia siguiente se hacen dos lavados de 10 minutos con T-TBS para eliminar el

exceso de anticuerpo. A continuacion la membrana se incuba con el anticuerpo secundario unido al
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enzima peroxidasa diluido en T-TBS y 1% de leche en polvo. Finalmente se realizan varios lavados

con T-TBS.
6.3.5 DETECCION POR QUIMIOLUMINISCENCIA

La membrana se incuba con 2 mL de solucion luminol y 40 pL. de solucion enhancer durante
un minuto. La deteccidn de la luz producida por la reaccidon de la peroxidasa se realiza poniendo en

contacto la membrana con una pelicula fotografica dentro de un casete.
6.3.6 ANALISIS POR DENSITOMETRIiA

El analisis de la densidad de las bandas se ha realizado utilizando el software Quantity One

(BioRad). Los valores se expresan como la ratio entre la densidad de la banda de la proteina en

estudio y la densidad de una proteina control de carga como la B-tubulina o actina.

GFAP 1:40000 Mouse monoclonal Sigma
S1008 1:500 Mouse monoclonal Sigma
iNOS 1:200 Rabbit polyclonal Chemicon International
SOD-1 1:1000 Sheep polyclonal Calbiochem
Nitrotyrosine 1:1000 Mouse monoclonal Abcam
a-actina/f-actina 1:10000 Mouse monoclonal Stressgen Bioreagents
HO-1 1:1000 Mouse monoclonal Stressgen Bioreagents
GLAST 1:500 Rabbit polyclonal Alpha Diagnostic Inter.
Tau p[Ser'”) 1:2000 Rabbit polyclonal Biosurce International
Tau p[Ser™ 1:2000 Rabbit polyclonal Biosurce International
Pan-Tau 1:2000 Rabbit polyclonal Biosurce International
Gsk3p [Tyr™"] 1:1000 Rabbit polyclonal Bioreagents
Gsk3p [Ser’] 1:1000 Rabbit polyclonal Bioreagents
Cdk5 1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio.
p35 1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio.
p25 1:1000 Rabbit polyclonal Santa Cruz Bio.

Tabla 5: Anticuerpos primarios usados en los experimentos de Western Blot.
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Anticuerpo secundario Dilucioén Casa comercial
Anti- mouse Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical
Anti- rabbit Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical
Anti- sheep Ig peroxidase linked antibody 1:2000 Sigma Chemical

Tabla 6: Anticuerpos secundarios usados en los experimentos de Western Blot.

7. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

7.1 INFUSION INTRACRANEAL AGUDA

La infusion intracraneal se ha realizado en dos estudios de esta tesis, en uno se ha administrado
un vector viral en el hipocampo de ratas viejas y en el otro se ha administrado hTGFB1 (de human
Transforming growth factor beta 1) en el tdlamo de ratas adultas. Primero se las anestesio
intraperitonealmente con 10 mg/kg de xilacina (Rompun 2%, Bayer) y con 80 mg/kg de ketamina
(Ketolar 50mg/mL, Pfizer). La infusion intracraneal se realizd con la ayuda de un aparato de
estereotaxia. Para fijar el craneo del animal se requiere insertar una barra en cada conducto auditivo
externo, y para conseguir una absoluta inmovilizacion de la cabeza se fijan los incisivos superiores
en un dispositivo horizontal (barra de incisivos) (Figura 45). Una vez colocado apropiadamente el
animal en el aparato estereotaxico y usando como punto de referencia el Bregma (puntos de corte
de la sutura longitudinal y la primera sutura transversal del craneo), se puede localizar cualquier
estructura anatomica del cerebro mediante el calculo de sus coordenadas estereotdxicas registradas
en un atlas estereotdxico. Para cada area cerebral, el atlas proporciona medidas exactas en las tres
direcciones del espacio (antero-posterior AP, medio-lateral LL y dorso-ventral DV) con respecto a

los puntos estereotaxicos de referencia.
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Figura 45: Representacion esquematica de la colocacion del animal en el aparato estereotaxico.
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Una vez anestesiado el animal, se coloca en el aparato de estereotaxia con una manta térmica y se
practica un corte longitudinal en la piel del craneo separando la piel con pinzas bulldog de los
laterales del craneo. Tomando como punto de referencia el Bregma y empleando el atlas de
anatomia de la rata de Paxinos y Watson (1986), se establecen las coordenadas bilaterales del punto
exacto de infusion para introducir la canula de acero inoxidable de 25 G. En el estudio de inyeccion
de vectores virales las coordinadas del area CA1 del hipocampo para la infusion son AP = -3,8;
LL= +/-2,0 y DV = -2.4 mm (Figura 46). En el estudio sobre el péptido betamieloide, las
coordenadas para inyectar hTGFB1 bilateralmente en el talamo son AP=-2.1 mm; L-L=+ 1.4 mm
y DV= -4.6 mm. Una vez establecidas las coordenadas, se accede a ese punto practicando un
pequeiio orificio en el craneo del animal sin romper la duramadre, se llena la canula con la solucién
a inyectar y se introduce hasta la profundidad de la coordenada vertical, teniendo en cuenta el
espacio que queda entre el craneo y la corteza cerebral. La canula estd unida a una jeringa Hamilton
llena de PBS y colocada en una bomba de microinfusion (Bioanalytical system INc, West
Lafayette) a través de un tubo de Teflon. Una vez colocada la canula se pone en marcha la bomba
y se realiza la infusion. Después de parar la bomba se espera 5 minutos sin mover la canula para
evitar el reflujo de la solucidon. Se procede de la misma forma para la infusion bilateral de la

solucion. A continuacion se cose la herida con seda trenzada (Lab Arago) y se aplica yodo.

Coordenadas:
AP 3.8 mm
LL +/-2.0 mm
DYV -2.4 mm

Figura 46: Seccion transversal marcando en verde la zona de infusién en CA1 del hipocampo de la

rata en el experimento de infusiéon de un vector viral. Paxinos & Watson, 1986.

7.2 INFUSION CRONICA INTRACEREBROVENTRICULAR CON MINIBOMBAS
OSMOTICAS

El dia anterior al implante de las bombas Alzet, se realiza la dilucion del péptido amiloide y el
resto de los componentes para rellenar la bomba. Se rellena la bomba y se monta con el kit de
infusion intracerebral de Alzet que se sumerge en un vaso de precipitados con salino y se introduce
en una estufa a 37 °C durante toda la noche. El dia de la cirugia las ratas se anestesian
intraperitonealmente con 10 mg/kg de xilacina (Rompun 2%, Bayer) y con 80 mg/kg de ketamina
(Ketolar 50mg/mL, Pfizer). Los animales se colocan con una manta térmica en el aparato

estereotaxico y se realiza una incision con el bisturi sobre la piel del craneo hasta el cuello dejando
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despejado el hueso. Se separa la piel de los laterales del craneo con pinzas bulldog. Se miden las

coordenadas del bregma y se realizan los agujeros (Figura 47).

Figura 47: Procedimiento quirurgico con el aparato estereotaxico.

Las bombas osmoticas Alzet se colocan entre las regiones escapulares de las ratas y la canula se
implanta estereotaxicamente en el ventriculo lateral derecho cuando solo hay que implantar una
bomba y en ambos ventriculos si se han de implantar dos, segin las coordenadas del atlas de
Paxinos y Watson: AP:-0.9 mm; LL== 1.3 mm y DV=-3.5 mm hasta la duramadre (Figura 48). La
canula intracerebral se fija con cemento dental y tornillos en el craneo y después se cose la herida
con seda trenzada y se aplica yodo. Al final del experimento, las bombas se extraen y se comprueba
el correcto funcionamiento, observando que todo su contenido ha sido administrado y que la bomba

esta intacta.
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Figura 48: Esquema de las bombas Alzet y su implantacién intraventricular.

8. PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

8.1 LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Las pruebas de comportamiento para la memoria espacial y el aprendizaje se han llevado a cabo
en un laberinto acuatico descrito por Morris en 1981. Estas pruebas se han realizado en el
laboratorio animal de Psicologia en el campus Mundet de la UB, utilizando el equipo construido

segun detalla Chamizo et al., 2006. La piscina es circular de 1.60 m de diametro y se vuelve opaca



Materiales y métodos: pruebas de comportamiento

tras afiadir 100 mL/L de latex. La temperatura del agua se mantiene a 22 + 1 “C. Unas cortinas
negras envuelven la piscina. Dentro del entorno de la piscina se ponen cuatro claves dispuestas en
angulos de 90° entre ellos: A) una luz fija de 40W, B) una pelota de playa, C) una estructura
vertical de cubos blancos y D) tres botellas de 1.5 L envueltas con papel de aluminio (Figura 49).
Dentro de la piscina hay una plataforma circular de 0.11 m sumergida 1 cm de la superficie y a
0.38 m de los laterales. Las claves y la plataforma son rotadas a las posiciones de 90°, 180°, 270" y
360° en cada ensayo para asegurarnos de que el animal se guia por estas claves para encontrar la
plataforma. Un circuito cerrado de video registra los movimientos de cada animal y se analizan en
el ordenador. Dependiendo del experimento se han realizado diferentes numeros de ensayos antes
de realizar las pruebas de retencion (ver resultados). Previo a los estudios se han realizado pruebas
de entrenamiento con la plataforma visible o no, que consisten en 8 ensayos durante dos dias pero
sin colocar las claves en la piscina. En el entrenamiento las ratas tienen 90 segundos para localizar
la plataforma y después se las deja 30 segundos en ella antes de sacarlas. Para los test de
adquisicion se colocan las claves en la piscina y se hacen ensayos de escape en las que el animal
tiene 90 segundos para nadar y encontrar la plataforma sumergida que estaba entre dos claves (por
ejemplo entre A y B). Cada animal realiza 4 ensayos de escape al dia, un nimero determinado de
dias segun cada experimento y segun la latencia de escape durante la fase de adquisicion se mira
como va aprendiendo el animal. Después se realiza la prueba de retencion de 60 segundos donde se
hace nadar al animal en la piscina pero sin plataforma y se mide el tiempo que nada en el cuadrante
correcto donde debia de estar localizada la plataforma. En uno de los estudios después de estas
pruebas de comportamiento y previa comprobacién de la extincion de la memoria previa se realizan
las pruebas de inversion para estudiar la capacidad del animal de volver a aprender algo distinto de
lo aprendido anteriormente. La inversion consiste en cambiar la plataforma de lugar es decir si
antes estaba entre las claves A y B, se coloca en la inversion entre C y D y se realiza el mismo
proceso de adquisicidon con ensayos de escape y las posteriores pruebas, analizando el tiempo que

el animal nada en el cuadrante correcto.

Figura 49: Laberinto acuatico de Morris. S Garcia Matas.
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9. DISECCION DEL CEREBRO E HISTOLOGIA

9.1 DISECCION DEL CEREBRO PARA CORTES DE CRIOSTATO

Después de realizar las pruebas de comportamiento con las ratas inyectadas con lentivirus,
los animales se anestesian con 40 mg/kg de ketamina ip y se decapitan. A continuacion se extraen
los cerebros y se sumergen en una solucion salina fria y se colocan en un bloqueador de cerebro
Kopf. El cerebro se corta en tres bloques y luego se secciona sagitalmente por la linea media. El
bloque que contiene el hemicerebro con el hipocampo dorsal se fija por inmersion en 10% de
formaldehido disuelto en tampodn fosfato y se crioprotege con 10%-30% de sacarosa en tampdn
fosfato. Después se congela en una placa metdlica sobre hielo seco. Finalmente se realizan cortes

de 16 um con un criostato (Microm) que se colocan sobre portaobjetos histogripados.

9.2 HISTOLOGIA PARA CORTES DE CRIOSTATO

Los cortes de criostato se dejan secar. Para el bloqueo de uniones inespecificas los cortes se
incuban con una solucién de 10% de suero de cabra, 1% de gelatina y 0.2% de Tritén X-100
durante 2 horas a 22°C. Después se incuban con los anticuerpos primarios: anti-GFAP monoclonal
1:400 (clone GAS, Sigma) y anti GFP (de Green fluorescence protein) policlonal 1:1000 (Abcam),
disueltos en la solucidn anterior durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se hacen tres lavados
de 5 minutos en PBS a temperatura ambiente. A continuacion los cortes se incuban con los
anticuerpos secundarios: antimouse Alexa fluor 546 rojo 1:1000 (Molecular Probes) para GFAP y
antirabbit Alexa Fluor 488 verde 1:1000 (Molecular Probes) para GFP, en la soluciéon de bloqueo a
22°C. Después se hacen dos lavados de 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. Los cortes se
sumergen en una solucion de bisbenzimida 5 uM en PBS durante 20 minutos para tefiir los nticleos
de las células. Se hacen dos lavados de 5 minutos en PBS y los cortes se montan con cubreobjetos

en Mowiol.

Figura 50: Tincion de GFP en verde, GFAP en rojo y nucleos azules con bisbenzimida. Zona CA1 del

hipocampo, * capa de neuronas piramidal. Microscopia confocal. S Garcia Matas.
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9.3 DISECCION DEL CEREBRO PARA CORTES DE MICROTOMO

9.3.1 SACRIFICIO Y PERFUSION DE LOS ANIMALES

Después de realizar las pruebas de comportamiento con las ratas con implante de bombas
intraventriculares, los animales se anestesian intraperitonealmente con 80 mg/kg ketamina y
10mg/kg xilacina como relajante muscular. A continuacion se colocan los animales en decubito
supino con sus extremidades extendidas y sujetas y se hace una incision en la zona terminal del
esternon cortando las costillas y separandolas. Se introduce una canula en el ventriculo izquierdo
del corazén hasta la aorta y se sujeta con hilo de sutura. Se perfunde el animal con 100 mL de
0.9% de salino con heparina a 37°C (100 UI/100mL) y después con 50 mL de 0.9 % salino a 37 °C
mediante una bomba de perfusion para limpiar la sangre del sistema circulatorio, cortando las
venas yugulares por donde saldra el liquido perfundido. Después se perfunde el animal con 200 mL
de formaldehido en tampon fosfato. Una vez el animal esta suficientemente rigido los cerebros se
extraen del craneo, se cortan en bloques de 4 mm en el Stoelting Tissue Slicer y se colocan en
casetes de biopsia para la posfijacion en parformaldehido durante 24 horas a 4°C. Al dia siguiente

los casetes se lavan con tampon fosfato 0.01M pH 7.4 y después con agua a temperatura ambiente.
9.3.2 DESHIDRATACION E INCLUSION DE LOS BLOQUES

Los casetes con los bloques de cerebro se introducen en la maquina automatica de inclusion en
parafina (Shandon). El programa es el siguiente: dos lavados de 1 hora de agua corriente, dos
lavados de 30 minutos de etanol al 70 %, dos lavados de 30 minutos de etanol al 96%, dos lavados
de 30 minutos de etanol al 100%, dos lavados de 30 minutos de xilol y dos bafios en parafina de 45
minutos. Una vez ejecutado el programa se extraen los casetes del incluso y se dejan en el bafio de
parafina caliente hasta hacer los bloques de parafina. Para hacer los bloques de parafina se cogen
los moldes de acero inoxidable, se colocan los bloques y se dispensa la parafina liquida hasta
rellenar el molde. Después se pone la tapa del casete y se deja enfriar en una placa fria. Cuando la

parafina se ha solidificado se extrae el bloque embebido en parafina del molde.
9.3.3 CORTES EN MICROTOMO

Los bloques de parafina se cortan en el microtomo (Leica) en cortes de 5-7 um y se montan en

portaobjetos histogripados (Zymed).

9.4 HISTOLOGIA PARA CORTES DE MICROTOMO

9.4.1 TINCION CON TIOFLAVINA

La tincion con tioflavina nos permite visualizar los depdsitos de AP.
Los cortes de parafina se desparafinan con tres lavados de 5 minutos de xilol y se hidratan. La

hidratacion se realiza siguiendo los siguientes pasos: dos lavados de 5 minutos con etanol 100°,
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dos lavados de 5 minutos con etanol de 95°, dos lavados de 5 minutos con etanol de 70° y un

lavado de 5 minutos con agua a temperatura ambiente.

Los cortes hidratados se sumergen primero en la solucion fresca de tioflavina (Sigma) al 1%
en agua destilada durante 8 minutos a temperatura ambiente y después en una solucion de alcohol
al 70% durante 6 minutos. Se hacen dos lavados de dos minutos en agua destilada. Finalmente los

cortes se montan con los cubreobjetos en Mowiol (Figura 50).

Figura 51: Tincién con tioflavina de acimulos de betamieloide en el cerebro de rata. Objetivo de 40 X.

S Garcia Matas.

9.4.2 TINCION CON FLUROJADE

La tincion con flurojade-B nos permite teflir las neuronas en degeneracion (Schmued &

Hopkins, 2000) y los astrocitos y microglia reactiva (Damjanac et al., 2007).

Una vez desparafinados e hidratados los cortes de tejido cerebral se sumergen en una solucion
de permanganato potasico 0.06% durante 10 minutos en agitacion. Después se prepara la solucion
de tincidn preparando una solucion stock de Fluoro-Jade B 0.01% y una solucion de acido acético
0.1 % en agua milliQ. La solucién de tincién de Fluoro- Jade B se prepara mezclando 4% solucion
stock en la solucion de acido acético. Los cortes se tifien durante 20 minutos en la solucion de
tincidon. A continuacion se realizan tres lavados de un minuto en agua destilada. Se secan los cortes
en una estufa a 50 °C durante 30 minutos. Se deshidratan los portaobjetos en xileno durante 5

minutos y se montan en DPX (Fluka).
9.4.3 TINCION PERLS’ PRUSSIAN BLUE
Esta tincidn nos permite tefiir el hierro depositado en el tejido.

Se desparafinan e hidratan los cortes de tejido cerebral y se lavan en agua miliQ. A
continuacion se incuban los cortes durante 20 minutos en una soluciéon mezcla a partes iguales de
2% potasio ferrocianido en agua milliQ y 2% de acido hidrocldrico en agua milliQ. Posteriormente
se lavan los cortes en agua milliQ. Finalmente se contrasta la tincién con una solucién de neutral
red que consta de 1% neutral red 1% acido acético en agua milliQ. Se deshidratan los cortes con

concentraciones descendientes de alcoholes y xilol y se montan en DPX.

103




Materiales y métodos: diseccion del cerebro e histologia

Figura 52: Tincion con PERLS y neutral red de a) ventriculo (Objetivo de 10 X) y b) septo (Objetivo de

40X) de rata tratada con AB+BSO+Fe intraventricularmente. S Garcia Matas

9.4.4 HISTOQUIMICA CON LECTINA DE TOMATE

Se desparafinan e hidratan los cortes de tejido. Se procede a bloquear las peroxidasas
endogenas a temperatura ambiente mediante la inmersion de los cortes en una solucion de bloqueo
que consta de 1% de H,O, y 30% metanol en PBS durante 15 minutos. Después se realizan tres
lavados de 5 minutos en PBS. Posteriormente se realiza el tratamiento enzimatico para
permeabilizar el tejido a temperatura ambiente: primero se sumergen los cortes en una solucion de
0.05% de saponina fresca en PBS durante 30 minutos. A continuacion se hace un lavado de 5
minutos en PBS y después otro de 5 minutos en 0.2% Tritobn X-100 en PBS. Al final del

tratamiento se realizan dos lavados de 1 minuto en PBS.

Para la reaccion histoquimica se realiza la incubacidn del tejido en 2.5 pg/ mL de lectina de
Lycopersicon esculentum biotinilada en 0.2% gelatina y 0.2% Tritén X-100 en PBS toda la noche
a 4 °C. Al dia siguiente se hacen tres lavados de 5 minutos de los portaobjetos en 0.2% Triton X-
100 en PBS para eliminar los restos de lectina de tomate. Finalmente se aplica la solucion ABC
segun las instrucciones del kit Vectastin (Vector laboratorios) y se revelan con diaminobenzidina

tal como se explica en el apartado siguiente. Los cortes son deshidratados y se montan en DPX.
9.4.5 INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez desparafinados e hidratados los cortes de tejido cerebral se sumergen en una
solucién de citrato 1.25 % pH6 (Zymed) en agua destilada. Los cortes se autoclavan inmersos en

esta solucion durante 5 minutos a 120 °C para exponer los epitopos.

A continuacion se procede a bloquear las peroxidasas enddgenas a temperatura ambiente
mediante la inmersidn de los cortes en una solucién de bloqueo que consta de 1 % de H,O,y 30 %

metanol en PBS durante 15 minutos. Después se realizan tres lavados de 5 minutos en PBS.

Posteriormente se realiza el tratamiento enzimatico para permeabilizar el tejido a temperatura
ambiente: primero se sumergen los cortes en una solucién de 0.05 % de saponina fresca en PBS

durante 30 minutos. A continuacion se hace un lavado de 5 minutos en PBS y después otro de 5
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minutos en 0.2 % Triton X-100 en PBS. Al final del tratamiento se realizan dos lavados de 1

minuto con PBS.

Después se hace el bloqueo de uniones inespecificas a temperatura ambiente. Se prepara una
solucion con gelatina diluyendo 0.2 % gelatina y 0.2 % Triton X-100 en PBS y con esta
preparamos la solucion de bloqueo de uniones inespecificas, diluyendo 5 % del suero del animal en
que se ha hecho el anticuerpo secundario en la solucién con gelatina. Se aplica la solucion de
bloqueo sobre cada corte de tejido y se tapa con un plastico de la medida del portaobjetos. Se

incuban los cortes con la soluciéon de bloqueo durante 2 horas.

A continuacion se realiza la incubacion con el anticuerpo primario. Los anticuerpos
monoclonales y policlonales se diluyen segin la tabla 7 en 1 % suero de caballo (Vector) o 1%
suero de cabra (Vector) respectivamente en la solucion de gelatina. Se aplica la solucion con el
anticuerpo primario sobre el corte de tejido y se tapa con un plastico. Finalmente, los cortes se

incuban dentro de una camara himeda de NUNC durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se hacen tres lavados de 5 minutos de los portaobjetos en 0.2% Tritéon X-100

en PBS para eliminar los restos de anticuerpo primario.

Posteriormente se hace la incubacidn con el anticuerpo secundario biotinilado. Los cortes que
se han incubado con anticuerpos monoclonales primarios se incuban en la solucion con anticuerpo
secundario biotinilado antimouse hecho en caballo (dilucidon 1:200) en 1 % de suero de caballo en
solucion de gelatina. Si los cortes se han incubado con anticuerpos policlonales se incuban en la
solucion con anticuerpo secundario biotinilado antirabbit hecho en cabra (dilucion 1:200) en 1%
suero de cabra en solucidon de gelatina. Se aplica la solucion de bloqueo sobre cada corte de tejido
del portaobjetos y se tapa con un plastico. Se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después se saca el plastico y se sumergen los portaobjetos en 0.2% Tritén X-100 en PBS haciendo

3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente.

A continuacién se hace la incubacion con el complejo avidina- biotina-peroxidasa de rabano.
Se prepara la solucion ABC de Vectastin 30 minutos antes de su uso y se mantiene a 4°C protegida
de la luz: se diluye 1/100 de solucién A + 1/100 de solucioén B en el suero en el que se ha hecho el
anticuerpo secundario en solucion de gelatina. Se aplica la solucion ABC sobre cada corte de tejido
y se tapa con un plastico. Se incuba la soluciéon durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se
sacan los plasticos y se sumergen los portaobjetos en las cubetas de vidrio con una solucion de 0.2
Tritéon X-100 en PBS haciendo 2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente. Se hacen tres

lavados de 5 minutos de PBS.

Finalmente se realiza el revelado con diaminobencidina (DAB). Se prepara la solucion con

0.5% DAB (Pierce) y 0.05 % H,0, en PBS. Se sumergen los cortes en la solucion de revelado
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durante un tiempo variable y se observa al microscopio hasta que los cortes se tifien de color

marron. Cuando se han tefiido los cortes se para la reaccion sumergiendo los cortes en PBS.

Los cortes se pueden deshidratar y montar, o contrastar con hematoxilina y/o eosina y después
se deshidratan y se montan. Para contratefiir los portaobjetos se sumergen en una solucion de
hematoxilina de Harris (Sigma) recién filtrada durante 4 minutos. Se lavan con agua corriente hasta
que se ve la coloracion azul. Se sumergen los cortes en una solucion de 1% HCI en etanol 95 %
hasta que desaparece el color azul y se lavan en agua amoniacal (25 % NH; en agua destilada)
hasta que aparece el color azul. Después se hacen hacen dos lavados: uno de 3 minutos en agua
corriente y otro de 2 minutos en agua destilada. También se puede contrastar con eosina, se
sumergen los cortes en eosina alcoholica (Sigma) durante 20 segundos y se lavan con agua
corriente. Antes del montaje se hace una deshidratacion rapida. En cubetas de vidrio se hacen dos
lavados de 1 minutos en etanol al 70%, dos lavados de 1 minutos en etanol al 95 %, dos lavados de

1 minutos en etanol absoluto y finalmente dos lavados de 5 minutos de xilol. EI montaje se hace

con cubreobjetos y DPX o Entelan (Fluka).
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Acetilcolinesterasa 1:100 Goat polyclonal Chemicon
p-amiloide (clon 4G8) 1:150 Mouse monoclonal Signet Lab
ED-1 (clon CD68) 1:100 Mouse monoclonal Serotec
Hemoxigenasa 1 1:50 Mouse monoclonal Stressgen
8hidroxi-2deoxiguanosina 1:50 Mouse monoclonal Jaica
Hidroxy-2-trans-nonenal 1:100 Mouse monoclonal Jaica
GFAP 1:300 Rabbit polyclonal Sigma
Nitrotirosina 1:50 Mouse monoclonal Abcam
Superoxido dismutasa 1:100 Sheep polyclonal Calbiochem
(Cu/Zn-SOD)
Superéxido dismutasa 1:100 Sheep polyclonal Calbiochem
(Mn-SOD)
Ubigqiiitina 1:50 Mouse monoclonal Novacastra

Tabla 7: Anticuerpos primarios usados en inmunohistoquimica para cortes parafina.
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Anticuerpo secundario Dilucion Casa comercial
Biotinilated Anti- mouse IgG (H+L) 1:200 Vector
Biotinilated Anti- rabbit IgG (H+L) 1:200 Vector
Biotinilated Anti-sheep IgG (H+L) 1:200 Vector

Tabla 8: Anticuerpos secundarios usados en inmunohistoquimica para cortes parafina

A)

Figura 53. Tincion de GFAP en hipocampo con astrogliosis de cerebro de rata tefido con DAB.
A) Objetivo de 10X B) Objetivo de 40X. S Garcia Matas.

BN o et ' .3‘."" ¢
=y’ g X

o - ‘ (. - » g
- A i A TN re , .
- ) » L -

AT . s a% B) * a :' sl' 4

Figura 54. Tincidon contra el péptido betamieloide (4G8) en septo (A) y cuerpo calloso (B) de cerebro
de rata contratincion con hematoxilina. Objetivo de 40X. S Garcia Matas.
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9.5 DISECCION DEL CEREBRO PARA CORTES DE VIBRATOMO

9.5.1 SACRIFICIO Y PERFUSION DE LOS ANIMALES

Se procede igual que en el sacrificio y perfusion de los animales destinados a micrétomo

apartado 9.3.1.
9.5.2 CORTES EN VIBRATOMO

Los cortes de tejido cerebral de 4mm fresco se cortan con el vibratomo (Leica) en secciones de

50 um que se sumergen en tampon fosfato.

9.6 HISTOLOGIA PARA CORTES DE VIBRATOMO

9.6.1 INMUNOHISTOQUIMICA

La cortes se procesan por flotacion. Primero se realizan dos lavados con PBS durante 10

minutos.

A continuacién se procede a bloquear las peroxidasas enddgenas a temperatura ambiente
mediante la inmersion de los cortes en una solucion de bloqueo que consta de 3 % de H,O,y 10 %
metanol en PBS durante 25 minutos. Después se realizan tres lavados de 15 minutos en PBS y tres

lavados de 0.5% triton X-100 en PBS de 5 minutos cada uno.

Después se hace el bloqueo de uniones inespecificas a temperatura ambiente igual que en la

inmunohistoquimica para cortes de parafina

Los cortes se incuban toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario policlonal OX-6 o

OX- 42 (Serotec) dilucion 1:500 en 1% de suero de cabra en 0.2% gelatina 0.2% triton en PBS.
Al dia siguiente se realizan 5 lavados en 0.5% triton X-100 en PBS de 5 minutos cada uno.

A continuacion se incuba con el anticuerpo secundario biotinilado antirabbit diluido 1:200 en
1% en suero de cabra en 0.2% gelatina 0.2% tritobn en PBS. Se hacen 5 lavados de 5 minutos en

0.5% triton X-100 en PBS.

A continuacién se hace la incubacion con el complejo avidina- biotina-peroxidasa de rabano.
Se prepara la soluciéon ABC de Vectastin 30 minutos antes de su uso y se mantiene a 4°C protegida
de la luz: se diluye 1/100 de solucion A + 1/100 de soluciéon B en 0.2% gelatina 0.2% tritén en
PBS. Los cortes se sumergen en la solucion ABC. Se hacen cinco lavados de 5 minutos en triton X-

100 en PBS.
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Finalmente se realiza el revelado con diaminobencidina y/o se contratifien con hematoxilina y
se montan segun el protocolo del apartado de inmunohistoquimica para cortes de parafina cuidando

de montar los cortes flotantes con un pincel en portaobjetos gelatinados sin dejar pliegues.

Figura 55: Tincion de OX 42 mostrando microglia acitivada en el cortex de cerebro de rata.
Objetivo 20X. S Garcia Matas.
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RESUMEN

Las alteraciones funcionales de los astrocitos puede afectar la viabilidad neuronal que
acontece en el envejecimiento cerebral. En este estudio, evaluamos la capacidad neuroprotectora de
los astrocitos en un modelo de envejecimiento in vifro. Hemos evaluado los cambios en el estrés
oxidativo, la captacion de glutamato y la expresion proteica en astrocitos corticales de rata en
cultivos de 10 y 90 dias in vitro (DIV). Los niveles de la proteina acidica fibrilar glial y S100p se
incrementaros a los 90 dias cuando las células eran positivas al marcador P-galactosidasa de
senescencia. En los cultivos de astrocitos a largo plazo, la generacion de especies reactivas de
oxigeno fue incrementado y la actividad mitocondrial se encontraba disminuida. Simultaneamente,
hubo un incremento de las proteinas detectadas positivamente para la nitrotirosina. La expresion de
las proteinas Cu/Zn-superoxido dismutasa (SOD-1), la hemooxigenasa 1 (HO-1) y la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) aumenta en los astrocitos envejecidos. La captacion de glutamato en los
astrocitos de 90 DIV era mayor que en los astrocitos de 10 DIV, y eran mas vulnerables a la
inhibicion por la exposicion a H,O,. El incremento en la captacion de glutamato fue probablemente
debido a la regulacion al alza del transportador glutamato/aspartato. Los astrocitos envejecidos
tenian una menor capacidad de mantener la supervivencia neuronal. Estos hallazgos indican que los
astrocitos pueden perder en parte su capacidad neuroprotectora durante el envejecimiento. Estos
resultados también sugieren que los astrocitos envejecidos pueden contribuir a exacerbar el dafio
neuronal en los procesos neurodegenerativos relacionados con la edad.
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Astrocytes aged in vitro show a decreased neuroprotective capacity
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Abstract

Alterations in astrocyte function that may affect neuronal
viability occur with brain aging. In this study, we evaluate the
neuroprotective capacity of astrocytes in an experimental
model of in vitro aging. Changes in oxidative stress, glutamate
uptake and protein expression were evaluated in rat cortical
astrocytes cultured for 10 and 90 days in vitro (DIV). Levels of
glial fibrillary acidic protein and S100p increased at 90 days
when cells were positive for the senescence B-galactosidase
marker. In long-term astrocyte cultures, the generation of
reactive oxygen species was enhanced and mitochondrial
activity decreased. Simultaneously, there was an increase in
proteins that stained positively for nitrotyrosine. The expres-
sion of Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD-1) and haeme

oxygenase-1 (HO-1) proteins and inducible nitric oxide syn-
thase (INOS) increased in aged astrocytes. Glutamate uptake
in 90-DIV astrocytes was higher than in 10 DIV ones, and was
more vulnerable to inhibition by H,O, exposure. Enhanced
glutamate uptake was probably because of up-regulation of
the glutamate/aspartate transporter protein. Aged astrocytes
had a reduced ability to maintain neuronal survival. These
findings indicate that astrocytes may partially loose their
neuroprotective ability during aging. The results also suggest
that aged astrocytes may contribute to exacerbating neuronal
injury in age-related neurodegenerative processes.
Keywords: aging, astrocytes, astrocyte-neuron cocultures,
glutamate uptake, neuroprotection, oxidative stress.

J. Neurochem. (2007) 101, 794-805.

The brain is particularly vulnerable to oxidative stress because
of its high metabolic rate, high level of polyunsaturated fatty
acids and low antioxidant defences. Free radicals are
constantly generated in the brain in vivo. Moreover, excessive
production of the superoxide radical and hydrogen peroxide
(H,0,) in the presence of iron or copper ions can result in the
generation of the highly reactive hydroxyl radical (Halliwell
1992). Increased generation of reactive oxygen species (ROS)
is physiologically controlled by the antioxidant defence
system. Therefore, a decrease in antioxidant capacity will
compromise cell function. Astrocytes play a fundamental role
in maintaining normal brain physiology and in determining
brain’s susceptibility to oxidative damage (for a review see
Cotrina and Nedergaard 2002). They modulate neuronal
activity by releasing many modulatory molecules, such as
ATP, glutamate, growth factors and cytokines. They also
propagate calcium waves over long distances. In addition,
astrocytes possess a high content of GSH, high GSH
metabolism and elevated catalase and superoxide dismutase
(SOD-1) enzyme activity. This enables them to protect
neurons against oxidative injury (Makar ef al. 1994; Desagher
et al. 1996; Dringen ef al. 2000). However, astrocytes are
also vulnerable to oxidative stress. Their reaction to low
concentrations of H,O, involves generation of ROS, lipo-
peroxidation, and changes in antioxidant defences (Réhrdanz

© 2007 The Authors

et al. 2001). Astrocytes are the cell type that is mainly
responsible for clearing extracellular glutamate, as they have
high-affinity glutamate transporters (for a review see: An-
dersson and Swanson 2000). Glutamate uptake into astrocytes
can also be mnhibited by the direct oxidation of glutamate
transporters (Volterra ef al. 1994; Trotti ef al. 1997).

From a physiological point of view, brain aging has been
proposed as a progressive loss of neuronal homeostatic
reserve without causing neuronal death (Toescu and
Verkhratsky 2003). Changes in the function of astrocytes
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buffered saline; PFA, paraformaldehyde; ROS, reactive oxygen species;
SOD-1, superoxide dismutase; TCA, tricarboxylic acid.
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may reduce their neuroprotective capacity, contributing to the
neuronal aging development. Oxidative stress is believed to
play a key role in brain aging progression, although the
molecular mechanisms involved are not clear. Numerous
evidences on alterations in astrocyte function during aging
have been related to changes in redox homeostasis. Astrocyte
activation increases progressively during aging in most brain
regions, as estimated by an increased expression of glial
fibrillary acidic protein (GFAP) and S100B protein; and
GFAP and S100 mRNA (Amenta ef al. 1988; O’Callaghan
and Miller 1991; Kohama ef al. 1995; Sheng et al. 1996;
Morgan et al. 1997). Both proteins also increase with age in
culture in mouse and rat cortical astrocytes (Andersson ef al.
1994; Papadopoulos ef al. 1998; Gottfried ef al. 2002;
Tramontina et al. 2002). S100f} overexpression in astrocytes
was considered as a neuroprotective response to neuronal
damage. However, abundant evidence suggests that this
response may be detrimental and accelerate age-related
neurodegenerative processes (Sheng et al. 2000; Mrak and
Griffin 2001). In addition, ROS production, lipoperoxidation
and protein oxidation are elevated in several brain areas of
aged rodents (for a review see: Poon ef al. 2004) and in the
brain of a senescence-accelerated animal model (Alvarez-
Garcia et al. 2006). It has been suggested that dysfunctional
antioxidant defences contribute to cellular aging. However,
opposing results in the expression or activity of the antioxid-
ant enzymes have been reported (Benzi and Moretti 1995;
Leutner ef al. 2001; Balu ef al. 2005; Comai ef al. 2005;
Siqueira ef al. 2005; Keil ef al. 2006). In aged astrocyte
cultures, superoxide production, lipoperoxidation, protein
oxidation and iron staining are also elevated, although
antioxidant defences are maintained or increased (Papadopo-
ulos ef al. 1998; Gottfried ef al 2002; Klamt ef al. 2002).
However, astrocytes aged in culture show higher vulnerability
to oxidative injury than young astrocytes (Papadopoulos
et al. 1998; Gottfried ef al. 2002). On the contrary, changes in
glial glutamate uptake have been observed during brain aging
(for a review see: Segovia ef al. 2001). In a previous work,
Gottfried er al. (2002) have shown that glutamate uptake is
more sensitive to oxidative stress in aged astrocytes in culture.

Haeme oxygenase-1 (HO-1) is a stress protein invelved in
haeme catabolism, giving biliverdin, free iron and CO.
Biliverdin and its metabolite bilirubin are physiological
radical scavengers that protect neurons against oxidative
stress (Llesuy and Tomaro 1994; Dore ef al. 1999). HO-1
immunoreactivity is augmented in neurons and astrocytes of
the aged brain and in age-related neurodegenerative diseases
(Iijima et al. 1999; Schipper 2004; Schipper ef al. 2006).
Although HO-1 overexpression is believed to act as a
neuroprotective mechanism, recent evidence suggests that
glial HO-1 has a toxic role when high expression levels are
induced (Shipper 2004; Song ef al. 2006).

There is an increasing interest in finding out whether
changes in the above-mentioned astrocyte functions accelerate
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aging processes. Such changes can alter synaptic efficacy and
reduce neuronal survival. The aim of this study was to
establish an in vifro model of astrocyte aging in order to study
the neuroprotective ability of astrocytes. First, we assessed
parameters of oxidative stress by measuring ROS generation,
mitochondrial activity and the expression of GFAP, S100p3,
inducible nitric oxide synthase (iNOS) CwZn SOD-1 and
HO-1 proteins in rat cortical astrocytes maintained in culture
for 10 and 90 days in vitro (DIV). Secondly, we evaluated the
glutamate transport function of astrocytes by determining
glutamate uptake and the expression of glutamate/aspartate
transporter (GLAST) protein. Finally, astrocyte neuroprotec-
tion was tested by measuring cortical neuronal survival in
cocultures with young and long-term astrocytes cultures.

Materials and methods

Materials

Dulbecco’s Medified Eagle Medium (DMEM), gentamycin and foetal
bovine serum (FBS) were purchased from Gibco-BRL (Invitrogen,
Paisley, UK). Culture plates, chamber slides and flasks were from
NUNC (Roskilde, Denmark). r-[*H]-Glutamate (specific activity,
51 Ci/mmol) was purchased from PerkinElmer Inc. (Wellesley, MA,
USA). The fluorescent probe 2’-7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) was obtained from Molecular Probes (Leiden, The
Netherlands). 1-Glutamic acid, H,O,, thiazolyl blue tetrazolium
bromide (MTT), sodium orthovanadate, trolox, n-propyl gallate,
curcumin, anti-GFAP and anti-S1000 primary antibodies, anti-rabbit,
anti-mouse and anti-sheep horseradish peroxidase-conjugated secon-
dary antibodies were obtained from Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, USA). Anti-NeuN and anti-INOS antibodies were obtained from
Chemicon International (Temecula, CA, USA); anti-SOD-1 antibody
from Calbiochem (La Jolla, CA, USA); anti-2-nitrotyrosine antibody
was from Abcam (Cambridge, UK); anti-o-actin and anti-HO-1
antibodies were from Stressgen Bioreagents (Victoria, BC, Canada);
and anti-GLAST antibody was from Alpha Diagnostic International
(San Antonio, TX, USA). The protease inhibitor cocktail Complete
was from Roche Applied Science (Mannheim, Germany). The
[B-galactosidase staining kit was obtained from Cell Signalling
Technology Inc. (Danvers, MA, USA). All other chemicals were of
analytical grade.

Preparation of astrocyte cultures

Primary cultures enriched in astrocytes were established from
cerebral cortical tissue of 2-day-cld Fisher 344 rats (Iffa-Credo,
I’ Arbresle, France). Cultures were prepared as described elsewhere
(Fauconneau e al. 2002). Briefly, brains were dissected free of the
meninges, diced into small cubes and dissociated by pipetting for
2 min with a Pasteur pipette in DMEM containing 100 pg/mL
gentamycin. The suspension was filtered through a 70-pm pore size
nylon mesh cell strainer (Becton and Dickinsen, Franklin Lakes, NJ,
USA). Cells were then seeded in flasks and maintained in DMEM
supplemented with 20% FBS at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% C€0,/95% air. The culture medium was changed twice a
week. After 15 days, confluent cultures were mildly trypsinized
in the presence of 0.02% EDTA. They were then reseeded at
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025 x 10° cells/mL (0.75 x 10° cells/cm’) in DMEM with 10%
FBS in multi-well plates, chamber slides or flasks coated with poly-
1-lysine. Experiments were performed at 7-10 days in vigro
(10 DIV) and 3 months (90 DIV) after reseeding. The later cultures
were treated with 10 pmol/L. cytosine arabinoside to curtail
astrocyte proliferation and to maintain the purity of the cultures.
Fresh medium was added once a week. Selected experiments were
undertaken either by adding cytosine arabinoside to 10 DIV cultures
or by not adding it to 90 DIV cultures. No effect of this antimitotic
agent on the assayed parameters was detected (data not shown).

Determination of neuronal survival in coculture with astrocytes
To study the neuronal protection response of 10- and 90-DIV
astrocyte cultures, cocultures of neurons and astrocytes were prepared
in eight chamber slides. Fresh neurons disaggregated from a fresh
cerebral cortical tissue of 15-day foetuses were directly seeded at
1.5 % 10° cells/mL (4.5 x 10° cells/em®) on a confluent monolayer
of 10- and 30-DIV astrocyte cultures. Sister pure neuron cultures were
similarly processed. Neuronal survival was assessed at 14 DIV. Dead
cells were detected by staining the cultures with 7.5 pmol/L
propidium icdide (red fluorescence) for 30 min. After that, cultures
were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with
4% paraformaldehyde (PFA). Neuronal living cells were identified by
immunostaining with NeuN antibody. Cells were permeabilized with
0.25% Triton in PBS for 30 min, washed with PBS, incubated with
goat serum to block unspecific binding sites at 22-24 °C, and
imcubated with mouse NeuN antibody (diluted 1 : 200) overnight at
4°C. Cultures were then washed with PBS and incubated with anti-
mouse Alexa Fluor 488 (green fluorescence; Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands) for 1 h at 22-24 °C. After washing with
PBS, nuclei were stained by 5 umol/L bisbenzimide. Finally, cultures
were mounted under coverslips. Randomly chosen fields were
examined using a fluorescence microscope (Nikon Eclipse E1000;
Nikon, Tokyo, Japan) and digitally photographed with a ColorView
camera (Soft Imaging Systems, Stuttgart, Germany). Neuronal
survival was determined by counting immunoreactive neurons to
NeuN, which were not propidium iodide stained, using the analysis
software (Soft Imaging System).

p-Galactosidase staining

Astrocytes seeded on chamber slides were washed with PBS and
fixed in 4% PFA in PBS for 30 min. This was followed by three
washes with PBS. The degree of senescence in astrocyte cultures
was evaluated using the senescence B-galactosidase staining kit
following manufacture’s instructions. This marker identifies senes-
cent cells in culture (Dimri ef al. 1995). Senescent astrocytes stained
with a blue colour were observed using a microscope (Nikon Eclipse
E1000) and digitally photographed with a ColorView camera.

Western blot analysis

After shaking the cultures for 4 h to eliminate microglial cells, the
medium was removed and astrocytes were rinsed twice with PBS.
Cells were lysed for 10 min on ice in ristocetin-induced platelet
agglutination buffer [10 mmol/L. PBS, 1% Igepal AC-630, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)] con-
taining a protease inhibitor cocktail (Complete) and 1 mmol/L
orthovanadate. They were then collected and frozen at —20°C until
assay. Protein extracts were quantified following the Bradford
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method. Then, 15 pg of the protein extracts were denatured at
100°C for 5 min, loaded onto a 15% SDS — polyacrylamide gel and
electrophoresed. Proteins were transferred onto a pelyvinylidene
diflueride membrane (Immobilon-P; Millipore, Bedford, MA,
USA). This was incubated overnight at 4°C with the following
primary antibodies: mouse anti-GFAP (diluted 1 : 40 000); mouse
anti-S100p (diluted 1 : 500); sheep anti-SOD-1 (diluted 1 : 1000);
mouse anti-nitrotyrosine (diluted 1 : 1000); rabbit anti-INOS (dilu-
ted 1 : 200), mouse anti-HO-1 (diluted 1 : 1000); and rabbit anti-
GLAST (diluted 1 : 500). Membranes were incubated for 1 h at
22-24 °C with horseradish peroxidase conjugated secondary anti-
bodies. Proteins were detected with a chemiluminescence detection
system based on the luminol reaction. Protein loading of the gels
was controlled by staining blots with an antibody against ct-actin
(diluted 1 : 10 000). The immunoreactive bands were digitalized
and a densitometry analysis was performed using Quantity One
software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The levels of
protein immunoreactivity were normalized to that of ct-actin.

Glutamate uptake

The culture medium was removed and astrocytes were washed
with warm HEPES-buffered saline solution (HBSS) (136 mmol/L
NaCl, 5.4 mmol/L. KCI, 1.2 mmol/L. CaCl,, 1.4 mmol/L. MgCl,,
1.0 mmol/L NaH,PO, and 10 mmol/L. HEPES) containing 9 mmol/
L glucose at pH 7.3. Astrocyte cultures were then incubated for
10 min at 37°C in HBSS with 9.8 nmol/L. (500 nCi/mL) of [*H]-
glutamate and several concentrations of unlabeled glutamate in the
range of 1-1000 umol/L. Uptake was terminated by removing the
medium and washing the cells three times with ice-cold HBSS. This
was immediately followed by cell lysis in 0.2 N NaOH. Aliquots
were taken for liquid scintillation counting (with Optiphase ‘Hisafe®
cocktail) and for Bradford’s protein assay using bovine serum
albumin as the protein standard. Radioactivity was analysed by
scintillation counting in a Wallac 1414 Liquid Scintillator Counter
(PerkinElmer, Boston, MA, USA). H,0, effects on [*H]-glutamate
uptake were checked using 9.8 nmol/L. of labeled glutamate plus
100 umol/L unlabeled glutamate.

Mitochondrial activity

The mitochondrial activity of astrocyte cultures was determined by
the MTT reduction assay (Hansen et al. 1989). At 10 and 90 DIV,
MTT was added to the 96-well cultures to a final concentration of
0.5 mg/mL. At termination, formazan crystals were selubilized by
adding 100 pL of extraction buffer [20% SDS in N N-dimethyl-
formamide/water (1 : 1), pH 7.4] [Correction added after online
publication (19/03/07); pH 7.4 should read pH 4.7] and incubating
overnight at 37°C. Absorbance was measured at 560 nm with a
620-nm reference wavelength in a plate reader (iIEMS Reader MF;
Labsystems, Vantaa, Finland).

Reactive oxygen species generation

Intracellular generation of ROS was determined using DCFH-DA as
described previously (Sebastia et al. 2004). Briefly, cultures in 96-
well plates were washed in HBSS and leaded with 10 pmol/L
DCFH-DA for 20 min at 37°C. Wells were then washed with HBSS
and 2’-7-dichlorofluorescein (DCF) fluorescence was measured
after 1h incubation at 37°C in a fluorescence plate reader
(Spectramax Gemini XS; Molecular Devices, Wokingham, UK) at
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485 nm excitation/530 nm emission. The increase in intracellular
ROS was quantified from a standard curve of DCF in methanol
(0.5-100 nmol/L) and expressed as nmol of DCF/mg protein.

Statistical analysis

Experiments were performed with astrocytes from 3 to 6 primary
cultures. Data were pooled and the results given as mean + SEM,
Sutistical significance (p < 0,05) was determined by Student’s ¢-test
and by one- or two-way anova followed by Dunnett’s or
Bonferroni's multiple comparison tests, respectively.

Results

Long-term astrocyte cultures presented characteristics of
senescence and glial activation

Senescence  characteristics in 10- and 90-DIV astrocyte
cultures were evaluated using the fi-galactosidase staining kit.
Astrocytes with an intense blue stain were only clearly evident
in 90 DIV cultures (Fig. 1). The expression of the glial proteins
GFAP and S100p was determined by westem blot in 10- and
90-DIV astrocytes. Long-term cultures showed an increase in
GFAP and S100B bands. Densitometric analysis of the

Fig. 1 A representative stain of [l-galactosidase in astrocytes cul-
tured for 10 (a) and 90 DIV (b). Blue-stained cells were only detected
In 90 DIV cultures. A, B: 200x.
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Fig. 2 Representative immunoblots and denstometry analysss of the
expression of GFAP (a) and S100f} (b) proteins in 10- and 90-DIV ast-
rocyte cullures. Graphs are the summary of results from experiments
repeated with at least three different cultures. The levels of GFAP and
S100p immunoreactivity wero normalized to that of x-actin and were

expressed relative to the comresponding protein lovels in 10-DIV cul-
tures. Both protein levels were Increased in 90-DIV astrocyte cultures.
Data were compared by Student's Hest (*p < 0.01 and **p < 0,001),

immunoblots showed that GFAP and S100§ protein levels in
90 DIV cultures were 10- and 4-fold higher, respectively, than
levels in the 10 DIV cultures (Figs 2a and b). The total protein
content was maintained along the period of in virro aging
(27.78 + 2.45 pg/well at 10 DIV vs. 29.59 = 0.98 pg/well of
24-well plates at 90 DIV; lack of statistical significance).

Oxidative stress increased with age in the cultures

Mitochondnial activity was evaluated by MTT assay in
astrocytes cultured for 10 and 90 DIV (Fig. 3a). Long-term
cultures presented a significant reduction in mitochondrial
activity when compared with young cultures. However,
protein levels were not affected by a longer culture period
(data not shown). To explore whether the reduction in
mitochondrial activity was associated with ROS production,
basal levels of hydrogen peroxide generated for | h were
determined by the use of' a DCFH probe (Fig. 3b). Ninety-DIV
astrocyte cultures produced sixfold more ROS than 10 DIV
cultures, as indicated by the significantly higher amount of
DCF fluorescence detected in these cultures. One result
of increased ROS production may be protein oxidation.
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Therefore, we used western blot analysis to evaluate the
presence of nitrotyrosine in proteins. Several proteins were
observed, which stained positively for nitrotyrosine. We could
quantify bands with an apparent molecular weight of approxi-
mately 120, 100, 75, 50, 45, 40 and 35 kDa. A significant
increase in these proteins was detected in 90 DIV cultures,
leading to a eightfold expression when compared with 10-DIV
astrocyte cultures (Fig. 4a). Due that nitration of tyrosine
residues in proteins is indicative of NO generation, we
analysed the expression of iNOS protein by immunoblotting.
Figure 4b shows that the iNOS expression level in 90-DIV
astrocytes was twofold higher than that in 10-DIV astrocytes.
The expression of SOD-1, the main superoxide radical
scavenging enzyme, was determined by westem blot. SOD-1
levels in 90 DIV cultures were 3.5-fold higher than that in the
younger cultures (Fig. 4¢). HO-1 protein is an enzyme that
could be up-regulated by oxidative stress. lts expression level
in short- and long-term cultures was also cvaluated by
immunoblotting. Astrocytes cultured for 90 DIV had a twofold
expression level than those cultured for 10 DIV (Fig. 4d).

An increase in basal glutamate uptake was accompanied
by up-regulation of GLAST expression in 90-DIV
astrocytes

The ability of astrocytes to uptake glutamate was evaluated
in 10 and 90 DIV cultures using different glutamate
concentrations. Figure 5(a) shows that glutamate uptake in
90-DIV astrocyte cultures was significantly higher than that
in 10 DIV cultures. Kinetic parameters obtained from the
Eadie-Hofstee analysis revealed a statistically significant

B« 10kDe
L
Fig. 4 Representative immunoblots and
densitomotry analysis of the expression of
nitrotyrosine (a), INOS (b), SOD-1 (¢), and
= - HO-1 (d) proteins in 10- and 90-DIV astro-
DIV cyte cultures, Graphs are the summary of

results from experiments repoated with at
least three diferent cultures. The levels of
nitrotyrosine, INOS, SOD-1 and HO-1
Lode Immunoreactivity were normalized to that of
a-actin and weore expressed rolative to tho
corresponding protein levels in 10-DIV cul-
tures. ANl protein levels were higher in
90-DIV astrocyte cultures. Data were com-
pared by Student's Mest (*p<0.01 and

90 DIV **p < 0.001).
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Fig. 5 (a) Glutamate uptake in astrocytes cultured at 10 and 90 DIV.
Astrocytes were incubated with 9.8 nmol/L [°H]-glutamate and several
concentrations of unlabelled glutamate as described in Materials and
methods section. Each point represents the mean + SEM of five to six
determinations. Two-way anova followed by Bonferroni's test showed
that culture age (F4 65 = 83.2, p < 0.001) and glutamate concentration
(Fe65 = 16.67, p < 0.001) had a significant effect (*p < 0.001). (b)
Eadie-Hofstee kinetic analysis of astrocyte glutamate uptake at 10 and
90 DIV. There was a significant increase in the V.« parameter of
glutamate uptake in 90-DIV astrocyte cultures. However, there was no
change in the K, parameter.

increase in V. in 90-DIV astrocytes when compared with
10-DIV astrocytes (Vmax =37 £2 and 9 £ 0.3 nmol/mg
protein/min, p < 0.01, respectively) (Fig. 5b). There were
no statistically significant differences between K, values for
10- and 90-DIV astrocytes (143 + 10 pmol/L  and
193 + 25 umol/L, respectively). The exposure of astrocyte
cultures to H,O, resulted in concentration-dependent glu-
tamate uptake inhibition (Fig. 6a). This inhibitory effect was
potentiated in 90 DIV cultures. This indicates that there was
an increase in susceptibility to oxidation injury with age in
culture. The antioxidants propyl gallate (50 pmol/L), trolox
(100 pmol/L) and curcumin (10 pmol/L) reversed the H,O,
inhibition in 90 DIV cultures (Fig. 6b), confirming the
existence of a regulatory redox mechanism on the glutamate
transporters similarly to that previously described in young
astrocyte cultures (Volterra er al. 1994; Trotti et al. 1997,
Sitar et al. 1999; Miralles et al. 2001).

In young and old cultures, the uptake was highly reduced
by the inhibitor of glial glutamate transporter L-trans-
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Fig. 6 Glutamate uptake inhibition by hydrogen peroxide (H>O,) in
10- and 90-DIV astrocyte cultures. Astrocytes were incubated with
9.8 nmol/L [*H]-glutamate and 100 pmol/L of unlabelled glutamate. (a)
Pre-incubation with different concentrations of H>O, for 30 min before
[*H]-glutamate uptake measurement. (b) Effect of 50 umol/L propy!
gallate (PG), 100 pmol/L trolox (TX) and 10 umol/L curcumin (CC) on
500 umol/L H,0,-induced [*H]-glutamate uptake inhibition in 90-DIV
astrocyte cultures. Cultures were exposed to PG, TX and CC 30 min
before and during the H,O, treatment. Each point represents the
mean + SEM of five to six determinations. Statistical differences were
determined by (a) Student’s test (“p < 0.05); (b) One-way anova fol-
lowed by Dunnet’s test (*p < 0.001 compared with all other groups).

pyrrolidine-2 4-dicarboxylate (to 85.75% and 79.09% for
15 and 90 DIV cultures, respectively). This suggests that the
glial GLAST was mainly involved. Therefore, the expression
of the GLAST transporter was examined in order to
determine whether the increase in glutamate uptake observed
in older astrocytes in culture was accompanied by an increase
in GLAST protein levels. GLAST expression displayed an
immunoreactive band with an apparent molecular mass of
approximately 67 kDa (Fig. 7a). Western blot analysis
revealed that GLAST expression in 90-DIV astrocytes was
threefold higher than that in 10-DIV astrocytes (Fig. 7b).

Ninety-DIV astrocytes showed reduced neuroprotective
capacity

The neuroprotective ability of astrocytes was tested in
cocultures with cortical neurons by determining neuronal
survival. Viable stained neurons were identified in pure
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Fig. 7 A representative immunobiot of the expression of GLAST
protein in 10- and 90-DIV astrocyte cultures. The anti-GLAST antibody
recognized a transmembrane protein with a molecular mass of
~67 kDa. The graph is the summary ol results from experiments
repeated with at least! three different cultures. The levels of GLAST
immunoreactivity were quantified by nommalization to =-actin and were
expressed relative 1o the corresponding protein levels of 10-DIV cul-
tures. GLAST protein levels were higher in 80-DIV astrocyte cultures.
Data were compared by Student’s Mest (*p < 0.001).
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Fig. 8 Neuronal survival in the absence or presence of 10- and
90-DIV astrocytes and the effect of the antioxidants trolox and cur-
cumin. Cortical neurons were cultured on a monolayer of 10- and 90-
DIV astrocyte cultures for 2 weeks. Living neurons in cocultures with
astrocytes or in pure neuron cultures were identified by cell staining
with NeuN antibody and propidium lodide, as described in Materials
and methods section. Neuron cultures and cocultures with 90-DIV
astrocytes were grown in the absence or the presence of the anti-
oxidants trolox (10 umolL) and curcumin (10 umobL). Results are
expressed as the number of living neurons by field and are the
mean = SEM of five independent cocultures. Data were compared by
Student's rtest (*p <001 and **p < 0.001 relate to cocultures of
neurons and 10-DIV astrocytes; *p < 0.05 relates 1o neuron cultures
without antioxidant treatments; 'p < 0.05, 'p < 0.01 and ""'p < 0.001
rolate to the corrasponding neuron cultures).

neuron cultures and in cocultures of neurons seeded on a
monolayer of 10-DIV astrocytes or 90-DIV astrocytes for
2 weeks. After 2 weeks, the number of living cells in pure
neuron cultures was notably reduced (Fig. 8). Cocultures of
neurons with 10-DIV astrocyte cultures showed maximal
neuroprotection, whereas 90-DIV astrocytes showed signifi-
cantly reduced neuroprotection. Neuron cultures and cocul-
tures of neurons with 90-DIV astrocytes were treated with the
antioxidants trolox and curcumin. Both agents significamly
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increased the number of living cells in pure neuron cultures,
In cocultures with aged astrocytes, the presence of antioxi-
dants also enhanced neuronal survival. However, this
survival rate was not statistically different from that either
in cocultures with 10-DIV astrocytes or in untreated cocul-
tures.

Discussion

The results of this study showed that astrocytes cultured 90
DIV acquired characteristics of senescence and generated
higher levels of ROS than 10-DIV cultures. This was seen to
have detrimental effects on neuronal protection. We observed
an increase in GFAP and S100f proteins in older astrocytes
in culture. Using a similar experimental approach, other
authors also found increases in both of these proteins in
mouse and rat cortical astrocytes cultured for 40-56 DIV
compared with 7- to 10-DIV cultures (Papadopoulos et al.
1998; Gottfried er al. 2002; Tramontina ef al. 2002). We
found a higher level of GFAP at 90 DIV than that reported at
40 DIV (Papadopoulos ef al. 1998; Gottfried ef al. 2002).
Our longer term astrocyte cultures could explain the major
increase of GFAP expression. The expression of S100[ at 90
DIV was slightly higher or in the same range than in the
previous works (Gottfried ef al. 2002; 40 DIV; Tramontina
¢t al. 2002; 21-56 DIV). We have not determined the S1003
secretion from the aged astrocytes in vitro, but the latter
authors demonstrated a similar profile between cell accumu-
lation and diminution of secretion from 7 to 56 DIV, In
animal models of premature aging, such as senescence
accelerated prone mice, increases in activated astrocytes
overexpressing SI00f and GFAP have been observed
(Gniffin er al. 1998; Wu er al. 2005). In the aging brain,
astrocyte hyperplasia and hypertrophy occur in several areas,
accompanied by an elevated content of GFAP and S100p
(Amenta ef al. 1988; Sheng ef al. 1996; Nichols 1999).
Furthermore, it is known that some activated phenotypes of
aging glia are maintained in vitro, as overexpression of
GFAP has been observed in cultures of astrocytes from aging
cerebral cortex (Rozovsky ef al. 1998). We also detected the
presence of senescence [-galactosidase stain in 90-DIV
cultured astrocytes. P-Galactosidase has been detected in
cultured cells undergoing replicative senescence without
proliferation (Dimni et al. 1995). It has also been found in
aged brains after ischaemia (Takada er al. 2003). However,
its cellular role is not known (Lee ef al. 2006), The present
article shows that astrocytes cultured for 90 DIV acquire
aging and activation charactenistics like those observed in the
astrocytes of aged animals,

Glial fibrillary acidic protein and ST00f overexpression
has been related to enhanced oxidative stress. In vitro,
Morgan eral. (1997) have shown up-regulation of the
astrocyte GFAP gene by oxidative stress. Several authors
have demonstrated that treatment of astrocyte cultures with
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S100f results in activation of INOS and NO release via the
NFkB pathway (Hu er al. 1997; Lam ef al. 2001). In this
study, we observed an increase in ROS generation, accom-
panied by a remarkable enhancement in nitrated proteins in
long-term astrocyte cultures. Nitration of tyrosine residues in
cellular proteins is a good marker of oxidant generation
derived from NO. Superoxide radicals react with NO to form
the peroxynitrite radical, and this radical nitrates tyrosyl
residues in proteins (Beckman 1996). We found an increase
of INOS protein expression in aged astrocyles indicative of
NO production in these cultures. /n vivo studies have
reported controversial results on iNOS expression in cerebral
cortex of aged rats (Uttenthal ef al. 1998; Liu et al 2004).
NO-induced nitrosative stress can inhibit the mitochondrial
respiratory chain i astroghal cell cultures. This leads to
lower cellular energy (Calabrese et al. 2005). In this respect,
we showed reduced mitochondrial activity in 90-DIV
astrocyte cultures, probably derived from oxidative damage
in mitochondria. Mitochondria are the major source of free
radicals and may be also the major target for their damaging
effects (Balaban et al. 2005). Several evidences suggest that
mitochondrial oxidative stress is a cause of cell aging (Lee
and Wei 2001; Sastre ef al. 2003). For instance, it has been
reported that decreased activities of mitochondrial complex
enzymes were negatively associated to oxidative damage in
brains from old mice (Kwong and Sohal 2000; Navarro
2004). Recently, lower membrane potential has been reported
in astrocyte cultures from old mice (Lin e al. 2006). On the
contrary, it has been suggested that chronic INOS induction
in astrocytes may lead to a decrease in GSH trafficking from
astrocytes to neurones, thus preventing neuronal protection
(Heales ef al. 2004). In the present study, we examined the
survival of cortical neurons at 2 weeks afler coculturing with
10- and 90-DIV astrocytes. Long-term astrocytes were less
able to protect cortical neurons than young astrocytes. This
effect was partially counteracted by the addition of antioxi-
dants to the cultures. This suggests that astrocyte’s loss of
antioxidant capacily may be one of the underlying factors
behind the lack of neuroprotection in aging and age-related
neurodegeneration. Accordingly, Lin ef ¢l (2006) have
demonstrated reduced neuroprotective ability of old astro-
cytes in cocultures with PC12 cells exposed to oxidative
damage.

The immunoblotting studies revealed overexpression of
HO-1 in 90-DIV astrocyte cultures. HO-1 expression in
neurons and glia has been shown to increase against
oxidative stress and traumatic injury (Fukuda er al. 1996;
Dore et al. 1999; Llesuy and Tomaro 1994). HO-1 immu-
noreaclivity is also augmented in brain aging and in age-
related neurodegenerative diseases (lijima ef al. 1999;
Schipper 2004). In general, this HO-1 overexpression has
been considered as a neuroprotective response by generating
the radical scavengers biliverdin and bilirubin. However, the
chronic increase of HO-1 expression in astroglia in the
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temporal cortex and hippocampus has been associated with
neurofibrillary pathology, specific cognitive deficits in Alz-
heimer’s disease (AD), and mild cognitive impairment (MCI)
(Schipper er al. 2006). These authors suggested that glial
HO-1 up-regulation in MCI may produce mitochondrial
damage. Thus, this would contribute to the early develop-
ment of certain neuropathological characteristics of AD. This
proposal is based on in vitro studies, in which overexpression
of HO-1 in rat astrocytes promotes mitochondrial iron
sequestration (Schipper ef al. 1999); free radical-induced
MnSOD expression (Frankel ef al. 2000); and oxidative
damage to mitochondrial lipids, proteins and, nucleic acids
(Song eral 2006). Accumulation of free ferrous iron
generated from elevated HO-1 activity could result in a loss
of eytoprotection (Sutiner and Dennery 1999). Papadopoulos
et al. (199R) detected iron staining and an increase in ferritin
immunoreactivity in older astrocytes. In this article, HO-1
overexpression in astrocyte cultures may be early induced by
increased generation of ROS. However, sustained HO-I
expression in long-term cultures wonld exacerbate alterations
in mitochondrial activity and protein oxidation with detri-
mental consequences on astrocyte functions.

Antioxidant enzymes in astrocytes are considered to be a
primary defence mechanism that protects neurons from
oxidative damage. In our study, we have shown up-
regulation of SOD-1 expression in astrocyte cultures with
age. This result is in accordance with previous studies where
increases in SOD and catalase activities were observed in
cortical astrocytes cultured for 34-47 DIV compared with 7—
13 DIV cultures (Papadopoulos et al. 1998; Klamt ef al.
2002). In these studies, aged astrocytes had increased
vulnerability to oxidative mjury, and also elevated levels of
lipoperoxidation and protein oxidation relative to young
astrocyte cultures. As peroxidative stress has been shown to
induce SOD activity (Benzi and Moretti 1995), the ROS
generated in the initial periods of cultured astrocytes may
induce SOD-1 overexpression as a protective mechanism.
However, if (his sustained response is not accompanied by
elevated glutathione peroxidase (GPX) activity, the genera-
tion of hydrogen peroxide may increase with age, producing
adverse effects. In fact, elevaled levels of SOD-1 relative lo
GPX have been reported in aged murine brain (de Haan et al.
1992; Leutner ef al. 2001). In addition, it has been shown
that an altered antioxidant ratio SOD-1/GPX in cell lines
leads to senescence-like changes (de Haan er al. 1996). On
the contrary, in a recent paper, Son ef al. (2005) demonstra-
ted that a sequential induction of HO-1 and Mn-SOD could
protect cultured astrocytes from a toxic dose of NO. In this
sense, we cannot discard that simultaneous overexpression of
HO-1 and SOD proteins may play a cytoprotective role under
acute oxidative stress conditions. However, the data presen-
ted here suggest that the increase in HO-1 and SOD-1
expression in 90 DIV cultures may be defrimental, or at least
is mot enough to prevent the elevated levels of oxidative
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stress shown in these cultures and to maintain a normal
neuroprotective capacity.

Astrocytes have the ability to clear glutamate from the
extracellular space, thus preventing neuronal excitatory
damage. In the present article, the uptake of glutamate from
the extracellular medium was evaluated for both of the
astrocyte culture ages. Ninety-DIV cultures showed an
increase in glutamate uptake. This was accompanied by
overexpression of the glial GLAST. Gottfried ef al. (2002)
also demonstrated an increase in basal glutamate uptake in
40-DIV astrocyte cultures. We can consider that continuous
increase in glutamate release in 90-DIV astrocytes may
overexpress glutamate transporters and consequently in-
crease glutamate uptake. In fact, Duan ef al. (1999) revealed
that glutamate could induce up-regulation of glutamate
transport in murine cortical astrocyte cultures. /n vivo,
several studies have reported decreases in glutamate uptake
in the cerebral cortex of aged rats when using neuronal
synaptosomal preparations (Segovia et al. 2001). However,
glutamate uptake was not modified in brain cortical slices of
aged rats, with both neurons and astrocytes present (Dawson
et al. 1989). Therefore, we can assume the presence of
differential responses of neuronal and glial glutamate trans-
port in brain aging. A reduced glutamate uptake in neurons
together with an increased uptake in astrocytes may maintain
normal synaptic glutamate concentration during aging.
Indeed, extracellular glutamate brain concentrations have
been reported unchanged during aging (Segovia ef al. 2001).

Glutamate taken up by astrocytes is transformed into
glutamine by the enzyme glutamine synthetase or is oxidized
in the tricarboxylic acid (TCA) cycle (Bak et al. 2006). It has
been reported that the metabolic fate of glutamate is
concentration dependent, and the proportion of glutamate
oxidized increases several times with higher extracellular
concentration (Dienel and Cruz 2006). Therefore, glutamate
derived from an increased uptake in aged astrocytes would
have a higher entrance on the glutamate/TCA pathway than
in the glutamate/GABA—glutamine cycle. However, an
improvement on the metabolic status of the aged astrocyte
is prevented by the decreased metabolic mitochondrial
activity in these cells, as measured by MTT (mainly
indicative of succinate-dehydrogenase activity, Slater ef al.
1963).

Our results showed that glutamate uptake in young
astrocytes was inhibited by acute H,O, treatment, according
to previous studies in cortical astrocyte cultures (Volterra
et al. 1994; Trotti et al. 1997). However, Gottfried ef al.
(2002) have found higher efficacy of H,O, in inhibiting
glutamate uptake in astrocyte cultures. Differences in animal
strain or culture preparation methods — primary or secondary
(replated) astrocytes — may account for these effects.
Furthermore, similarly to previous studies, we found higher
vulnerability of aged astrocytes to glutamate uptake inhibi-
tion by H,O, (Miralles ef al. 2001; Gottfried et al. 2002).
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Although these cells presented a high vulnerability to
oxidative stress, the free-radical inhibitory effect on their
glutamate transporters could still be reverted by the anti-
oxidant agents: propyl gallate, trolox and curcumin. It is
tempting to hypothesize that in circumstances with elevated
oxidative stress, as in age-related neurodegenerative proces-
ses, the inhibition of glutamate uptake into astrocytes may
increase the extracellular accumulation of glutamate. This
may enhance the vulnerability of neurons to excitotoxicity. A
decline in glutamate uptake in the cerebral cortex has been
reported in AD. However, no correlation was found with the
levels of glial glutamate transporters (Beckstrom ef al. 1999;
‘Westphalen ef al. 2003).

In conclusion, we have shown that astrocytes cultured
for 90 DIV acquire characteristics of senescence and
activation like those observed in astrocytes of aged
animals. Increased ROS generation and nitrosative stress
occur, which leads to decreased mitochondrial activity with
age. Overexpression of HO-1 and SOD-1 proteins may be
an initial defence response against increased ROS genera-
tion. However, sustained up-regulation of both proteins
may have detrimental consequences on astrocyte functions.
In our study, aged astrocytes had a reduced ability to
maintain neuronal survival. This is probably at least partly
because of a loss of their antioxidant capacity, as neuronal
survival was partially recovered by antioxidant agents. All
these results suggest that astrocytes have a major role in
brain aging progression. In addition, we observed in-
creased glutamate uptake in aged astrocytes. This may
initially counteract the reduced neuronal glutamate uptake
observed in brain aging. Nevertheless, the higher vulner-
ability of H,0s-induced glutamate uptake inhibition
observed in aged astrocytes suggest that astrocytes are
mmvolved in the neuronal excitotoxicity that underlies age-
related neurodegenerative processes. Altogether, these
findings suggest that astrocytes partially lose their neuro-
protective ability during brain aging and contribute to
exacerbating neuronal injury in age-related neurodegener-
ative processes.
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RESUMEN

En etapas tempranas de los cerebros de ratones de senescencia accelerada (SAMPS) hay un
incremento del estrés oxidativo y de la patologia de tau. Los astrocitos desempefian un importante
papel, tanto en determinar la susceptibilidad cerebral al dafio oxidativo como en la proteccion de
las neuronas. En este trabajo, hemos estudiado los cambios en la fosforilacion de tau, el estrés
oxidativo y la captacion de glutamato en cultivos primarios de astrocitos de la corteza de ratones
neonatos SAMP8 comparados con los de ratones resistentes a la senescencia (SAMRI1). Hemos
demostrado un incremento de las formas anormales de fosforilacion de tau en Ser'” y Ser **° en los
astrocitos SAMPS8 comparado con la de los ratones controles SAMRI. La actividad quinasa de
Gsk3p y Cdk5, que regulan la fosforilacion de tau, también estd incrementada en los astrocitos de
SAMPS. La inhibicion de Gsk3p por litio o la de CdkS5 por roscovitina reducen la fosforilacion de
tau en Ser’*’. Ademas, hemos detectado un incremento de la generacién del radical superdxido, que
puede ser responsable del correspondiente incremento en la lipoperoxidacion y la oxidacidon
proteica. También hemos observado una reduccion en el potencial de membrana mitocondrial en
los astrocitos de los ratones SAMPS. La captacion de glutamato en los astrocitos en un mecanismo
critico para el mecanismo de neuroproteccion. Los astrocitos SAMPS muestran una disminucion en
la captacion de glutamato comparada con la de los controles SAMRI. Interesantemente, la
supervivencia de las neuronas SAMP8 y SAMRI en cocultivo con astrocitos SAMP8 estaba
reducida de manera significativa. Nuestros resultadso indican que las alteraciones de los cultivos de
astrocitos de ratones SAMP8 son muy similares a las encontradas en los cerebros de los ratones
SAMPS de 1-5 meses. Ademas, nuestros resultados sugieren que estas preparaciones in vitro son
adecuadas para el estudio a nivel molecular y celular de los procesos subyacentes en el
envejecimiento temprano de este modelo murino. Es mas, nuestro estudio apoya el argumento de
que los astrocitos tienen un papel clave en la neurodegeneracion durante el proceso de
envejecimiento.
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Summary

Early onset increases in oxidative stress and tau pathology
are present in the brain of senescence-accelerated mice
prone (SAMP8). Astrocytes play an essential role, both
in determining the brain’s susceptibility to oxidative
damage and in protecting neurons. In this study, we
examine changes in tau phosphorylation, oxidative stress
and glutamate uptake in primary cultures of cortical
astrocytes from neonatal SAMP8 mice and senescence-
accelerated-resistant mice (SAMR1). We demonstrated an
enhancement of abnormally phosphorylated tau in Ser'®®
and Ser®®® in SAMPS8 astrocytes compared with that of
SAMR1 control mice. Gsk3p and Cdk5 kinase activity,
which regulate tau phosphorylation, was also increased
in SAMP8 astrocytes. Inhibition of Gsk3p by lithium or
CdkS5 by roscovitine reduced tau phosphorylation at Ser®®®,
Moreover, we detected an increase in radical superoxide
generation, which may be responsible for the correspond-
ing increase in lipoperoxidation and protein oxidation.
We also observed a reduced mitochondrial membrane
potential in SAMP8 mouse astrocytes. Glutamate uptake
in astrocytes is a critical neuroprotective mechanism.
SAMPS astrocytes showed a decreased glutamate uptake
compared with those of SAMR1 controls. Interestingly,
survival of SAMP8 or SAMR1 neurons cocultured with
SAMPS astrocytes was significantly reduced. Our results
indicate that alterations in astrocyte cultures from SAMP8
mice are similar to those detected in whole brains of
SAMP8 mice at 1-5 months. Moreover, our findings
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suggest that this in vitro preparation is suitable for
studying the molecular and cellular processes underlying
early aging in this murine model. In addition, our study
supports the contention that astrocytes play a key role
in neurodegeneration during the aging process.

Key words: Astrocytes; glutamate uptake; neuroprotection;
oxidative stress; senescence-accelerated mice; tau protein.

Introduction

The senescence-accelerated mouse (SAM) is comprised of a
group of 12 strains developed from selective inbreeding of the
AKR/J strain constructed by Takeda et al. (1981). The senescence-
accelerated mouse prone-8 (SAMPS) strain manifests irreversible
advancing senescence with pathological, biochemical and
behavioural alterations, whereas the senescence-accelerated
mice resistant-1 (SAMR1) strain presents a normal aging pattern
(Takeda, 1999). For SAMP8 and SAMR1 strains, the median lifespans
have been reported as 10 and 18.9 months of age, respectively
(Takeda et al, 1994). Interestingly, the former exhibits age-
related learning and memory deficits, as well as B-amyloid-like
deposits in the brain (Flood & Morley, 1998; Chen et al., 2004).
Furthermore, increases in hyperphosphorylated tau and
cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) expressions and activation
have also been detected in SAMP8 mice (Canudas et al., 2005).
For these reasons, SAMP8 mice are regarded as a suitable rodent
model for studying the molecular mechanisms underlying
cognitive impairment in aged subjects.

The free radical theory of aging contends that oxidative
alterations in biomolecules brought about by reactive oxygen
species (ROS) contribute to cellular dysfunction during aging
(Harman, 1956). Indeed, increasing evidence of elevated oxidative
stress in the aged SAMPS8 brain has been reported. Increased
levels of lipoperoxidation, carbonyl proteins and ROS in the
brain of SAMP8 mice have been observed, together with learn-
ing and memory deficits as early as 1-5 months of age (Liu &
Mori, 1993; Sato et al., 1996a,b; Kurokawa et al., 2001; Yasui
etal., 2002, 2003; Farr et al., 2003; Poon et al., 2004 a; Alvarez-
Garcla et al., 2006). In addition, chronic administration of
antioxidants, such as melatonin, o-lipoic acid, N-acetylcysteine
and acetyl-L-carnitine, to SAMP8 mice not only reduced
oxidative damage to neural lipids and proteins, but also lessened
cognitive deficits (Okatani et af., 2002; Yasui et al., 2002; Farr
etal., 2003; Poon etal., 2005). Decreases in superoxide dis-
mutase, catalase, glutathione reductase and glutathione
peroxidase activities, as well as increases in acyl-CoA oxidase,
which have been detected early in SAMP8 mice (1-12 months)
compared with age-matched SAMR1 controls (Sato et al., 1996b;
Kurokawa etal., 2001; Okatani etal., 2002; Alvarez-Garcia
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et al., 2006; Sureda et al., 2006), may cause elevated genera-
tion of ROS. On the other hand, ROS generated by mitochondria
or from other cell sites not only cause damage to mitochondrial
components and DNA, but also trigger degradative processes
that contribute to the aging process (Cadenas & Davies, 2000;
Manczak et al., 2005). In fact, mitochandrial DNA deletions as
well as inefficient mitochondrial hyperactivity were found in the
brain of 4- to 8-week-old SAMFP3 mice (Fujibayashi et al., 1998;
Nishikawa et al., 1998). Differential gene expression profile in
12-month-old SAMP8 hippocampus revealed up-regulation of
cytachrome ¢ oxidase subunit | and Il from the respiratory chain
(Cheng et al., 2006).

Astrocytes play an essential role not only in maintaining
normal brain physialogy, but also in the brain‘s defence against
oxidative damage (for a review, see Cotrina & Nedergaard, 2002).
Astrocytes possess a greal number of antioxidant systems,
including glutathione, glutathione transferase, catalase and
superoxide dismutase enzymes (Makar et al., 1994; Dringen
etal, 2000). Although they are able to protect neurons from
hydrogen peroxide (H,0,) toxicity (Deshager et al., 1996),
astrocytes remain vulnerable to oxidative stress, since they react
to low concentrations of H,0, generating ROS and lipoperoxidation,
and increasing antioxidant defences (Rohrdanz et al., 2001).
Furthermore, astrocytes are primarily responsible for dearing
extracellular glutamate, thereby preventing neuronal excitotoxiciy
(far a review, see Anderson & Swanson, 2000). Thus, alterations
in all these systems during aging may potentially reduce the
neuroprotective capacity of astrocytes, further contributing to
neurodegeneration. In fact, increasing evidence suggests that
astrocytes play a significant role in neuronal aging. Heightened
expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and $100 B
protein have been detected during aging in regions of the mouse
and rat brain (O’'Callaghan & Miller, 1991; Kohama et al., 1995;
Amenta et al., 1998), as well as in mouse and rat cortical astro
cytes aged in culture (Papadopoulos etal, 1998; Gottfried
etal, 2002; Tramontina etal., 2002; Pertusa et al., 2007).
Superaxide production, lipoperoxidation, protein oxidation, and
iron staining remained elevated in aged astrocyte cultures, even
though antioxidant defences had been maintained or increased
(Papadopoulos et af., 1998; Gotllried et af., 2002; Klamt et af.,
2002; Pertusa et al., 2007). Mitachondrial membrane potential
in old astrocytes proved mare depolarized than in young astro-
cytes (Lin et al., 2006). Furthermore, changes in glial glutamate
uptake have been observed during brain aging (for a review,
see Segovia et al., 2001). In aged astrocytes in culture, glutamate
uptake was more vulnerable to inhibition by H,0, exposition
(Gottfried et al, 2002; Pertusa et al, 2007). Recent studies
have shown that PC12 cells co-cultured with old astrocytes
were more sensitive to the oxidant tert-buthyl H,0, than
those co-cultured with young astrocytes (Lin et al., 2006). In
addition, we have shown that astrocytes aged in vitro have a
reduced ability to maintain neuronal survival (Pertusa etal.,
2007).

Until now, pathological neuronal dysfunction has been
regarded as the main mechanism underlying the cognitive
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deficits in SAMP8 mice. However, some evidence suggests that
altered astrocytes contribute to the accelerated senescence
noted in this animal madel. Increased astrogliosis and
microgliosis have been reported in the hippocampus and
cerebral cortex of SAMP8 mice (Nomura et af, 1996; Wu et al,,
2005). In addition, p-serine, a glial modulator of nerve cells, is
reportedly involved in the long term potentiation (LTP) dysfuric-
tion recorded in hippocampal slices from 12-maonth-old SAMP8
(Yang etal, 2005a). The aim of this study was to explore
whether SAMP8 astrocytes exhibil aged-related characteristics
consistent with a possible role in the biochemical and behavi
oural alterations observed in aged SAMPS8 mice. The study was
performed in cortical astrocytes since many senescence-related
biochemical changes of SAMP8 mice have been described in this
brain area, as mentioned above. In SAMP8 astrocytes, we found
hyperphosphorylation in some forms of tau, protein kinase
Gsk3p and Cdk5 activation, and increases in overall oxidative
stress status. Glutamate uptake in primary cultures of cortical
astrocytes from SAMPS mice was decreased compared to that
from SAMR1 mice. We also explored the neuroproteclive capacity
of SAMR1T and SAMPE astrocytes in co-cultures with cortical
neurons from hoth strains. Here, we have demonstrated that
SAMP8 astrocytes suffer reduced neuroprotective abilities.

Results

Changes in tau, Gsk3B and Cdk5 protein expression in
SAMPS8 astrocytes

The hyperphosphorylation of tau was evaluated by Western blot
using two phosphorylation-dependent and site-specific antibodies
against tau in SAMR1 and SAMP8 astrocytes. Densitometric
analysis of the immunoblots in SAMPS astrocytes showed a
statistically significant increase in phosphorylated tau at Ser'®%/
Ser™ sites compared with SAMR1 controls (Fig. 1). The expression
of two Ser/Thr protein kinases involved in regulating tau phos-
pharylation, Gsk3 and Cdk5, was also determined by Western
blot. We detected a significant increase in phosphorylated
Gsk3P at Tyr*'® (active form) and a significant decrease at Ser®
(inactive form) in SAMP8 astrocytes compared with SAMR1
(Fig. 2a). These results indicated activation of Gsk3p kinase in
SAMPS astrocytes in culture. Figure 3(a) shows that Cdkb
immunoblots in SAMP8 and SAMR1 astrocytes were not signi-
ficantly different, indicating similar Cdk protein expression far
both strains. The induction of Cdk5 kinase activity was deter-
mined using p25/p35 labeling. The expression of p35 was
decreased while that of p25 increased in SAMP8 compared with
SAMRI1. The calculated p25/p35 ratio showed increased Cdk5
activity In SAMP8 astrocyte cultures. When SAMP8 astrocyte
cultures were treated for 48 h with 10 mm lithium, a specific
inhibitor of Gsk3p activity, a significant increase and decrease
of phosphorylated Gsk3p at Ser” and Tau at Ser”™, respectively,
was detected (Fig. 2b). Roscovitine (15 pn), a non-specific Cdk5
kinase inhibitor, showed a tendency to decrease the p25/p35
ratio (p = 0.2163) and tau phaspharylation at Ser’™ (p = 0.1375)
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Fig. 1 Representative immunoblots and densitometry analysis of tau protein
phospharylation in SAMRT and SAMPE astrocyte cultures. Tau
phospharylation was assessed using phasphorylation-dependent antibadies
anti-tau [pSerm] and anti-tau [pSele]. Graphs summarize the results from
five separate experiments. The immunoreactivity levels of each band in the
SAMRT and SAMPB cultures were first normalized to that of the
carresponding Pan-Tau and then to f-actin. Bath phaspharylated protein
levels were increased in SAMPE astrogyte cultures. Datawere compared wsing
the Student's f-test {*p < 0.05).

in SAMPS astrocytes (Fig. 3b). Roscovitine effects did not reach
statistical significance due to the high variability found between
samples from different cultures.

Oxidative stress increase and mitochondrial
membrane potential decrease in SAMPS astrocytes

Basal levels of superoxide anion radical generated for 1h in
SAMR1T and SAMPE astrocytes were determined via a hydro-
athidium probe. As shown in Fig. 4, SAMPE cultures produced
significantly more superoxide radical than did those of SAMR1.
Mo differences were ohserved between the two strains in terms
of hydroperoxide generation (data not shown). The main source
of superoxide radical production is the mitochondrial electron
transport chain that occurs during normal respiration. Mn-
superoxide dismutase transforms superoxide radical into H,0,,
which may diffuse through the mitochondrial membrane to the
cytoplasm. As H,0, can be transformed into harmful radicals,
increased generation of these oxidants may cause lipid and
protein oxidation. Figure 5(a) shows significantly increased
production of lipoperoxidation, as measured by malondialdehyde
and 4-hydroxyalkenal accumulation, in SAMPR astrocytes vs.
SAMR1. Protein carbonyl formation, which is indicative of pro-
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Fig. 2 {3) Representative immunoblots and dersitometry analysis of Gsk3p
pratein phospharylation in SAMRT and SAMPE astrocyte cultures. Gsk3p
phaspharylation was assessed using phasphorylation-dependent antibodies
antGsk3B [pSer’) and antiGsk3p [pTylz's]. Graphs summarize the results
from three toseven separate experiments. The immunareactivity kevels of each
band in the SAMR1 and SAMPB cultures were normalized to that of the
carresponding B-actin. The protein levek of Gsk3p [pTyrz"] and Gsk3B[pser)
increased and decreased, respectively, in SAMPB astrocyte culturesvs. SAMR1.
{b) Effects of the Gsk3pB inhibitor lithium {10 mm, 48 h) on Gsk3B
phaspharylation at Ser” and tau phospharylation at Ser™ in the SAMPE
astrocyte cultures. Graphs summarize the results from three to four separate
experiments. The immunareactivity levels of tau |:nSe?s‘s were first normalized
to that of the corresponding Pan-Tau and then to B-actin. Lithium increased
Gsk3p phospharylation at Sers, indicating enzyme activity inhibition, and
decreased tau phaspharylation at Ser®®. Data were compared using the
Student’s &test {*p < 0.05, **p < 0.01).

tein oxidation and protein damage, was significantly elevated
in SAMPE compared with those of SAMR1 {Fig. 5h). Enhanced
free radical production may be related to changes in mitochon-
drial membrane potential. Therefore, we measured the accu-
mulation of the fluorescent dye rhodamine 123, which is
dependent on membrane potential, in SAMR1 and SAMPR
astrocyte cultures. SAMPE astrocytes exhibited a significant
reduction in the basal uptake of rhodamine 123 compared with
SAMR1 astrocytes, indicative of lower mitochondrial membrane
potential in those cultures (Fig. 6).
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Fig. 3 {a) Representative immunablots and densitometry analysis of Cdks,
p35 and p25 prateins in SAMR1 and SAMPB astrocyte cultures. Graphs
summarize the results from three ta five separate experiments. The
immunareactivity levels of eachband inthe SAMRT and SAMPE cultureswere
narmalized to that of the corresponding f-actin. SAMPE and SAMR1 CdkS
pratein levek were not different. The p2S/p35 ratio indicated a decrease in
p35 band intensity, which resulted in an increase in p25 band intensity in
SAMPE astrocytes. {b) Effects of the CdkS inhibitor rascavitine {15 pm, 48 h)
an p35 and p25 prateins and tau phospharylation at Ser™ in the SAMFB
astrogyte cultures. Graphs summarize the results from 3 4 separate
experiments. The immurnoreactivity levek of tau pSergss were first romalized
to that of the corresponding Pan-Tau and then to f-actin. Roscavitine sligmgg
decreased the p2 %/p35 mtio {p = 0.2163) and tau phaspharylation at Ser
{p = 0.1375). Data were compared using the Student’s ¢-test {*p < 0.05).
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Fig. 4 Intracellular superaxide anion radical generation after 1 h in SAMR1
and SAMPE astrogyte cultures, as measured by dihydroethidium oxidation to
ethidium. Results are expressed a nmal of ethidium mg ' of protein and
represent the mean = SEM of three independent cultures. SAMPE cultures
generated significantly mare superaxide radicals than did SAMR1 cultures.
*p < 0.07 compared with SAMR1 astrogytes by the Student's ¢-test.
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Fig. 5 Lipoperoxidation and carbanyl prateins in SAMR1 and SAMPE
astrocyte cultures. Lipoperaxidation {a) was expressed as nmal of
malondialdehyde plus 4-hydroxyalkenal mg ' of protein andcarbonyl prateins
{b) were expressed as nmal of pratein carbanyl mg ! of pratein. Results
represent the mean + SEM of six independent cultures. We observed
significantly maore lipidand pratein damage in SAMPE cultures than in SAMR1
cultures. *p < 0.05 and **p < 0.0001 compared with SAMR1 astrocytes
using the Student's #test.
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Fig. 6 Mitochondrial membrane potential in SAMRT and SAMPE astrocyte
cultures, as measured by the fluorescent dye rhodamine 123 {Rh 123). Results
are expressed as fluorescence units {FU) of Rh 123 per pg of pratein and
represent the mean + SEM of three independent cultures. SAMPE astrocytes
showed a reduced basal rhodamine 123 uptake. *p < 0.01 compared with
SAMR1 astragytes wsing the Student's #test.

Decreased glutamate uptake in SAMPS astrocytes

The ability of astrocytes 1o uptake glutamate was evaluated in
SAMR1T and SAMP8 cultures using an isotopic method with
several glutamate concentrations. Figure 7(a) shows that gluta-
mate uptake in SAMPR astrocyte cultures was significantly lesser
than in SAMR1 cultures. Kinetic parameters obtained from
Eadie-Hofstee analysis revealed a statistically significant decrease
inKm(92.78 +15.15 pm for SAMPE and 222.2 +42.09 pm for
SAMRT, p < 0.05) and Vmax (10.49 = 0.67 nmol mg” protein min™
for SAMPS and 49.99 = 5.09 nmal mg™ protein min™ for SAMR,
o < 0.0001) values in SAMPR astrogytes (Fig. 7h). SAMPS astrocytes
treated with 100 pm trolox or 10 pm curcumin throughout the
culture time period did not undergo a reversal of glutamate
uptake inhibition (Fig. 7c). Expression of the glutamate-aspartate
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transporter (GLAST) was examined by Western hlot and no
changas were observed hetwesan SAMPE and SAMR1 astrocytes
{data not shown).

SAMPS astrocytes show reduced neuroprotective
capacity

The neuroprotective capacity of astrocytes was evaluated in co-
cultures with cortical neurons by determining neuronal survival .
Living neurons were identified by staining in co-cultures of
SAMR1 or SAMPE neurons seeded on a monolayer of either SAMR 1
or SAMPE astrocytes for 12 days. Thereafter, the number of living
cells, either in SAMR1 or SAMPE neurons, proved to be less in
SAMPE astrocyte co-cultures than in those of SAMR1 (Fig. 8a).
These results revealed that SAMPE astrocytes suffered a reduced
neuroprotective capacity. No differences were found in the
number of living neurons from SAMRT or SAMP8 mice co-
cultured with SAMPS astrocytes. When SAMR1 and SANMPE
neurons were cultured in the presence of astrocyte-conditioned
medium from SAMRT or SAMPE mice, their survival was higher
than inthe absence of astrocytes but lower than in co-cultures,
and was similar for both types of astrocytes (Fig. 8b). These results
suggested that differences in neuroprotective capacity are not
due 1o a soluble compound secreted by astrocytes to the medium.
Taking into account the high astrocyte enrichment of the
cultures, alterations observed in this work were attributed to
the astrocyte population. However, some small contribution of
contaminant microglial cells cannot be discarded.

Discussion

Although mainly present in neuronal cells, tau protein has also
heen found in the astrocytes and oligodendrocytes of some
neural diseases (for review, see Avila etafl, 2004). It has been

determinations. Twao-way analyss of variance
followed by Bonferrani's test showed that strain
{Fra07 = 23.95, p < 0.0001) and glutamate
cancentration {fg 10> = 9.63, p < 0.0001) had a
significant effect. {b) Values from {3} {glutamate
uptake and unlabelled glutamate concentrations
from SAMR1 and SAMPS astrocytes) were used ta
canstruct the Eadie-Hofstee representation to
caleulate Km and Wmax kinetic parameters. There
was 3 significant decrease in the Km and Vmax
values of glutamate uptake in SAMPS astrogyte
cultures {see Results). {c) Glutamate uptake in
SAMPE astrocytes treated during the culture
penadwith 100 pm trolax or 10 pm curcumin. Mo
significant effects were obsenved.
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Figg. 8 Neuranal survival of SAMR1 and SAMPB reurans in the presence of
{a) astracytes or {b) astracyte-conditiored medium {ACM) from SAMRT and
SAMPE mice. Cortical neurons were cultured on a monaolayer of SAMR1 and
SAMPE astrocyte cultures or with 48 h ACM for 12 days. Living neurans in
both conditiors were identified by cell staining using NeuN ar NF antibody
and propidium iodide. Results are expressed as the number of living neurans
by field and represent the mean + SEM of seven independent co-cultures.
Number of astrocytes by field & 230 + 13 and 237 + 16 for SAMR1 and SAMPE
astrocytes, respectively. Data were compared wsing the Student's ¢test{*p < 0.05,
**p < 0.01 related to co-cultures of neurons and SAMR1 astrocytes).

largely demonstrated that the hyperphaosphonylation of tau reduces
its hinding to microtubules, thereby resulting in neurofibrillary
degeneration. This process occurs systematically in the neurons
of human entorhinal and hippocampal regions during aging
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(Delacourte et af., 2002, 2003). Recently, several authors reported
an age-dependent pattern of glial tau aggregation in both
human and baboon brains (Schultz et al.,, 2000; Yang etal.,
2005b). Previous studies have shown that hyperphosphorylation
of tau occurs in the brain of SAMP8 mice at 5 months of age
(Canudas etal., 2005; Sureda etal, 2006). Consistent with
these data, the present study has demonstrated increased tau
phosphorylation at Ser'® and Ser™® in SAMPS astrocyte cultures
obtained from neonate brain, as compared with those of
SAMR1 mice. Both sites have been shown to be phosphorylated
in vitro by several protein kinases, such as Cdk5 and Gsk3p (see
the review by Gong etal, 2005). Our results showed an
increase and decrease of the active (pTyr”’®) and inactive (pSer®)
form, respectively, of Gsk3B in SAMP8 vs. SAMR1, thus indi-
cating activation of this enzyme. In addition, an increase in the
p25/p35 ratio in SAMP8 astrocytes also denoted activation of
the Cdk5 kinase. It is worth noting that the presence of func-
tional Cdk5/p35 in murine cortical astrocyte cultures was
recently reported by He et al. (2007). Therefore, both protein
kinases may be responsible for the hyperphosphorylation of tau
in SAMPS8 astrocytes. The increase of Cdk activity was in agree-
ment with the results in early senescent SAMP8 brains reported
in the above-mentioned study of Canudas et al. (2005). On the
other hand, no changes were reported in the phosphorylation
at pTyr®”® and pSer® sites of Gsk3p between SAMP8 and SAMR1
brain. We cannot discard an increase of Gsk3p kinase activity
in the absence of Gsk3p phosphorylation changes in senescent
mice in vivo, according to the findings in old p25 transgenic
mice with constant Cdk5 over-activation (Plattner et af., 2006).
Therefore, in brains of early senescent SAMP8, Gsk3p kinase
activity might be enhanced through Cdk5 activation. If this were
the case, Gsk3B phosphorylation changes in astrocyte cultures
would be indicative of inconsequential differences in the path-
ways of tau hyperphosphorylation as related to the brain tissue.
The hyperphosphorylation of tau in cultures of SAMP8 neonate
astrocytes may be considered as an early signal of an aging-
related pathological process. The biological significance of astrocytic
tau pathology in aging remains largely unknown. In certain
diseases characterized by tau-based neurofibrillary pathology
(tauopathies), tau aggregation in astrocytes appears to have no
link with gliosis and, in fact, has been regarded as a degener-
ative process (Togo & Dickson, 2002). Mareover, a transgenic
mouse model of human tau expression in astrocytes has shown
an age-dependent pathology with abnormal tau phospharylation
leading to a focal neuron degeneration (Farman et al., 2005).
The regulation of tau hyperphosphorylation at different sites
by protein kinases is a complex mechanism not well known, that
probably requires the synergistic action of two or more kinases
(Sengupta et al., 2006). Li etal (2006) reported that Cdk5
phosphorylates tau at 5™ and enhances Gsk3p-catalysed tau
phosphorylation at $*° and 57, suggesting that Cdk5 primes
tau for Gsk3B in the brain. In our work, tau hyperphospharylation
at $¥° was reduced by lithium and roscovitine, indicating a
directly Gsk3p- and Cdk5-mediated tau hyperphosphorylation
at this site in SAMP8 astrocytes. However, we cannot discard
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that Gsk3B-mediated tau hyperphosphorylation at Ser™® in
SAMP8 astrocytes were a consequence of Cdk5-mediated
phosphorylation at other sites in tau, as has been reported by
Li et al. (2006 in rat brain. Further studies are necessary to identify
the precise mechanisms underlying the hyperphospharylation of
tau in SAMP8 astrocytes.

There is wide consensus that free radicals are involved in the
damaging processes associated with brain aging (Poon et af.,
2004b). Interestingly, there is significant evidence that SAMP8
mice (age 1-5 months) possess a mare elevated oxidative status
compared with SAMR1 controls (Liu & Mori, 1993; Sato et al.,
1996a,b; Kurokawa et al., 2001; Yasui et af., 2002, 2003; Farr
et al., 2003; Poon et al., 2004a; Alvarez-Garcla et af., 2006). In
the current study, we demonstrated that SAMP8 astrocyte cul-
tures present increased superoxide radical generation, lipoper-
oxidation and carbonyl proteins vs. SAMR1, which is consistent
with in vivo studies. Elevated oxidative stress and abnormally
phosphorylated tau in SAMP8 astrocytes suggest that neonatal
astrocytes maturated in culture acquire characteristics similar to
those abserved in vivo in the brains of senescent SAMP8 mice.
Thus, SAMP8 astrocyte cultures offer an effective maodel for
studying the molecular and cellular processes underlying aging.
Furthermore, these results support previous hypotheses con-
tending that glial oxidative stress is involved in the aging process.
In this context, several authors have demonstrated increased
superoxide production, lipoperoxidation, protein oxidation and
iron staining in astrocytes aged in culture (Papadopoulos et al.,
1998; Gottfried et al., 2002; Klamt et al., 2002; Pertusa et al.,
2007). It has been proposed that ROS generated by mitochon-
dria accumulate during aging and are not only responsible for
the damage present in mitochondrial components, but also
cause degradative processes (Cadenas & Davis, 2000; Lenaz
et al., 2006). Accordingly, we have detected lower mitochan-
drial membrane potential in SAMP8 astrocytes, which may stem
from the elevated oxidative stress detected in these cultures.
These results are in agreement with studies carried out by Lin
et al. (2006) in which astrocytes cultured from older mice exhibited
lower mitochondrial membrane potential than astrocytes cul-
tured from younger mice. Age-related correlations between
increases in ROS production and decreases in mitochondrial
membrane potential have also been detected in hippocampal
neurons cultured from old rats (Parihar & Brewer, 2007). On
the other hand, our results are in agreement with those authors
who observed altered mitochondrial dysfunction in SAMP8
mice. For instance, Nishikawa et al. (1998) detected an early
stage mechanism underlying the age-associated mitochondrial
dysfunction present in SAMP8 mouse brain, and Xu et al. (2007)
reported that platelet mitochondrial membrane potential as well
as hippocampal and platelet ATP content in SAMP8 mice
decreased at early age compared with SAMR1. Thus, our results
support the contention that mitochondrial alterations may play
a key role in the aging process.

The consequences of tau pathology on astrocyte function
have not been thoroughly investigated. Recently, a transgenic
mouse model used to investigate tau pathology in astrocytes
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revealed some loss of function as a consequence of increased
tau expression and abnormally phosphorylated, ubiquitinated
and filamentous tau (Forman et af., 2005; Dabir et al., 20086).
These transgenic mice manifested neurodegeneration and reduced
glutamate transport in those cerebral regions with robust
astrocytic tau expression. In our own SAMPS astrocyte cultures,
we also noted decreased glutamate uptake in tandem with the
above-mentioned increases in abnormally phosphorylated tau
and oxidative stress. Alterations in glial glutamate transport may
result from oxidative injury. Trotti et al. (1997) reported that
glutamate transporters are vulnerable to oxidants due to the
fact that they possess a redox regulatory mechanism. We were
unable to reverse the inhibition of glutamate uptake in SAMP8
astrocytes using trolox and curcumin antioxidant treatments,
even though we did reverse H,O,-induced glutamate uptake
inhibition in astrocyte aged in culture (Pertusa et al., 2007). It
is possible that a different antioxidant pattern treatment is
required to reverse lang-time oxidative effects. On the other
hand, reduced glutamate uptake in the transgenic mouse of tau
pathology has been associated with a decreased expression of
glial glutamate transporters (Dabir et al., 2006). However, we
could not detect any reduction in GLAST transporter expression
in SAMP8 astrocytes. It has been suggested that alterations in
the trafficking of glutamate transporters by tau pathology may
lead to reduced glutamate uptake (Dabir et al., 2006). Additional
studies are needed to evaluate the functional consequences of
tau alterations in glial glutamate transport.

The role played by astracytes in neuronal antioxidant defence
is now widely understood (Deshager et al., 1996). Previous studies
have demonstrated that functional alterations in astrocytes aged
in vitro (Pertusa et al., 2007) or in astrocytes cultured from old
mice (Lin et al., 2006) lead to reduced neuronal survival. We
examined the survival of cortical neurons from SAMR1 and SAMP8
mice 12 days after co-culturing with SAMR1 and SAMP8 astro-
cytes. The latter were less able to protect cortical neurons from
both strains than were SAMR1 astrocytes. When SAMR1 and
SAMP8 neurons were cultured with astrocyte-conditioned medium
from SAMR1 or SAMP8 astrocytes, similar neuronal survival was
attained. Therefore, differences in neuroprotective capacity
seem not to be mediated by soluble compounds released from
astrocytes to medium. The attained neuroprotection was lower
than that observed in co-cultures. Accordingly, it is well known
that survival of neurons cultured in conditioned medium from
astrocytes is significantly prolonged in relation to pure neuronal
cultures, but is lower than that obtained when neurons and
astrocytes are co-cultured (Bauer & Tontsch, 1990; Walsh et a/.,
1992). This suggests that several cellular mechanisms can underlie
the neuroprotective role of astrocytes in addition to soluble
factors. It can be suggested that alterations in oxidative stress,
mitochondrial function, glutamate uptake and/or tau phospho-
rylation in SAMP8 astrocytes are underlying factors in the lost
of neuroprotection. For instance, reduction in glial glutamate
uptake capacity may elevate extracellular glutamate levels
leading to neuronal excitotoxicity (Rohstein et al., 1996). Thus,
changes in astrocyte function may play a key role in determining
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neuronal survival in the aged SAMP8 brain. Indeed, increases
in GFAP expression and PK-11195 binding activity (@ marker of
gliosis), together with neurodegeneration, have been reported
in the hippocampus and cerebral cortex of SAMP8 mice (Nomura
etal., 1996; Wu et al., 2005; Sureda et al., 2006). Altered astro-
cytic function may contribute not only to brain neurodegeneration,
but also to the premature learning and memory deficits
observed in this murine model of early aging.

In summary, we have shown that astrocytes cultured from
neonatal SAMP8 mice present similar alterations to those
described in the whole brains of SAMP8 mice at 1-5 manths
of age. Similar to what occurs during brain aging, increased ROS
generation in SAMP8 astrocytes can lead to lipid and protein
oxidation, which in turn can cause changes in mitochondrial
activity, tau phosphorylation and glutamate transport. All of
these alterations can compromise astrocyte functionality. In this
context, we have shown that SAMP8 astrocytes have reduced
neuroprotective ability. This finding is in agreement with our
previous studies showing decreased neuroprotection in
astrocytes aged in culture (Pertusa etal., 2007). The present
study demonstrates the dysfunction present in SAMP8 astrocytes
and also supports the hypothesis that age-related alterations in
astrocytes contribute to neurodegeneration.

Experimental procedures

Materials

SAMP8 and SAMR1 mice were provided by Harlan Interfauna
Ibérica (Barcelona, Spain). Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM), gentamycin and fetal bovine serum (FBS) were purchased
from Gibco-BRL (Invitrogen, Paisley, UK). Culture plates, chamber
slides and flasks were from NUNC (Roskilde, Denmark). L-[>H]-
glutamate (specific activity, 51 Ci mmol™) was purchased from
PerkinElmer Inc. (Wellesley, MA, USA). The fluorescent probes
2'-7'-dichlorfluorescin diacetate (DCFH-DA), dihydroethidium
and rhodamine-123 were obtained from Molecular Probes
(Leiden, The Netherlands). L-glutamic acid, H,0O,, thiazolyl blue
tetrazolium bromide (MTT), trolox, curcumin, roscovitine and
lithium chloride were obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Anti-tau [pSerm], anti-tau [pSera%] and anti-
Pan-Tau antibodies were from Biosource International Inc.
(Camarillo, CA, USA), anti-Cdk5, anti-p35 and anti-p25 from
Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA), anti-
Gsk3p [pTyr®'®] and anti-Gsk3p [pSer’] from Bioreagents
(Golden, CO, USA), anti-GLAST antibody from Alpha Diagnostic
International (San Antonio, TX, USA), anti-NeuN from Chemi-
con International (Temecula, CA, USA} and anti-neurofilament
(NF) from DAKO (Glostrup, Denmark). All chemicals were of
analytical grade.

Astrocyte cultures

Primary cultures enriched in astrocytes were established using
cerebral cortical tissue from 2-day-old SAMP8 and SAMR1 mice.
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Brains were dissected free of the meninges, diced into small
cubes and dissociated by incubation with a 0.5% trypsin-EDTA
solution (Gibco) for 25 min. Cells were seeded at 0.25 x 10°
cells mL™ (0.75 % 10° cells cm™) in multiwell plates, chamber
slides or flasks in DMEM supplemented with 2.5 mwm glutamine,
100 ug mL™" gentamydin and 20% FBS at 37 °C in a humidified
atmosphere of 5% C0,/95% air. The culture medium was
changed every 3—4 days and FBS was progressively lowered
to 10% during the first 2 weeks. Experiments were routinely
carried out at 21 days in vitro. Established astrocyte cultures of
both SAMR1 and SAMPS8 consisted of 85-90% astrocytes, 10—
15% microglia and 0.1-1% oligodendroglia. Neither cell
death nor morphological alterations were observed in SAMP8
cultures.

Neuronal survival in co-culture with astrocytes

To study the neuronal protective response of SAMR1 and
SAMP8 astrocyte cultures, co-cultures of neurons and astrocytes
were plated on 12-mm coverslips. Fresh neurons disaggregated
from the cerebral cortical tissue of SAMR1 and SAMP8 15-day-
old fetuses were directly seeded at 1.5 x 10° cells mL™" (4.5 x10°
cellsecm™) on a confluent monolayer of SAMR1 and SAMP8
astrocyte cultures. Cultured medium was DMEM supplemented
with 0.2 mm glutamine, insulin B 100 mU L', pABA 7 um and
10% FBS. Neuronal survival was assessed at 12 DIV. Dead cells
were detected by staining the cultures with 7.5 um propidium
iodide (red fluorescence} for 30 min. Cultures were subse-
quently washed with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde.
Living neurons were identified by immunostaining with NeuN
or NF antibodies. Cells were permeabilized with 0.25% Triton
in PBS for 30 min, washed with PBS, incubated with goat serum
to block unspecific binding sites at room temperature, and
incubated with mouse Neu-N or NF antibodies (diluted 1 : 200}
overnight at 4 °C. Cultures were then washed with PBS and
incubated with anti-mouse Alexa Fluor 488 (green fluorescence)
for 1 h at room temperature. After washing with PBS, nudlei
were stained with 5 um bisbenzimide. Finally, cultures were
mounted on microscope slides. Randomly chosen fields were
examined using a fluorescence microscope (Nikon Eclipse
E1000, Nikon, Tokyo, Japan) and digitally photographed with
a Colorview camera (Soft Imaging Systems, Stuttgart, Ger-
many). Neuronal survival was determined by counting immuno-
reactive neurons to NeuN or NF that were not propidium iodide
stained, using the analySIS software (Soft Imaging System).
Astrocyte conditioned media were prepared from SAMR1
and SAMPS astrocyte cultures at 21 DIV. For that purpose, astro-
cyte medium was changed to the neuronal medium used for
co-cultures (see above). Conditioned media were collected after
48 h, centrifuged for 5 min at 300 x g and used immediately.
Neurons were seeded in astrocyte-conditioned media supple-
mented with 30% of fresh neuronal medium to provide a com-
plete nutrient provision. Media were partially changed every
4 days with fresh conditioned media. At 12 DIV, neuronal sur-
vival was measured by the same procedure as in co-cultures.
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Reactive oxygen species generation

Intracellular generation of hydroperoxides and superoxide anion
radicals was determined using DCFH-DA and dihydroethidium,
respectively, as previously described (Sebastia etal., 2004).
Briefly, cultures in 96-well plates were washed in HBSS and
loaded with 10 um DCFH-DA for 20 min at 37 °C. Wells were
then washed with HBSS and basal 2’-7’-dichlorfluorescein
(DCF) fluorescence was measured after 1 h incubation at 37 °C
in a fluorescence plate reader (Spectramax Gemini XS, Mole-
cular Devices, Wokingham, UK} at 485 nm excitation/530 nm
emission. To measure superoxide anion generation, cultures in
96-well plates were loaded with 4.8 um dihydroethidium and
basal ethidium fluorescence was measured at 485 nm excitation/
590 nm emission after 1 h at 37 °C.

Lipid and protein damage

Lipid peroxidation and protein damage were determined as
described previously (Alvarez-Garcla et al., 2006). Lipid peroxidation
was measured by determining malondialdehyde and 4-hydroxy-
alkenal using a Lipid Peroxidation Assay Kit from Calbiochem
(EMD Biosciences Inc., Darmstadt, Germany). Protein damage
was determined as carbonylated proteins. The chromogene
2, A-dinitrophenylhydrazine reacted with the carbonyl groups of
the damage proteins. Protein carbonyls were determined at
366 nm.

Mitochondrial membrane potential

Changes in mitochondrial membrane potential were measured
using rhodamine 123. Cultures in 96-well plates were incubated
with 13 um rhodamine 123 at 37 °C for 1 h. The cells were
washed twice with HBSS, and fluorescence was determined at
507 nm excitation/529 nm emission.

Western blot analysis

After shaking the cultures for 4 h to eliminate microglial cells,
the medium was removed and astrocytes were rinsed twice with
PBS. Cells were lysed for 10 min on ice in RIPA buffer (10 mm
PBS, 1% Igepal AC-630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium
dodecyl sulfate} containing a protease inhibitor cocktail (Com-
plete} and 1 mm orthovanadate. They were then collected and
frozen at —20 °C until assay. Protein extracts were quantified
fallowing the Bradford method. Subsequently, 15 ug of the pro-
tein extracts were denatured at 100 °C for 5 min, loaded onto
a 15% sodium dodecyl sulfate-palyacrylamide gel and electro-
phoresed. Proteins were transferred onto a polyvinylidene dif-
luoride membrane (Immohilon-P, Millipore, Bedford, MA, USA).
This was incubated overnight at 4 °C with the following primary
polyclonal antibodies: anti-tau p[Ser'®®] and anti-tau plSer™®]
diluted to 1:2000; anti-Gsk3p p[Ter], anti-Gsk3p p[SerQ],
anti-Cdk, and anti-p35/p25 diluted to 1:1000; anti-GLAST
diluted to 1 : 500. Membranes were incubated for 1 h at room
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temperature with horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies. Proteins were detected with a chemiluminiscence
detection system based on the luminol reaction. Protein loading
of the gels was controlled by staining blots with an antibody
against B-actin (diluted 1 : 10 000). The immunoreactive bands
were digitalized and a densitometry analysis was performed
using Quantity One software (Bio-Rad). The levels of protein
immunoreactivity were normalized to that of B-actin. In some
experiments, SAMP8 astrocytes were treated with 10 mm
lithium and 15 pm roscovitine for 48 h.

Glutamate uptake

Astrocyte glutamate uptake was determined as previously
described (Pertusa et af., 2007). Glutamate culture medium was
removed from 96-well cultures and astrocytes were washed
with warm HEPES-buffered saline solution (HBSS) (136 mm NaCl,
5.4 mm KCl, 1.2 mm CaCly, 1.4 mm MgCl,, 1.0 mm NaH,PO,
and 10 mm HEPES) containing 9 mm glucose at pH 7.3. Astrocyte
cultures were then incubated for 10 min at 37 °C in HBSS with
9.8 nm (500 nCi mL") of [SH]~qutamate and several concentra-
tions of unlabelled glutamate in the range of 1 um to 1000 pm.
Uptake was terminated by removing the medium and washing
the cells three times with ice-cald HBSS. This was immediately
followed by cell lysis in 0.2 N NaOH. Aliquots were taken for
liquid scintillation counting (with Optiphase ‘Hisafe’ cocktail)
and for Bradford’s protein assay using bovine serum albumin
as the protein standard. Radioactivity was analysed by scintillation
counting in a Wallac 1414 Liquid Scintillation Counter (PerkinElmer).

Statistical analysis

Experiments were performed with astrocytes from three to eight
primary cultures (n for each experiment is indicated in the cor-
responding figure legend). Data were pooled and the results
given as mean + SEM. Statistical significance (p < 0.05) was
determined by the Student’s t-test and two-way analysis of
variance followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
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RESUMEN

El factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) ha sido ensayado por sus efectos
neurotroficos contra la atrofia neuronal que causa déficits cognitivos en la vejez. Ratas Fisher 344
viejas con deterioros encontrados a través de test en el laberinto acudtico de Morris recibieron
inyecciones intrahipocampales en el area CAl de vectores lentivirales. Estos vectores lentivirales
codificaban para el GDNF humano o para el para la proteina verde fluorescente humana como
control. Los vectores lentivirales recombinantes fueron construidos con un promotor del
citomegalovirus humano y un pseudotipo de la glicoproteina del lisavirus Mokola que se transduce
especificamente en astrocitos in vivo. Los astrocitos que secretan GDNF aumentan la funcion
neuronal como se muestra en el incremento local de la sintesis de los neurotransmisores
acetilcolina, dopamina y serotonina. Este efecto neurotrofico conduce a una mejoria cognitiva de
las ratas a las dos semanas después de la transduccion génica. El aprendizaje espacial y la memoria
evaluados mostraron un aumento significativo de las habilidades cognitivas debidas a la exposicion
a GDNF, mientras que las ratas controles transducidas mantienen su rendimiento a nivel del azar.
Estos resultados confirman un amplio espectro de accién del GDNF y abre nuevas posibilidades de
la terapia génica para reducir la neurodegeneracion relacionada con la edad.
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Abstract

Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) was assayed for its neurotrophic effects against the neuronal atrophy thit causes
cognitive deficits in old age. Aged Fisher 344 rats with impairment in the Morris water maze received intrahippocampal injections ut the
dorsal CA1 area of either a lentiviral vector encoding human GDNF or the same vector encoding human green fluorescent protein as a control.
Recombinunt lentiviral vectors constructed with human cytomegalovirus promotor and pseudotyped with lyssavirus Mokola glycoprotein
specifically trunsduced the astrocytes in vivo, Astrocytessecreted GDNF enhanced neuron function as shown by local increases in synthesis
of the neurotransmitters acetylcholine, dopamine and serotonin. This neurotrophic effect led to cognitive improvement of the rats as carly as
2 weeks after gene transduction. Spatial leaming and memory testing showed u significant gain in cognitive abilities due to GDNF exposure,
whereas control-transduced rats kept their performance at the chance level. These results confirm the broad spectrum of the neurotrophic
action of GDNF and open new gene therapy possibilities for reducing age-related neurodegeneration.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywonds: Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), Lentiviral vector; Aging: | ing and
Serotonin; Rat

v G herapy: Acetylcholine; Dy "

1. Introduction

Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) is
a member of the transforming growth factor B superfam-
ily. It was first isolated from culture medium of rat B49
glioblastoma cells in a search of trophic factors for midbrain
dopaminergic neurons (Lin et al,, 1993, 1994). GDNF has
remarkable regenerative and restorative effects upon nigros-
triatal dopaminergic neurons (Bowenkamp et al., 1997; Gash

* Corresponding author, Tel: +34 U3363R31K; fax: «34 933638301,
E-mail address: cspfm@iibbcosic.es (C, Sanfclin),
! These authors contributed equally to this study.

01974580/ — sec front matter © 2007 Elsevier Inc. All nghts reserved.
doi: 10,1016 neurobiolaging. 2007 .02.026

ct al., 1996; Gill et al., 2003). Soon after its discovery, it
was found that GDNF is a potent neurotrophic factor active
on a broad spectrum of neuronal types and has neuroprotec-
tive effects in several experimental paradigms of nerve cell
injury. For instance, GDNF reduces neuronal damage in axo-
tomized neurons (Henderson et al., 1994; Oppenheim et al.,
1995; Williams et al., 1996; Yan et al., 1995), in experimen-
tal brain trauma (Bakshi ¢t al., 2006) and ischemia (Cheng
et al,, 2005; Kilic et al,, 2003; Miyazaki et al., 1999; Wang
et al,, 1997), and in several excitotoxic (Martin et al., 1995;
Nicole et al., 2001; Pérez-Navarro et al., 1996; Wong et al.,
2005) and neurotoxic injuries modeling neurodegenerative
diseases (Arenas etal., 1995: Ghribi etal., 2004; Uganteetal.,
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2003). Therapeutic GDNF administration has raised expec-
tations that it could be a preventive or palliative treatment
for Parkinson’s disease (for review see: Eslamboli, 2005;
Femdndez-Espejo. 2004), amyotrophic lateral sclerosis (for
review see: Bohn, 2004; McGeer and McGeer, 2005) and
Huntington’s disease (for review see: Alberch et al., 2004).

GDNF is expressed in both neurons and astrocytes (Lin
et al., 1993; Marco et al,, 2002; Nicole et al., 2001; Schaar
et al., 1993). It signals through the two-component receptor
complex GFRa-1/Ret (Treanor et al., 1996), also expressed
in both cell types (Nicole et al., 2001), An increase in astro-
cyte GDNF synthesis and protein expression is believed to
play an active role in neuron survival and plasticity after
ischemia (Miyazaki et al., 2001: Tokumine et al., 2003) and
excitotoxic damage (Ho et al., 1995; Marco et al., 2002).
Accordingly, experimental strategies of GDNF delivery by
astrocytes have shown to be neuroprotective in vivo for motor
neurons (Parsadanian et al,, 2006; Zhao et al., 2004) and
dopaminergic neurons (Cunningham and Su, 2002; Do Thi
et al,, 2004; Ericson et al., 2005).

Endogenous GDNF plays an important role in cognitive
abilities as demonstrated by the impaired spatial leaming per-
formance of mice that are heterozygous for a targeted deletion
of the GDNF gene (Gerlai et al., 2001). Spatial learning and
memory is associated with intact hippocampus function and
it has long been known that memory deficits in old age are
similar to those produced by bilateral hippocampal lesions
(Broadbent et al., 2004; Good, 2002), Different categories of
agents, such as neurotrophins (Fischer et al, 1991, 1994;
Martinez-Serrano et al., 1996), antioxidant agents (Levin
et al., 2002; Nishiyama et al., 1997) and cholinergic drugs
(Bontempi et al,, 2003; Hemiéndez et al,, 2006), have been
assayed in aged rodents in a search for effective and harm-
less treatments that reverse the memory loss of normal aging
and ameliorate memory loss in pathological aging caused
by Alzheimer’s disease. The potential of GDNF against age-
related cognitive deterioration has not been fully explored.
In a previous study, spatial learning and memory improved
in aged rats after i.c.v. administration of GDNF but no
brain regional correlates were analyzed (Pelleymounter et
al,, 1999). We studied the restorative effects of GDNF on
spatial leamning and memory after local delivery into the
hippocampus. For this purpose, the astrocytes of the dor-
sal CA1 hippocampal area of cognitively impaired aged
Fisher 344 rats were transduced in vivo with a lentiviral vec-
tor expressing the human gene for GDNFE. The efficacy of
transgene delivery, either GDNF or the human green fluo-
rescent protein (GFP) used as a control, and the behavioral
and neurotransmitter changes shown by the aged rats were
determined throughout the study. Brain regional GDNF gene
expression allowed the evaluation of the involvement of the
hippocampal CA1 function in maintaining spatial learning
and memory through aging. Vector specificity for the GDNF
gene transfer (o astrocytes enabled the study of the neuro-
protective potential of these glial cells in neurodegenerative
processes.

2. Methods
2.1. Animal groups

Thirty male 7-month-old Fisher 344 rats retired from
breeding were purchased from Charles River (Lyon, France)
and kept in the animal house of the University of Barcelona
until they were old. They were maintained in standard condi-
tions of temperature and humidity, with two animals per cage,
a 12-h light:12-h dark cycle, and food and water ad libitum.
Only animals showing a healthy general status at 22 months
of age were included in the study. A group of 10 young male
rats of the same origin were used to test the viral stock. A
further group of 10 6-month-old male Fisher 344 rats were
included in the study for comparative neurotransmitter deter-
minations, All handling and experimental procedures were
approved by the Animal Ethics and Health Committees of
the University of Barcelona.

2.2, Lentiviral vectors

A recombinant lentiviral vector encoding human GDNF
was constructed for the specific transduction of astrocytes
in vivo. The combination of the lyssavirus Mokola glycopro-
tein (Mokola G) pseudotype with the human cytomegalovirus
promoter (CMV) allowed efficient transgene expression
under these experimental conditions. A vector encoding
GFP instead of GDNF was used as a control vector. Vec-
tors were constructed and produced as previously described
(Bemelmans et al., 2005; Naldini et al., 1996). Briefly, the
plasmids Flap-CMV-GDNF-WPRE and Flap-CMV-GFP-
WPRE were derived from the lentiviral vector genome. These
plasmids contain the backbone of the lentiviral genome
including the central Flap sequence (Zennou et al., 2000). The
GDNF and GFP transgenes were under control of the CMV
promoter. The woadchuck hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element (WPRE) was added 3' to the GDNF or
GFP gene to increase transgene expression (Zufferey et al.,
1999). Lentiviral vector stocks were produced by transient co-
transfection of 293 T cells with the vector genome plasmid,
a packaging plasmid and a plasmid coding for the envelope
that included the Mokola G gene. The cell supemnatant for
each transgene vector was harvested 48 h post-transfection,
treated with DNase, filtered through 0.45 yum pore-sized fil-
ters, and subjected to ultra-centrifugation at 64,000 « g for
90min. The virus pellet was resuspended in phosphate-
buffered saline (PBS) and its physical titer was quantified
by ELISA of the p24 capsid protein. Viral stocks were kept
at —80°C until use. At that moment, stocks were diluted with
PBS to 30 ng/pl of p24 protein.

2.3. Behavioral testing
The behavioral test for spatial learning and memory was

performed in a Morris water maze (Morris, 1981). The appa-
ratus was modeled as described elsewhere (Chamizo et al.,
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2006). Briefly, it measured 1.60 m in diameter and water was
made opaque by the addition of 100 mL/L of latex. Water
temperature was maintained at 22 + 1 °C. Black curtains sur-
rounded the pool. Inside the black enclosure four landmarks
hanging from a false black ceiling defined the position of the
hidden platform: (A) a 40-W fixed light; (B) a beach ball
with horizontal color drawings: (C) a vertical white struc-
ture with three truncated cones of decreasing size; and (D)
three silver bottles bound by their neck. Landmark objects
were hung at 907 distance. The platform had a diameter of
0.11 m and was placed between landmarks A and B, 1cm
below the surface and 0.38 m from the side. The landmarks
and the platform were semi-randomly rotated with respect to
the room (90°, 180°, 270°, 360°) in a daily-equated way in
arder 10 ensure that the rats used these landmarks, rather than
any inadvertently remaining static room cue, to locate the
platform. A closed-circuit video camera recorded rat move-
ments that were analyzed by computer. A pre-training test
with the platform made visible. located 1 cm above the water
surface, consisted of 8 trials during 2 days. The rat was given
90s to find the platform, and then allowed to stay on for
30s. When the rat did not reach the platform, it was picked
up, placed on it and left there for 30s. Rats that failed to
find the visible platform were discarded from the study. For
the acquisition test, the procedure was the same, but animals
had to rely on the landmarks to find the hidden platform.
Animals were given 4 escape trials per day for 12 days, a
total of 48 trials. Latencies to reach the escape platform were
recorded for each trial and averaged for the 4 daily trials.
On the last day. a 60s probe trial was performed with the
platform removed. To analyze the rat’s behavior, the surface
of the pool was divided into four quadrants and the time
that the rat spent in the quadrant where the platform was
previously was calculated. Impaired aged rats were defined
as those spending a time not different from chance perfor-
mance (15s out of 60s) in the right quadrant during the
spatial probe trial. Two weeks later, the impaired animals
were divided in two groups that were treated for hippocam-
pal astrocyte expression of GFP and GDNF, respectively
(see surgical procedures below). Test assays were initiated
2 weeks after surgery, when rats were nearly 24 months
old. Animals were given 4 escape ftrials per day and on
the fourth day a probe trial was performed. This proce-
dure continued, with a probe trial every 4 days until 48
escape trials had been conducted. Behavioral results for rats
that did not survive until the end of the study were not
included.

2.4. Surgical procedures

A total of 23 aged rats underwent surgery: 7 rats of the
GFP group, 8 rats of the GDNF group and 8 unimpaired rats.
Animals were anesthetized with 10 mg/kg xylacine (Rompun
2%, Bayer) and 80mg/kg ketamine (Ketolar SOmg/ml,
Pfizer) i.m., and placed in a stereotactic apparatus. Bilateral
infusions were performed into the CAl area of the hip-

pocampus at the coordinates: anterior-posterior —3.8 mm,
medio-lateral +/—2mm and dorso-ventral —2.4 mm, from
bregma and dural surface. The right coordinates to reach
were previously checked in 3 animals discarded from the
study. One microlitre of the vector solution was delivered
to the application point with a 25-gauge stainless steal can-
nula (Small Parts Inc., Miami, FL) connected to a Hamilton
syringe through a Teflon tube. The syringe was attached to
a micro-infusion pump (Bioanalytical systems Inc., West
Lafayette, IN). The cannula was left in position for S min
after delivery to prevent the solution from surging back.

2.5. Brain dissection and histology

After completion of the behavioral studies, animals were
decapitated under light anesthesia with 40 mg/kg ketamine,
Brains were quickly removed, immersed in cold saline solu-
tion and placed in a Kopf brain blocker. The cerebrum was
cut into three blocks and then bisected sagittaly at the mid-
line. A block containing the half dorsal hippocampal area of
selected animals from the GFP group was fixed by immer-
sion in 10% phosphate buffered formaldehyde, cryoprotected
with 10% sucrose and frozen on a stainless steel plate over
dry ice. Slices 16 pm thin were double-stained with the anti-
bodies against GFP 1:1000 (polyclonal, Abcam, Cambridge,
UK) and GFAP 1:400 (monoclonal, clone GAS, Sigma, St
Louis, MO), as previously described (Bemelmans et al.,
2005). Secondary antibodies used were Alexa Fluor 488,
1:1000 and Alexa Fluor 546, 1:1000, respectively (Molecular
Probes, Eugene, OR). Nuclei were counterstained with bis-
benzimide (Sigma). For all other animals, both hemispheres
were further dissected on a chilled glass plate, according to
the procedure described in detail elsewhere (Baxter et al.,
1999). Tissue samples for 6 hippocampal areas (dorsal and
ventral CAl, dorsal and ventral CA2/3, dorsal and ventral
dentate gyrus), 5 cerebral cortical areas (cingulate, frontal,
temporal, entorhinal, parietal), septum and caudate (Paxinos
and Watson, 1986), were weighed and frozen at —80°C until
analysis.

2.6. GDNF determination

The level of GDNF expression of the viral stock under
the injection conditions used was tested in a group of 10
young rats of the same colony used for the experiment.
A microinjection of the GDNF vector was performed in
the dorsal CA1 area of the right hippocampus as described
above. GFP vector was injected on the left side of half
the animals and the other half were untreated. Rats were
killed a week later, and the hippocampus dissected as
described above. Regional tissue levels of GDNF were
determined by ELISA with the GDNF Epw ImmunoAssay
System kit (Promega), following the manufacturer’s instruc-
tions. Long-term stability of this viral stock was previously
checked and expression was stable for 1 year (unpublished
data).
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2.7. Choline acetyl transferase and monoamine
neurotransmitter determinations

Choline acetyl transferase (ChAT) activity in the tis-
sue samples was measured by the formation of '¥[C]
acetylcholine from "[Clacetylcoenzyme-A (60 mCi/mmol;
New England Nuclear, Perkin-Elmer, Wellesley, MA) and
choline (Sigma). For this purpose, homogenates from left
cerebral hemisphere regions were processed following the
procedure described elsewhere (Araujo et al., 1990).

The monoamine neurotransmitters, dopamine and sero-
tonin, the acid metabolites of dopamine 3,4-dihydroxyp-
henylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA)
and the acid metabolite of serotonin S-hydroxiindoleacetic
(5-HIAA) were analyzed in the right hemisphere tissue sam-
ples of GFP, GDNF and young rat groups. Tissue samples
were homogenized in a cold solution of 0.4M perchloric
acid, 0.01% EDTA, 0.1% sodium bisulfite and 0.01% cystine
and centrifuged at 12,000 x g for 30 min. The concentra-
tions of neurotransmitters and metabolites in supernatants
were determined by HPLC using a 3-pm octadecylsilica
(ODS) column (7.5¢m » 0.46cm; Beckman) and detected
amperometrically with a Hewlett-Packard 1049 detector set
at oxidation potentials of 0.6V (serotonin and S-HIAA) and
0.7V (dopamine, DOPAC and HVA). The mobile phase for
5-HT consisted of 0.15M NaH,POy4, 1.8 mM octyl sodium
sulfate, 0.2mM EDTA (pH 2.8 adjusted with phosphoric
acid) and 30% methanol. The mobile phase for dopamine
consisted of 0.15M NaH;P04, 046 mM octyl sodium sul-
fate, 0.5 mM EDTA (pH 2.8 adjusted with phosphoric acid),
and 18% methanol. Both mobile phases were pumped at

0.7 mL/min. Quantitative analyses were performed by the
external standard method.

2.8. Statistics

Results are expressed as mean + S.E.M. Statistical eval-
uation was performed with ANOVA procedures, followed
by Bonferroni’s or Newman-Keules's multi-range test for
comparison of the mean group values.

3. Results
3.1. Astrocvie transduction with GFP and GDNF

The imection of lentiviral particles aimed at the dor-
sal CA1 hippocampal area yielded a wide GFP expression
mainly in the stratum radiatum and also in the oriens layer
of this area. No expression was detected outside the hip-
pocampus. Transduced proteins were selectively expressed in
astrocytes as demonstrated by overlapping of GFP and GFAP
immunostaining whereas no GFP expression was detected in
the neurons of the pyramidal molecular layer (GFP trans-
duced rats, Fig. 1a-g). In a parallel study, we have confirmed
the astrocyte-specific expression of the GFP reporter gene
with this vector in several animal species (mouse, rat and non-
human primate; Brizard et al., unpublished observations).

The ability of the GDNF-enginecred lentiviral vector
to drive a detectable production of GDNF was previously
confirmed in a separate group of animals. GDNF levels
determined by ELISA were higher in the dorsal CA1 trans-

Fig. 1. Transgene expression of GFP daven by lentiviral vectors in the brain of aged rats. Confocal micrographs of a nepresentative transduced CAl region
(a-d) show the immunostaining for GFP (green), for GFAP (red), the naclel tained with busbenzinude (blue) and triple staining, respectively. Astensk indicates
the pyramidal layer, with the onens laver on the dght and the stratum radiatum on the left of the images. Note that no GFP was detected in the neuron cell
bodies of the pyramadal layer. At higher magnification, the cells seorcting GFP (¢) can be identified as GFAP inununostained astrocytes (f), showing in these
cells double labeling (g) (sce arrows). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is refermed to the web vemion of the asticle )
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Table 1 (a) Housing mmmmy  Transduction upey Sacrifice

Levels of GDNF after lentiviml transduction with hGDNF gene B + :

. 7 22 23 24
GDNEF (pg/mg tissue) Age (mo )
GDNF(n=T) GFP (n = 3) Naive (n=3)
CAl 2881 £ 54.6*" 56+ 36 98+ 30 ‘g so) CIGFP  mmm GONF
CA23 73344895 41418 65408 $5%
Dentate gyms 5254201 40+ 11 63418 § 3 40+ l : .
| -

Hippocampus: Ventral £ = w_: : : .
CAl 962 £47  70£30 19412 Ee - S - . B
CcA23 585 +2315 28407 49+£22 23 204
Dentate gymus 158 = 4.0 55+ 13 33+ L1 H 101!

Experimental groups: GDNF, right hippocampus of young s transduced i i !

0 .

with human ghial cell line denived neurotrophic factor in the dorsal CAl
area; GFP, left hippocampes transduced with the control vector expressing
h green ) ent protein in the dorsal CA L naive, untrussduced lefl
hippocampus. Results are the mean = SEM., n=7, 3 and 3, for GDNF,
GFP and niive group, respoctively. Statistics. (4) significance of GDNF
group as compared to GFP or naive group, (b) significance of dorxal CAl
as compared 10 all the other regions, (¢) significance of domal CA2/3 as
compared to ventral destate gynes, ANOVA followed by Newman-Keules'
test at the significance level of p <0,05,

duced with GDNF than in the GFP-transduced or untreated
CAL area of the contralateral side (Table 1), A lower GDNF
over-expression was detected in the ipsilateral adjacent area
CA2/3.

3.2, Improved performance of GDNF injected rats in the
Morris water maze

Timing of the behavioral studies is indicated in Fig. 2a.
The aged animals were clearly classified as non-impaired
or leaming-impaired, according to the results of the pre-test
spatial probe trial (Fig. 2b, probe trial 0). Non-impaired rats
spent 27.8 £ 3.6 s (n=8) and impaired rats spent 15,5+ 4.3s
(n=15) out of the 60s in the pool quadrant that previ-
ously contained the platform (p<0.0001 and p=0.6746
as against to chance value of 15s, respectively). During
prior training, latencies to find the hidden escape plat-
form decreased steadily without significant group differences
{two-way ANOVA, effect of day factor: F(11,211)=4.915,
p<0.0001) (Fig. 2c)

In the spatial probe trials after surgery, the GDNF group
showed steady learning improvement that was not present in
the GFP group (Fig. 2b, probe tnals 1-3). The latter rats kept
their values of searching time in the comrect quadrant at the
chance level. By the end of the test-training period, GDNF
rats showed values close to the unimpaired control group. The
performance differences between GFP- and GDNF-injected
rats were significant (ANOVA, F(1,44)=9.869, p =0.0030).
No differences of latency to find the hidden platform during
the 12 training days were detected between the two rat groups
(Fig. 3d).

Swimming speed was not affected by cither the surgery
or the transgene expression. Pre-surgery values recorded

(c)

Latency to escape (s)

(d) 0%
i - GFP
80 test -8 GONF

Latency to escape (s)

0t —r—
01234567 88101112
Days

Fig 2. Behavioral testing in the Morris water maze. (a) Experimental design
scheduled for the aged rats, with pre-test and test indicating the behay-
ioml studies performed before and after the surgical injection of the viral
vectors, respectively, (b) Spatial probe trial results distinguished impaired
and enimpaired rats in the pretest (trhal 0) and showed the steadily bet
ter performmnce of GDNF s in the test (tnals 1-3). Dotted line indicates

hance perfi Amrow indi surgery. Values arcthe mean + SEM.,
n=6-8, "p<005 “p<0.0l and " p <0001, as companed with unim
paired rats, and "p < 0,05, as compared to the GFP groap, ANOVA followed
by Newman-Keules' test. (¢) The latencics to escape during the pre-test
training did not differ between GFP and GDNF mt groups. Values e the
mean+ SEM, ne=6-7.(d) The latencies to escape during the test training
did not differ. cither, between GFP and GDNF rat groups, Values are the
mean SEM, n«6-7

in the pre-test probe trial were 21,58 + 1.24 cm/s for the
non-impaired rats, 21.61 + 0.69 cm/s for the GFP group and
21.83 + 0.81 cm/s for the GDNF group. Final swim speed
measured in the last test probe trial was 22.73 + 0.69 cm/s
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Fig. 3. Hip | 1 ¢ of peurotransimitiens, ()
Choline ocd)l l.mmicme (ChAT) activity, indicative of acetylcholine Jev-

¢ls, and (b) dopamine and (¢) serotonin tissue levels. Young. 8 month-old
rats; GFP, 24-month-old cognitively impaired ruts transduced with human
green fluorcscent protein in the dorsal CAl area; GDNF, 24-month-old
cogmitively impaired rats duced with b glial cell line derived pen-
rotrophic factorin the dorsal CALLN values ure detatled in Tables 2-4,
respectively, Values are the mean £ SEM, n«6-8, "p<0.05, “p<0.0]
and """ p<0,001, as compared with young rts; and *p <005, ™ p <0.001
us compared to the GFP group, ANOVA followed by Newman -Keules' test.

and 21.89 = 1.07 cm/s for the GFP and the GDNF groups,
respectively.

3.3. Increase of nenrotransmitter levels in the
hippocampus after GDNF transduction

Tissue concentration of ChAT, indicative of acetylcholine
levels, in selected brain regions of young and aged impaired
rats is shown in Fig. 3a (hippocampus areas) and Table 2 (all
brain areas assayed). Two-way ANOVA indicated an effect
of the cerebral brain region (F(12,180) = 14.50, p<0.0001)
and of the rat group (F(2,180)=7.56, p=0.0007). By paired
ANOVA testing, GDNF rat group was significantly different

Table 2
Brain regional activity of choline acetyl transferase
CHAT (**C-ACh nmol/mg proteinty

Young GFP GDNF

Hippocampax: Dorsal

CAl 3974026 4284023 497+023

CA2/3 4424020 4.90 £ 050 521038

Dentate gyrus 4324035 3994026 5024021
Hippocampus: Ventral

CAl 369+£023 361 +032 518017

CA2/3 505+029 4512012 423019

Dentate gy 407+028 450+052 482+031
Contex

Cingulate 160+025 424039 5,83 £ 0,58

Frontal 336030 3264014 4,06+ 046

Parietal 300+027 346028 1.09+0381

Temporal 3034024 320039 3244045

Entorhinal 364:£024 3312008 3384017
Septum 6764076 510+012 547+038
Caudate 1824032 324069 233+027
Expenmental groups: Young, $-month-old ruts; GFP, 24-month-old cogni-
tively impaired rats transduced with b green fl p in the

dorsal hippocampus CA 1, GDNF, 24.moath old cognitively impaired rats
transduced with himan glial cell line dedved searotrophic factorinthe dorsal
hippocampus CA L. Values are the mean = S EM. of 6-9 animals. Statistics:
() significance of GFP or GDNF groups as compared to young rats and (b)
significance of GDNF as compared to GFP group. ANOVA followed by
Newmuan -Keules' test at the sgnificance level of p<0.05

from GFP and from young rat groups (not shown). In GDNF
transduced rats, an increase was detected in the whole CAl
ared, as against GFP rats; whereas the ventral part increased
also over young rat values. Cingulate cortex ChAT increased
in GDNF rats over the other two groups, There was a decrease
in the ventral CA2/3 area of GDNF rats, as against the group
of young rats.

Regional brain concentration of dopamine is shown in
Fig. 3b (hippocampus areas) and Table 3 (all brain areas
assayed) and its metabolites DOPAC and HVA are shown
in Table 3. Two-way ANOVA for brain region and rat group
indicated an effect of the brain region factor for the concentra-
tion of dopamine and its metabolites (not shown), whereas the
rat group factor was significant for both metabolites DOPAC
(F(2,321)=12.98, p<0.0001) and HVA (F(2,319)=71.59,
p<0.0001). The group effect was significant for dopamine
levels when the brain regions were restricted to the hippocam-
pus (F(2,108)= 1581, p<0.0001), In this area, the increase
of dopamine shown by the GDNF group was significant in the
dorsal CA1 area and in the whole dentate gyrus, as against
the group of young rats. A decrease of HVA in both aged
GFP and GDNF groups was observed in the dorsal CA1 and
CAY3, cerebral cortical areas and septum. In the caudate
region of both aged rat groups there was a decrease in both
metabolites, DOPAC and HVA.

Regional brain concentration of serotonin is shown in
Fig. 3¢ (hippocampus areas) and Table 4 (all brain arcas
assayed) and its metabolite S-HIAA is shown in Table 4. Two-
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Table 3
Brain regional ion of dop and its bolites DOPAC and HVA
Dopamine (fmol/mg tissue) DOPAC (fmol/mg tissue) HVA (fmol/mg tissue)
Young GFP GDNF Young GFP GDNF Young GFP GDNF
Hippocampus: Dorsal
CAl 4146 74 £ 12 136 + 44* 264 + 87 180 + 31 203 £ 79 287 +£43 114 + 35% 122 4 28%
CA2/3 61 £ 12 76 = 12 111 +£27 260+ 73 192 £ 53 229 4 52 211 =16 117 = 26° 123 £24°
Dentate gyrs 50 £ 11 119 & 35 217 + 70* 249+ 91 237 £ 37 428 £ 115 257 £ 65 144 £ 29 173 £ 30
Hippocampus: Ventral
CAl 45+11 678 102 + 37 157 £ 24 179 £ 24 214 £ 60 201 £26 91+ 12 159 £ 61
CA2/3 2+9 75+25 91+ 15 264 + 61 184 £ 75 228 +43 254 +37 251+ 103 119 + 22
Dentate gyrus 43 £ 10 150 + 64 221 + 58° 255 + 80 313 4 122 370 + 74 259 + 40 152 + 41 196 + 74
Cortex
Cingulate 193 + 46 279 + 58 156 + 33 533+ 95 510 + 128 364 + 122 633 £47 338 + 86" 233 + 68"
Frontal 139 + 58 132417 126 + 40 354 + 73 233 4+ 43 203 + 46 554 + 98 164 + 257 115 + 12*
Parietal 62+9 93+ 12 114 £21* 390 + 113 311 £ 52 223+49 776 + 183 226 +27° 163 = 40°
Temporal 701 £ 175 607 + 149 633 + 143 672 + 146 501 + 143 491 +47 590 + 142 185 + 39% 172 £ 18
Entorhinal 299 + 90 290 + 64 436 + 106 503 + 89 323 4+ 85 444 + 47 455 + 95 154 + 317 184 + 12°
Septum 6702 + 2156 7085 + 1803 8081 + 2165 9474 + 2485 7844 + 2300 9907 + 2728 4437 + 933 2476 + 728° 2483 + 562*
Caudate 22289 + 3104 19901 + 2339 19964 + 3732 21965 + 1829 10012 + 2553* 11653 + 1707* 10185 4 850 3006 + 613* 3040 + 429*

Experimental groups: Young, 8- month-old untransduced rats; GFP. 24-month old

d rats

d with human green fluorescent protein in the dorsal hippocampus CA 1; GDNE, 24-month-old

cognitively impaired rats transduced with human glial cell line derived neurotrophic factor in Ihe dorsal hippocampus CA1. Values are the mean = SEM of 6-9 animals. Statistics: (a) significance of GFP or
GDNEF groups as compared to young rats; ANOVA foll

Keules” test at the signifi

8!

level of p <0.05.

TLel
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Table 4
Brun regional ration of 1o and its bolite SHIAA
SHT (fmoling tissue) SHIAA (fmol/mg tissne)
Young GFP GDNF Young GFP GDNF

Hippocampas. Dogsal

CAl 531 £ 9 766 £ 104 1225 4 210 2259 + 313 3097 £ 219 2787 + 303

CA2/3 383 &+ S0 656 + 118 800 = 136* 1992 & 264 MS + 601 2881 & 30

Destate gyrus 413 £ 107 91 £93 1230 + 186%° 1729 % 169 2888 £ 414 34514 2 263"
Hippocampas: Ventml

CAl 789 £ 199 871 + 181 1329 + 256 2179 + 236 3229 +262* 3052 + 345*

CA2/3 454 = 70 815+ 188 733 £ 110 2210 = 259 2799 + 493 2210 £ 278

Deatate gyms 535 £ 105 042 + 235 1405 = 229* 2458 + 228 2660 + 539 3268 + 371
Cortex

Cingulate 770 £ 152 1300 £ 94* 956 + 143 1913 £ 232 3227 &£ 1114 1669 + 258

Fromtal 1251 & 158 1460 + 226 1421 £ 203 1822 £ 158 1698 + 244 1757 + 221

Parictal 666 + 136 1099 + 187 1034 + 181 1646 + 203 1875 + 304 1893 + 237

Temporal 689 = 1M 1386 + 313* 085 = 137 1477 + 208 1978 + 156 1609 £+ 112

Entorhinal 1005 + 287 1314 £ 224 1614 £ 243 1897 + 230 2012 4+ 234 2344 £ 285
Septum 1384 £+ 180 1972 £ 317 2084 £ 276 2963 + 261 3500 + 333 3713+ T
Candate 736 + 9 1352 + 215* 1131 = 152 2038 + 153 1991 + 240 2354 + 300

Expenmental groups: Young, 8 -month-old rats; GFP, 24-month-old cognitively impaired rats transduced with hurman green fluorescent protein in the dorsal
hippocampus CA L, GDNF, 24- month.old cognitively impaired rats transduced with buman glial cell line derved neurotrophic factor in the dorsal hippocampus
CAL Values are the mean = SEM. of 6-9 amimals. Statistics: (a) significance of GFP or GDNF groups as compared to young mts and (b) significance of
GDNF as compared to GFP group, ANOVA followed by Newman- Keules's test at the significance level of p <0.05.

way ANOVA showed an effect of brain region (not shown)
and rat group for serotonin and 5-HIAA (F(2,319)=25.45,
p<0.0001 and F(2,319)=13.91, p<0.0001, respectively).
The GDNF group increased serotonin levels in the whole
dorsal hippocampus and in the ventral dentate gyrus more
than the GFP group. Both groups of aged rats showed a hip-
pocampal increase of S-HIAA in the dorsal dentate gyrus and
the ventral CA1 area. Serotonin also increased in cingulate
and temporal cortical areas and in the caudate of control GFP
aged rats, as against young rats.

4. Discussion

The over-expression of GDNF in hippocampal astrocytes
induced a recovery of spatial cognitive abilities in aged
impaired rats as demonstrated by an enhancement of memory
retention of the platform location in the test probe trials. This
better response in the Morris water maze cannot be attributed
10 a mere improvement of age-related motor impairment by
GDNEF. Several studies have shown that GDNF enhances
motor function in aged rats and non-human primates, which
has been related to dopaminergic induction and regencra-
tion of the nigrostriatal pathway (Bowenkamp et al., 1996;
Emerich et al.,, 1996; Grondin et al., 2003; Herbert and
Gerhardt, 1997; Lapchak et al., 1997b), In the present study,
GDNF was over-expressed only in a restricted area of the
hippocampus and the swimming speed was not affected. In
addition, we found no differences in the latency to escape
between the rats expressing GDNF and control rats trans-
duced with GFP during the test assays, where an increase in

swimming ability would help the rats to find the platform in
a shorter time. Latency to escape to the platform is routinely
recorded as an additional spatial learning and memory mea-
sure, but its outcome ¢an be affected by external factors, This
is not the case with probe trial performance, which is accepted
as the most accurate measurement because it requires mem-
ory of the precise location of the platform (Bucci et al., 1995;
Frick et al, 1995). Accordingly, in previous studies in our
behavioral facilities, the probe trial was established as a reli-
able result for learning acquisition and retention under our
experimental conditions (Prados and Trobalon, 1998).

The present results confirm the previous report of a signif-
icant recovery of cognitively impaired 2-year old Fisher 344
rats in the Morris water maze 2 weeks after an i.c.v. injec-
tion of GDNF (Pelleymounter et al., 1999). The degree of
spatial leaming recovery after a GDNF transgene expression
in dorsal CA1 astrocytes was similar to that obtained by ear-
lier authors. Spatial leamning and memory require the dorsal
hippocampus to function (Compton, 2004; Porthuizen et al.,
2004), withthe CA1 area being particularly crucial for spatial
discrimination tasks (Naghdi et al., 2003; Volpe et al., 1992).
In old age, CA1 pyramidal neurons suffer a loss of func-
tional synaptic contacts from the Schaffer collaterals and an
alteration in Ca®* regulation, both changes leading to plastic-
ity and cognition deficits (Himeda et al., 2005; Rosenzweig
and Bames, 2003; Thibault et al., 2001). The absence of a
generalized loss of cells and synapses in the hippocampus
and the whole brain in normal aging (Hof and Morrison,
2004; Miller and O’Callaghan, 2005) facilitates ameliora-
tion of cognitive decline by neurotrophic action. Both GFRal
and Ret receptor molecules are highly expressed in the hip-
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pocampal neurons of the pyramidal layer of the Ammon'’s
hom (Burazin and Gundlach, 1999, Sarabi et al., 2000; Serra
et al.. 2005). Therefore, GDNF secreted by CA1 transduced
astrocytes was able to exert its trophic action on local neurons.
Ectopic fiber sprouting is unlikely because GDNF secreted
by transduced astrocytes is poorly transported by neurons
to distal arcas (Ericson et al, 2005) (Mammeri H. et al,
unpublished observations). Nevertheless, a histological study
should be performed when long-lasting GDNF gene expres-
sion in hippocampus is planned, to rule out unwanted effects
in projection areas.

Neurochemical changes in cognitively impaired aged rats
havebeen extensively studied ina search for the causes under-
lying frequent memory loss in older individuals. Atrophy of
acetylcholine containing neurons is considered a hallmark
of aging and dementia (Terry and Buccafusco, 2003), but
this cholinergic dysfunction occurs within a wider context
of neurotransmitter system changes (Decker and McGaugh,
1991; Stemmelin et al,, 2000), Cholinergic and monoamin-
ergic neurotransmitter systems are involved in the spatial
learning and memory processes in the hippocampus (El-
Ghundi et al,, 1999; Everitt and Robbins, 1997; McNamara
and Skelton, 1993; Richter-Levin and Segal, 1996; Seamans
et al,, 1998). Hippocampus is a target cholinergic area and
no local decrease of ChAT activity was reported in aged
rats, confirming our results, whereas ChAT decreases have
been found in the cholinergic cell body containing areas of
the basal forebrain and striatum in cognitively impaired rats
(Gallagher et al., 1990), Hippocampus receives its dopamin-
ergic innervation from the midbrain and is integrated in the
mesolimbic system. Many studies have demonstrated an age-
related decline in dopaminergic neurotransmission, mainly
in the nigrostriatal system (Gallagher et al., 1990; Lee et al.,
1994, Minguez et al., 1999). In addition, decreased density
of dopamine receptors D1-DS have been reported in several
brain areas, including the hippocampus of aged rat and human
(Amenta et al,, 2001; Hemby et al., 2003; Kaasinen et al,,
2000). We found a widespread decrease of dopamine metabo-
lite HVA in aged rats, indicative of a lower turnover rate. The
effect was higher in the caudate, in which both metabolites,
DOPAC and HVA, decreased. The role of the serotonergic
system in aging impairment has raised controversy. Several
authors have reported unchanged or enhanced serotonin lev-
els and tumover in aged rats (Gallagher et al., 1990; Lee et
al., 1994), while others reported decreases (Minguez et al,,
1999), Confirming the former we found atrend to higher sero-
tonin and S-HIAA concentrations in several brain regions of
the aged rats, As regards scrotonin receptors, no age-induced
or cognitive-related changes have been reported in SHT1A
receptor (Borg et al., 2006; Lazarnis et al., 2003),

GDNF over-expression in CA 1 astrocytes induced a local
neurotrophic effect. ChAT activity, indicative of acetyl-
choline levels, rose in hippocampus. In a study of motor
activity enhancement, 2 weeks of i.c.v. infusion of GDNF
induced an increase in ChAT activity in the septum, hip-
pocampus, striatum and cortex of aged rats (Lapchak et al.,

1997b). This study reported a similar enhancement of ChAT
by GDNF or neural growth factor (NGF). The trophic effects
of NGF on aged cholinergic neurons have been extensively
studied (Rylett and Williams, 1994; Sofroniew et al., 2001).
NGF binds with high affinity to the TrkA receptor, which
is mainly located on cholinergic neurons in the basal fore-
brain nuclei and striatum (Holtzman et al., 1995). A partial
recovery of the cognitive abilities in the Morris water maze,
similar to that we obtained with GDNF, was reported imitially
(Fischer et al,, 1987, 1991). In subsequent studies, an almost
complete reversal was obtained either by a higher dosage
through i.c.v. chronic infusion (Fischer et al., 1994) or by
NGF-secreting cell implants at the two main cholinergic fore-
brain cell groups, nucleus basalis magnocellularis and medial
septum/diagonal band of Broca (MS/DB) (Martinez-Serrano
ct al., 1996). Although hippocampus function resulted sig-
nificantly enhanced by astrocyte-secreted GDNF, we did
not obtain complete recovery of spatial learning. This could
be due to a partial inability of locally expressed GDNF to
recover the function of the circuitry entering the hippocam-
pus from cholinergic cell bodies located in the MS/DB. A
retrograde signaling of GDNF to these cell bodies (Coulpier
and Ibdfiez, 2004) may not be enough when functional termi-
nals are already reduced. On the other hand, the complexity
of the reciprocal cholinergic connections between CA1 and
MS/DB (Gaykema etal., 1991; Nyakaset al., 1987) may mod-
ulate the functional response. In this regard, ventral CA1 that
receives cholinergic afferents from a broader MS/DB area
showed slightly higher ChAT enhancement than the greater
GDNF-expressing dorsal CAl area.

In addition to cholinergic enhancement, GDNF secreted
by transduced astrocytes enhanced dopaminergic and sero-
tonergic neurotransmission over control aged rats transduced
with GFP. Dopamine and serotonin levels increased without
the concentration of their metabolites rising, thus demonstrat-
ing a significant neurotransmitter synthesis increase. High
variability of dopamine level led to a lack of statistical
significance for its increase in the dorsal CAl area, even
though GDNF dopamine value nearly doubled the GFP group
value. Given the reduction of dopamine receptor function in
the hippocampus discussed above, the increased neurotrans-
mitter levels would help to restore dopaminergic function.
These tissue dopamine levels could hardly account for an
increase in the risk of oxidative damage by dopamine auto-
oxidation (Camp et al., 2000). However, the presence of
hydroxylated adducts in hippocampus should be analyzed
whenever alonger therapy is planned. While GDNF increased
serotonin levels less than dopamine it similarly enhanced
specific synaptic transmission, as long as there was no loss
of serotonin receptors due to aging. As discussed above for
the cholinergic neurotransmission, GDNF enhancement of
the dopaminergic mesencephalic afferents (Gasbarri et al.,
1997) and the serotonergic afferents from the median raphe
(McKenna and Vertes, 2001) may not be enough to restore
hippocampus functionality. Studies in Parkinson's discase
models have demonstrated that GDNF induces higher func-
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tional recovery when acting in the striatum terminals than
in the substantia nigra dopaminergic bodies (Connor et al.,
1999; Kink et al., 2000). Therefore, an earlier and sustained
therapy of GDNF in the hippocampus may be a better strategy
for spatial memory recovery than its delivery to other targets,
Nonetheless, the study of GDNF effects on other related brain
areas should be considered.

GDNF showed a broad neurotrophic effect and probably
also enhanced other neurotransmitters involved in leaming
and memory such as glutamate and GABA. GABAergic
intermeurons, present in the stratum pyramidale and stratum
oriens express GFRa-1 (Sarabi et al, 2000), lose func-
tion with aging (Stanley and Shetty, 2004). Decrease of
NMDA receptor density in the aged CAl region correlates
with spatial learning decline (Magnusson, 1998). GDNF
has shown trophic effects on GABAergic neurons (Garcia-
Martinez et al., 2006) and neuroprotective effects against
NMDA-mediated excitotoxicity (Nicole et al., 2001). There-
fore GDNF may directly enhance these systems orfand
counteract the alterations of the interactions between the dif-
ferent brain neurotransmitter systems that contribute to aging
deterioration (Decker and McGaugh, 1991; Segovia et al,,
2001).

The amelioration of senile neurons or damaged dys-
functional neurons in future human therapies may need
4 continuous supply of trophic factor (Niewiadomska et
al., 2002), Chronic infusion of GDNF through a catheter
implanted in the brain has been assayed in Parkinson's
patients for periods of up to several years (Love et al,
2005), but may be accompanied by both practical and safety
problems. Gene delivery ex vivo or in vivo allows selec-
tive local diffusion of the growth factor without undesirable
side effects. Strategies in various experimental animal mod-
¢ls of neural diseases include the implant of either astrocytes
(Cunningham and Su, 2002; Do Thi et al., 2004; Ericson et
al., 2005), neural progenitors (Akerud et al., 2001; Bakshi
et al., 2006; Behrstock et al., 2006; Klein et al., 2005) or
fibroblasts (Pérez-Navarro et al., 1996, 1999) engineered
to secrete GDNF. However, the advances in the design of
viral vectors convert in vivo gene therapy into an attrac-
tive strategy for long-term delivery of trophic factors to
the nervous system. Neuroprotective effects in experimen-
tal models of neurodegenerative diseases have been obtained
by direct in vivo transfer of GDNF gene with recombinant
adenoviral (Acsadi et al., 2002; Bilang-Bleuel et al., 1997,
Choi-Lundberg et al., 1998; Do Thi et al., 2004; Lapchak et
al, 1997a), adeno-associated (Eslamboli et al., 2008; Kirlk
ct al., 2000; McBride et al., 2003; Wang et al., 2002) and
lentiviral vectors (Brizard et al., 2006; Georgievska et al,,
2002; Guillot et al., 2004; Kordower et al,, 2000; Wong et
al., 2005). Replication-defective lentiviral vectors are safe
and can sustain a strong expression of transgenes for long
periods (Naldini et al., 1996). They can efficiently transduce
neurons and glial cells and cause minimal inflammatory and
immunological responses (Mazarakis et al., 2001; Wong et
al., 2006). The combination of viral particle pseudotyping

and gene promoter facilitates targeting of specific cell types
(Bemelmans et al., 2005; Cronin et al., 2005). We constructed
a lentiviral vector pseudotyped with Mokola G protein and
its gene expression driven by the CMV promoter. This vec-
tor showed selectivity for transducing the astrocytes in the
hippocampal area of injection.

In conclusion, a short chronic delivery of GDNF in the
dorsal CAl hippocampal astrocytes enhanced local cholin-
ergic, dopaminergic and serotonergic transmission, leading
to improved spatial leaming and memory performance in
cognitively impaired aged rats. Astrocytes proved to be an
appropriated cell type for over-secreting GDNF in gene
therapy strategies. Deficiencies were not totally reverted; sug-
gesting that GDNF paracrine action in the CA1 area could
be too restricted to obtain complete recovery of the complex
behavioral learning task. Finally, lentiviral vectors showed
high efficacy, making feasible longer chronic treatment which
would probably have a better outcome. Therefore, the present
results demonstrated the therapeutic value of lentiviral vec-
tors expressing GDNF transgene in rat age-related cognitive
decline. Further studies to explore the therapeutic possi-
bilities of GDNF in human aging and Alzheimer’s disease
memory loss, are required.
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad devastadora dentro de las enfermedades
neurodegenerativas. El mayor factor de riesgo para EA esporadica (que es el tipo predominante) es
la edad. La neurotoxicidad por el péptido betamieloide (AB) estd propuesto como el primer paso de
una cascada de eventos perjudiciales para la patologia de la EA y las demencias. Participantes
importantes de estos cambios cerebrales son las células gliales. Los astrocitos prestan apoyo vital a
las neuronas, y también modulan la funcionalidad de la sinapsis. Por lo tanto, los efectos toxicos
del AP sobre los astrocitos colaborarian a desarrollar cambios neurodegenerativos que conducen a
la EA. El envejecimiento disminuye la defensa antioxidante e induce estrés oxidativo. Hemos
estudiado los efectos de AP42 sobre Is cultivos de los astrocitos humanos en la presencia o
ausencia de los agentes prooxidantes como butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor de sintesis
glutation y FeSO4 que libera hierro redox activo. Condiciones prooxidantes potenciaron la
toxicidad del AP, que se demostraron por la generacion de radicales libres, cambios inflamatorios y
apoptosis en los astrocitos humanos. Un tratamiento similar fue ensayado en la rata in vivo. Una
mezcla del AB40 y AB42 o solo del AP42 fue infundida intracerebroventricularmente durante 4
semanas. Otros grupos animales eran simultdneamente infundidos con BSO y Fe. Un analisis
realizado 4 meses mas tarde mostrd un mayor deterioro cognitivo en el laberinto acuatico de Morris
con el tratamiento de AP conjuntamente con los tratamientos con agentes prooxidantes. Agentes
prooxidantes también potenciaron la patologia del tejido cerebral, asi los estudios histologicos
mostraron una mayor reactividad astroglial, depositos de AP y dafio oxidativo en las neuronas
hipocampicas sensibles a EA. Para avanzar en la comprension de la EA, resulta pertinente analizar
los efectos de AP en modelos experimentales que imitan los cambios del cerebro relacionados con
la edad, donde el estrés oxidativo potencia los efectos del AP.
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Abstract:

Alzheimer’s disease (AD) is a devastating age-related neurodegenerative disease. Age is main risk
factor for sporadic AD, which is the most prevalent type. Amyloid- peptide (Af) neurotoxicity is
the proposed first step in a cascade of deleterious events leading to AD pathology and dementia.
Glial cells play an important role in these changes. Astrocytes provide vital support to neurons and
modulate functional synapses. Therefore, the toxic effects of AP on astrocytes promote
neurodegenerative changes that might lead to AD. Aging reduces astrocyte antioxidant defense
and induces oxidative stress. We studied the effects of AB4, on cultures of human astrocytes in
the presence or absence of the following pro-oxidant agents: buthionine sulfoximine (BSO), a
glutathione synthesis inhibitor, and FeSO,, which liberates redox active iron. Pro-oxidant
conditions potentiated AP toxicity, as shown by the generation of free radicals, inflammatory
changes and apoptosis. A similar treatment was assayed in rats in vivo. A combination
of APB4oand A4, or ABs, alone was infused intracerebroventricularly for 4 weeks. Other animal
groups were also infused with BSO and FeSO,. A long-term analysis that ended 4 months later
showed higher cognitive impairment in the Morris water maze task, which was induced by A plus
pro-oxidant agent treatments. Pro-oxidant agents also potentiate brain tissue pathology. This was
demonstrated in histological studies that showed highly increased astrocyte reactivity in AD-
vulnerable areas, A deposits and oxidative damage of AD-sensitive hippocampal neurons. To
increase understanding of AD, experimental models should be used that mimic age-related brain

changes, in which age-related oxidative stress potentiates the effects of Af.

Key words: human astrocyte cultures, rat model of Alzheimer’s disease, amyloid-3 peptide, iron,

oxidative stress, inflammation
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the main age-related neurodegenerative disease. Despite intensive
research, its trigger mechanisms are elusive and no cure is available yet. At present, the most
widely accepted theory is the amyloid cascade hypothesis which postulates a brain increase in
amyloid-f3 peptide (AP) as the main causative agent of a cascade of molecular and cellular events
leading to neurodegeneration and dementia [1]. Genetic and environmental influences induce an
excess of AP generation by sensitive neurons during the metabolism of its precursor protein. Both
intracellular and extracellular AB cause a number of interrelated derangements, including
inflammation, facilitation of tau hyperphosphorylation, disruption of mitochondrial and
proteasomal function, oxidative stress, alteration of calcium signaling and impairment of synaptic
function [2, 3]. The main pathological hallmarks of the disease, amyloid plaques and fibrillary
tangles, together with neuronal loss, are considered the ultimate consequences of this cascade of

events.

In sporadic AD, which accounts for 95 % of AD cases, the main risk factor is age. Age also has an
influence on familial AD, as the disease always occurs during late maturity. There is likely to be an
interaction between cell environment, metabolism of amyloid-f protein precursor (ABPP) and A3
accumulation in AD throughout brain aging. One possible environmental influence is oxidative
stress. Harman’s free radical theory of aging [4] established the basis for discovering how
oxidative damage accumulates in cells and leads to their deterioration with advancing age.
Neurons are highly sensitive to oxidative damage because they have high metabolic activity, a
high content of polyunsaturated fats and other oxidizable substrates, and relatively low
antioxidant defenses [5]. This sets the conditions for increased AB generation in selectively
vulnerable neurons in the aging brain. Pro-oxidant or oxidant agents have been shown to
generate AP by increasing -secretase and y-secretase activity [6-9]. However, Ap itself can induce
the production of hydrogen peroxide or other reactive oxygen species (ROS) in concert with the
redox active metal ions Fe’* or Cu* [10,11]. Iron and other biometals such as copper and zinc
interact with AP and cause its aggregation [12,13]. Iron also interacts with ABPP at the
translational level, as ABPP is post-transcriptionally regulated by iron regulatory proteins (IRPs)
through a 5’UTR iron-responsive element (IRE) [14]. In brain aging, there is dysregulation of metal
homeostasis and metals may accumulate in brain areas that are prone to neurodegeneration,
which influences AD pathology [11, 15-17]. Accumulated iron in the AD brain appears to
contribute significantly to the oxidative damage that is one of the earliest pathological changes in

AD [18, 19].
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In addition to neurons, astroglia are major components of the brain. Astrocytes have an important
role, beyond the provision of metabolic and structural support for neurons.They are involved in
Ca’* signaling, gliotransmission and modulation of synaptogenesis [20-22]. Their involvement in
cognitive brain function, either through neuronal support function or by direct information
processing in the tripartite synapsis [23], adds relevance to their role in AD development. We
previously demonstrated that aged astrocytes in vitro and astrocytes cultured from the
senescence-accelerated mouse model SAMP8 have higher oxidative stress, lower antioxidant
defense and a decreased capacity to support neuron survival [24, 25]. In addition, we detected
proteomic changes that are indicative of brain AD-like functional deterioration in both astrocytes
and neurons from SAMP8 [26]. Therefore, aged astrocytes may not effectively defend neurons
against the development of AD. Indeed, AP triggers a neuroprotective response in healthy
astrocytes, which involves either phagocytosis and degradation of AP [27] or increased secretion
of neuroprotective factors [28, 29]. In contrast, aged astrocytes may have deficits in AP clearance
and neurotrophic support and may even secrete pro-inflammatory agents, derived from their
basal level of activation [30]. Accordingly, astrocytes from SAMP8 mice showed a higher level of

reactive gliosis after AB,, treatment than cultures from non-senescent mice [31].

The aim of this study was to analyze how increased oxidative stress in the aging brain contributes
to the development of AD pathology, with an emphasis on astrocytes. Human astrocyte cultures
were used as an in vitro model to study the astrocyte response to AP4, in a pro-oxidant
environment. This environment was created by glutathione depletion with buthionine sulfoximine
(BSO) and the redox active iron compound FeSO,. Next, we used a validated AD rat model with a
four-week chronic intracerebroventricular (icv) infusion of a mixture of A4, and AB4, [32]. In this
in vivo model, we assayed the long-term effects of glutathione depletion and reactive iron with

AP, BSO and FeSO, doses according to a previous short-term study [33].

Materials and methods

Human astrocyte cultures

Human cortical brain tissue was obtained from normal, legally aborted fetuses at 14-16 weeks of
gestation. Permission to use human fetal tissue was obtained from the ethics committee of the

Spanish National Research Council (CSIC). Cultures of human cerebral cortical astrocytes were

159




Resultados: cuarto articulo

prepared as described elsewhere [34]. Cell culture media and reagents were purchased from
Gibco (Invitrogen, Paisley, United Kingdom). Plastic culture plates were from Nunc (Roskilde,
Denmark). Briefly, after enzymatic digestion and dissociation of tissue samples, cells were
suspended in minimum Eagle’s medium (MEM) supplemented with 5% heat-decomplemented
horse serum, 0.5% w/v D-glucose, 2 mM glutamine 200 pg/mL gentamycin and 0.5 pg/L
fungizone. Cells were seeded in poly-L-lysine-coated culture plates and maintained in a humidified
CO, incubator at 372C. Fresh medium was added weekly until the end of the study. To obtain
highly enriched astrocyte cultures, cells were seeded at 2-3x10° cells/ml and submitted to limited
in vitro passage. For this purpose, 1 month old cultures were extensively washed with PBS, mildly
trypsinized in the presence of 0.02% EDTA, and reseeded at 1x10° cells/ml. Another passage was
performed 2 weeks later. Alternatively, primary cultures were frozen in liquid nitrogen
(cryoprotected with 10% DMSO in serum) at the first passage, and thawed later on to grow the
highly enriched astrocyte cultures. Astrocytes were seeded for experiments at 0.5x10° cells/ml
(1.5x10° cells/cm?) in 96-well plates and used after 2-3 days. Cultures consisted of 90-95%
astrocytes, 5-10% microglia and 0.1-1% oligodendroglia as reported elsewhere [34]. All reagents

used in the study were from Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO), unless otherwise stated.

Hydroperoxide generation assay

Oxidative stress in astrocyte cultures was studied using 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA, Molecular Probes, Invitrogen) to determine intracellular hydroperoxide generation [34]. The
non-fluorescent probe DCFH-DA freely permeates the cell membrane. Once the DA Group has
been hydrolyzed by cell esterases, DCFH may be oxidized to the fluorescent 2’,7'-
dichlorofluorescein (DCF). Either control cultures or cultures that had been pre-incubated 24 h
with BSO 1mM were washed in HEPES and loaded with 10 uM of DCFH-DA from a stock solution
of 2 mM in methanol. After 20 min of incubation at 372C cells were washed again in HEPES and
basal fluorescence was measured at 485 nm excitation/530 nm emission in a plate reader
(Spectramax Gemini XS, Molecular Devices, MDS, Sunnivale, CA). Then, the agents FeSO, and A4,
were added to the corresponding wells at concentrations of 25 uM and 20 uM, respectively. BSO
was added to the pre-incubated wells when the probe was loaded and during the incubation with
FeSO, and APg4,. Fibrillar AB4, was dissolved in DMSO [35]. The corresponding controls were
incubated with the vehicle. After 4 h, fluorescence was measured again. The increase in
intracellular ROS was quantified from a standard curve of DCF in methanol (0.5-100 nM) and
expressed as the DCF generated per ug of protein. The concentration of proteins was determined

by the Bradford method. AB peptides in the study were from Bachem (Bubendorf, Switzerland).
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Nitrite assay

Nitric oxide synthesis by activated astrocyte cultures was measured by the colorimetric Griess
reaction that detects nitrite (NO, ), a stable reaction product of nitric oxide (NO) and molecular
oxygen. Astrocytes were treated with 10 ng/ml of interleukin-1f, 10 ng/ml of interferon-y, or
both. Next, experiments were performed with BlmM BSO, 10 uM FeSO; and 5 uM AB,,.
Whenever present, BSO was additionally preincubated for 24 h. Agents were directly added to the
culture media in the wells. After 3 days of exposure to the treatments, 50 ulL aliquots of culture
supernatants were incubated with 50 pL Griess reagent (1% sulphanilamide, 0.1% N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride and 5% phosphoric acid) at room temperature for 10
min and the optical density at 540 nm was then determined using a microplate reader (iEMS
Reader MF, Labsystems, Finland). The nitrite concentration was determined from a sodium nitrite

standard curve (1-50 uM).

Immunocytochemistry and cell death staining

Morphological changes caused by exposure to cytokines or to BSO, FeSQ,, and AR, for 3 days
were analyzed in astrocytes that were immunostained with anti-glial fibrillary acidic protein
(GFAP, Dako, Glostrup, Denmark). For that purpose, astrocyte cultures were fixed with 4%
paraformaldehyde, permeabilized with 0.2 % Triton X-100, and incubated with 3% normal goat
serum to block nonspecific binding. Cultures were incubated overnight with the primary antibody
at a dilution of 1:5000 in the presence of 1.5% blocking serum. The cells were washed and
incubated with Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody (1:1500; Molecular Probes,
Invitrogen) for 1 h. In addition, cell nuclei were stained with bisbenzimide (5 uM). The number of
normal nuclei and that of condensed and fragmented nuclei, which are indicative of apoptosis,
was counted with the analySIS image analysis software (Soft Imaging System, Munster, Germany).

At least two fields (1.3 mm? / field) were microphotographed for each well.

Animals and treatments

Male 3-month-old Sprague-Dawley rats that had been retired from breeding and weighed 300-
350 g were purchased from Charles River (Lyon, France). They were kept at the University of

Barcelona’s animal facility in standard conditions of temperature and humidity, with two animals
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per cage, a 12-h light, 12-h dark cycle, and food and water ad libitum. All handling and
experimental procedures were approved by the Animal Ethics and Health Committees of the

University of Barcelona.

Rats were infused icv for 4 weeks through an osmotic pump (see Surgical procedures) either with
vehicle, pro-oxidant compounds, AB or a combination of pro-oxidants and AB. The pro-oxidant
treatment was a mixture of FeSO, and BSO at the doses reported previously [33]. AR was
administrated as a mixture of AB4, and AB4, in human high density lipoprotein (HDL) as a carrier,
with a previous injection of 10 ng transforming growth factor B1 (TGFPB1) (R&D Systems,
Minneanapolis, MN) into both anterodorsal thalamus nuclei, according to the in vivo rat model
established by Frautschy and cols. [32]. The vehicle was HEPES 4 mM, pH 8. An additional group
with the combination of pro-oxidants and a high dose of AB,, was added as a reference [33].
Therefore, rats were randomly assigned to one of five separate groups (6-8 animals per group):
Group |, vehicle; Group Il, 0.47 mg FeSO, heptahydrate (1.68 umol FeSO,) and 4.48 mg (20.16
pmol) BSO; Group Ill, 20 pg (10.1 nmol) AB4o and 30 pg (15.1 nmol) AB4, in 80 pug HDL; Group 1V,
FeS0,/BSO plus AB4o/AB4y; Group V, FeSO,/BSO plus 50 pg (25.2 nmol) AB4,. The mixture of BSO
and FeSO, was prepared in distilled water and administrated in a separate pump from AR to avoid
chemical interactions. The indicated doses are the total received at the end of the infusion period.
The perfusion rate of the pumps was 0.25 pl/h. All animals were subjected to brain histological
studies after completion of the long-term behavioral studies, as described below. Three or four
animals per group were added to the study to be sacrificed immediately after the brain infusion

treatment and analyzed by brain histology.

Surgical procedures

Rats were anesthetized with a mixture of ketamine 80 mg/kg (Ketolar 50 mg/ml®, Pfizer,
Alcobendas, Madrid, Spain) and xylazine 5 mg/kg (Rompun®, Bayer, Kiel, Germany) that was
intraperitoneally injected. Alzet model 2004 mini-osmotic pumps (Alzet Osmotic Pumps, Durect
Corporation, Cupertino, CA), attached via polyethylene tubing to brain catheters (Alzet), were
filled with the treatment solutions and stereotactically implanted into the lateral ventricles.
Animals receiving pro-oxidants and AB and controls had one minipump implanted in each lateral
ventricle. The stereotactic coordinates were: anterior-posterior (AP) and medio-lateral (ML) to
bregma -0.9 mm and = 1.4 mm, respectively; dorso-ventral (DV) to dural surface: -3.5 mm.
Animals receiving TGFB1 were injected immediately before pump implantation at the coordinates

of the anterodorsal thalamus nuclei: AP -2.1 mm, ML * 1.4 mm, and DV -4.6 mm, using a 25 G
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stainless steel cannula (Small Parts Inc, Miami, FL) connected to a Hamilton syringe through a
Teflon tube. The syringe was attached to a micro-infusion pump (Bioanalytical systems Inc., West
Lafayette, IN). The cannula was left in position for 5 min after delivery to prevent the solution
from surging back. At the end of the 4-week infusion period, rats were slightly anesthetized to
remove the osmotic pumps. Pump patency and functionality were confirmed by verifying that the

pump contents had been discharged and that the infusion apparatus was intact.

Behavioral testing

The behavioral test for spatial learning memory was performed in a Morris water maze (MWM).
The apparatus and procedures were basically as described elsewhere [36, 37]. The behavioral test
was initiated 4 weeks after surgery when the treatment was complete. A pre-training test with no
landmarks and a hidden platform consisted in 4 trials over 2 days. The rats were given 120 s to
find the platform, and then allowed to remain on it for 30 s. Rats that did not reach the platform
were picked up, placed on the platform and left there for 30 s. The procedure was the same in the
acquisition test, but the animals had to rely on the landmarks to find the hidden platform.
Animals were given 4 escape trials per day for 6 days, which amounted to a total of 24 trials. On
the last day, a 60 s probe trial was performed with the platform removed. To analyze the rat’s
behavior, the surface of the pool was divided into four quadrants and the time that the rat spent
in the quadrant where the platform had previously been located was calculated. To monitor long-
term memory, animals were submitted to a new series of 2 escape trials followed by a 60 s probe
trial at 1, 5 and 9 weeks after the end of the acquisition period. Three weeks later, a new training
acquisition assay of 4 escape trials per day for 6 days was performed with reversal of the location
of the submerged platform. A 60 s probe trial with the platform removed was performed on the
last day. New probe trials, preceded by 2 escape trials, were performed after 1, 2 and 4 weeks.

The study ended 4 months after the infusion treatment.

Rat brain dissection and histology

Rats were anesthetized as described above and perfused with isotonic saline (0.9 % NaCl) with
heparin, followed by isotonic saline and finally by buffered formaldehyde (4% formaldehyde in
phosphate buffer 0.01 M pH 7.4). Brains were quickly removed, placed in a Stoelting Tissue Slicer
and cut into 4 mm blocks. Tissue blocks were postfixed with buffered formaldehyde for 24 h, then

washed with phosphate buffer for 24 h and finally washed with water. Next they were dehydrated

163




Resultados: cuarto articulo

and embedded in paraffin. Paraffin-embedded blocks were sectioned at 5-7 um and mounted on
Histogrip (Zymed laboratories, Invitrogen) coated slides for immunostaining. Paraffin-embedded
sections were dewaxed in xylene and rehydrated through decreasing concentrations of ethanol
before staining. The accuracy of the cannula placement was determined by hematoxylin or Nissl
staining. Microglia immunostaining was carried out by free floating 50 um vibratome sections of
non-paraffin-embedded rat brains. Antigen retrieval was performed by boiling the sections in 10
mM citrate buffer (pH 6) for 10 min. When sections had cooled, they were washed in saponin
0.05% in PBS and then in PBS. Normal serum (horse or goat, 1:5) in 0.2 % gelatin, 0.2 % Triton X-
100 in PBS was used at room temperature to block non-specific reactions for 2 h. Sections were
incubated with the appropriate antibody diluted in 0.2 % Triton X-100 and normal serum (1:20) in
PBS at 42C overnight. The following primary antibodies were used to detect specific brain tissue
alterations: anti-AB clone 4G8 (1:150; Signet, Dedham, MA), anti-8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
(80HdG) (1:50; JalCA, Nikken SEIL, Fukuroi, Japan), anti-GFAP (1:300; Dako), anti-ubiquitin (1:50;
Novocastra, Newcastle upon Tyne, England) and anti-macrophage complement receptor 3 (0OX42,
1:500; AbD Serotec, Kidlington, UK). Sections were then washed in PBS and incubated with the
appropriate biotinylated secondary antibody for 2 h at room temperature. Tomato lectin
histochemistry was carried out on paraffin-embedded sections overnight at 4°C using biotinylated
lectin from Lycopersicum esculentum (2.5 pug/ml). The Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, CA)
was used as per manufacturer’s instructions, and the reaction was visualized with
diaminobenzidine containing 0.1 % H,0, for 5-10 min. Where required, sections were lightly
counterstained with Harris’ hematoxylin. Iron deposits were visualized by Pearl’s Prussian blue
staining and counterstaining with neutral red, following standard procedures. Selected paraffin
sections were also stained with Fluoro-Jade B (following the protocol of the supplier, Chemicon
International) to check for degenerating neurons and reactive astroglia [38]. Then, the tissue
sections were dried, dehydrated through increasing ethanol concentrations and xylene, and
mounted in DPX (Fluka, Buchs, Switzerland). Selected sections of A treated rats were also stained
for AP deposits with thioflavine S (1 % thioflavine S aqueous solution staining) followed by 702
ethanol differentiation. Then they were mounted in Mowiol (Calbiochem, Merck, Darmstadt,

Germany).

Data analysis

Results are shown as mean = SEM. Statistics was performed with one way ANOVA and repeated
measures ANOVA for in vitro and in vivo experiments, respectively. A post hoc Newman-Keuls test

was used for group comparison (GraphPad Prism software, GraphPad, San Diego, CA).
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Results

In vitro oxidative stress

Oxidative stress changes in human astrocyte cultures are shown in Fig.1. Depletion of glutathione
by BSO did not increase the generation of hydroperoxides measured by DCFH-DA in normal
culture conditions. Neither did AP exposure. The presence of oxidant ferrous ion from FeSO,
induced a small increase in hydroperoxide generation. However, a highly significant increase in
DCF fluorescence was detected when both pro-oxidant agent treatments, BSO and FeSO,, were

added to AP} exposure.

In vitro inflammation

A three-day treatment with a mixture of interleukin-1B and interferon-y induced morphological
changes and NO generation in the human astrocytes, both of which are indicative of an
inflammatory response (Fig. 2). Unstimulated astrocytes generally exhibited a flattened and
polygonal morphology, whereas activated astrocytes showed thinner and elongated cytoplasm
processes and spherical nuclei in a stellate-like morphology. No changes were evident with
interleukin-1B, but interferon-y and the mixed treatment of both cytokines induced a
characteristic stellate morphology with long cytoplasmic processes (Fig. 2 A-D). The presence of
nitrite formation in the culture medium, which is indicative of NO astrocyte generation, was also
significantly enhanced by the mixed cytokine treatment (Fig. 2 E). The peptide AP did not increase
NO over control values (3.6 £ 0.2 uM), either alone (3.3 £ 0.4 uM) or in the presence of pro-
oxidant agents (3.4 + 0.3 uM). Therefore, we analyzed the presence of AB-induced morphological
changes, which are indicative of inflammation, in comparison to changes after the cytokine
treatment (Fig. 3). The combined treatment of BSO, FeSO, and AB caused a clear reorganization of
the human astrocyte cytoskeleton, which was similar to that seen with cytokines. In contrast, AB

alone caused moderate changes (Fig. 3 A-D).

In vitro cytotoxicity

No cytotoxicity was caused by BSO treatment or exposure to FeSO, or AB alone in human
astrocytes. However, a small increase in condensed nuclei which are indicative of apoptotic cell

death, was detected after the combined treatment of BSO, FeSO, and AB (Fig 3 D and E).
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In vivo toxicity

The treatment administrated to Group IV (BSO/ FeSO, plus AB4./AB4g), was highly toxic. Two out
of 8 rats died during the experiment (and were excluded from the the behavioral results). Rats in
this group had more dilated cerebral ventricles than the other animals, which suggests that they

had impaired CSF drainage.

Cognitive deterioration

The time spent in the water maze quadrant where an escape platform has been located is a
reliable indicator of rat learning and memory capacities in our experimental conditions, as
discussed elsewhere [37]. Results of the probe trials for the different treatment groups are shown
in Fig. 4. Rats infused with BSO and FeSO, showed learning acquisition, a pattern of retention and
a post-acquisition period that did not differ from that of the control animals (Fig. 4A). When the
platform position was changed (Fig. 4B), no differences were detected between rats treated with
pro-oxidant agents and the control group. All the AB-treated groups had significantly decreased
learning and memory (Fig. 4A and B). Reversel acquisiton clearly evidenced lower cognitive
capacities in groups treated with the mixture of BSO/FeSO, and AP, when either a mixture of AB4o

and AB,;, [32] was administered or a higher dose of AB., [33] (Fig. 4B).

Histological alterations

Rats receiving AP (Groups Ill, IV and V) showed brain tissue deposits that stained positive for anti-
AP antibody. Groups IV and V, in which rats were infused with BSO/ FeSO, in addition to Ap, had
much higher deposition than those in Group lll. Diffuse plaques or precipitates were preferentially
detected in areas next to the infused ventricle, such as corpus callosum and septum, but also in
cerebral cortex, vessels and all over the brain. A deposits were present in rats that were either
immediately sacrificed after infusion or sacrificed at 4 months post-infusion. Brain septum
presented a high density of AP precipitates mainly in Group IV. The septum is a cellular area in the
rat, which contains neuron complexes highly interconnect with the hippocampus [39]. As
expected, AP precipitates stained positive for thioflavine S (not shown). Representative

histological images are shown in Fig. 5.
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We did not detect iron precipitates in the brain tissue of rats from Groups I, Il and lll. Ferric iron
was barely detected in the hippocampus, septum or other areas next to the infused ventricle of
rats treated with the mixture of BSO/FeSO, and AP (mainly Group V), which were sacrificed after
infusion. Four months later, Group IV showed extensive iron staining. See representative

histological images in Fig. 6.

Hypertrophic astrocytes that were highly reactive to anti-GFAP were mainly detected in rat
Groups IV and V in the hippocampus, corpus callosum and frontal cortex. Inflammatory effects
were detected at the end of the infusion and continued throughout the 4 months post-infusion. In
the long term, Group IV astrocytes were more reactive than Group V. Fluoro-Jade B distinctly
stained the most reactive astrocytes that were those in Group V rats sacrificed immediately after

the infusion. Representative histological images are shown in Fig. 7.

Inflammatory effects were also shown by the presence of reactive microglia that were stained
with anti-OX42 stain, mainly in the Group IV rats. Lectin staining showed more ramified microglia
in AB-treated groups. In the long term, Group IV rats still showed reactive microglia.

Representative images are shown in Fig. 8.

No neuron damage was histologically detected in the rats sacrificed immediately after the pump-
infusion, but alterations were detected in rats sacrificed at the end of the 4 month post infusion
study. Oxidative DNA damage, as indicated by anti-80HdG staining was high in Group IV and less
extensive in Group V. It occurred mainly in hippocampal pyramidal neurons. Intraneuronal
accumulation of ubiquitin and ubiquitinated proteins, as stained by the anti-ubiquitin antibody,
was detected in neurons of the hippocampus and cortex of rats from Groups Il and IV and was
less intense in Group V. DNA oxidation was present in pyramidal neurons, whereas ubiquitin

accumulation also occurred in other neuron types. Representative images are shown in Fig. 9.

Discussion

Astrocytes are generally more resistant to toxins than neurons, but they are exposed to Af
damage. It is known that human astrocytes in vitro can bind and internalize AB4, [40, 41], as they
do in vivo. In this work, in vitro incubation with AP, induced poor toxic effects in human
astrocytes, as seen by the absence of oxidative stress and cell death. Only slight morphological
changes were appreciable, indicating some activation effect. This confirms a previous report in

which cultures of human astrocytes were not killed by ABs or APs,, even when it was
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intracellularly microinjected [42]. However, aggregated AP, was toxic to up to 50 % of the
cultured rat astrocytes, probably through the generation of hydrogen peroxide [43], a major A
neurotoxicity mechanism [44]. Changes in intracellular Ca®* signaling leading to mitochondrial
impairment, oxidative stress and glutathione depletion were also reported in rat astrocyte
cultures and caused by specific insertion of [-aggregated AP4, into the astrocyte plasma
membrane [45]. Therefore rat astrocytes are more vulnerable to A than human astrocytes in
vitro, even though AP probably induces oxidative stress in human astrocytes. In this case,
AP toxicity would increase in a pro-oxidant environment with lower antioxidant defense.
Certainly, the toxic and inflammatory damage to human astrocytes caused by AP, increased
greatly in the presence of redox active iron and an inhibitor of glutathione synthesis. As expected,
depletion of glutathione per se did not induce oxidative stress, whereas Fe** and BSO/Fe®*
increased ROS generation but not cell death. The pro-oxidative effects of BSO and Fe®" partially
mimic the oxidative stress of aged brain astrocytes, with lower antioxidant defense and free
radical damage [24, 25]. The age-related iron homeostasis disruption leads to iron increase and
also contributes to oxidative stress in the aged brain [15]. Incubation of cultured human
astrocytes with AP, induced negligible ROS generation, which was highly significant in aged-like

astrocytes, with impaired antioxidant defense and Fe**-induced oxidative stress.

Human astrocytes in vitro show flat and polygonal morphology, even though they are multiple
branched cells in the brain. This is also the case for murine astrocyte cultures. In the latter, several
agents, including cytokines and A, induce skeletal reorganization to a stellate morphology, which
is indicative of activation plastic changes [46-48]. Treatment with IL13 induced a stellate
morphology in our human astrocyte cultures, as previously reported by other authors [49]. To a
lesser extent, A} exposure caused morphological changes that are indicative of activation. These
changes were highly potentiated in a pro-oxidant environment when the peptide was co-
incubated with FeSQO, in glutathione-depleted astrocytes. We did not detect an increase in nitrite
formation after these treatments. Activated astrocytes adjacent to AP plaques in AD brain
generate NO [50], whereas astrocytes in healthy brain do not. The astrocyte inducible enzyme NO
synthase is activated by cytokines or other mediators of brain damage. Several authors have
reported that AP causes NO generation in murine astrocyte cultures in the presence of cytokines,
that are either co-incubated [51] or released by contaminating microglia [52]. However, the
peptide alone does not cause NO generation [53; but see 54]. We found that cultured human
astrocytes generated NO after incubation with cytokines, but not with AB. The mixture of IL1

and INFy caused nitrite production, as previously described [55, 56].
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The mixed treatment of AB4 plus BSO and Fe? induced a low level of apoptotic death, which
corroborates its toxic effects. An apoptotic pathway was also reported in cultured rat astrocytes,
as induced by AP toxicity [57]. The increased sensitivity of human astrocytes to AP in the presence
of iron and impaired redox homeostasis means that aged astrocytes are more liable to suffer A}
damage and enter into the AD vicious cycle of oxidative stress and inflammation than those in
young individuals. Thus, aged astrocytes no longer carry out their functions of synapsis

modulation and vital support to neurons. Instead, they contribute to AD pathophysiology.

The icv infusion of AB in rat is a widely used AD model for pharmacological studies, as cognitive
impairment and other AD-related pathologies can be reliably quantified [58, 59]. The 4-week
combined AB4o/ABs, infusion in a model developed by Frautschy and cols. causes gliosis,
deposition of AP and delayed cognitive impairment [32]. It has been suggested that infused AP,
induces oxidative stress and astrocytic dysfunction that are in the basis of the learning deficits
[60]. Accordingly, we found a sustained decrease of cognitive abilities in the MWM. Twelve weeks
after the first training, retention of reversal platform training was lower than in the control group,
which indicated that long-term cognitive loss had occurred. Moderate AD related brain pathology
was observed, as previously reported [32]. The infusion of a pro-oxidant treatment with BSO and
Fe” did not show toxic effects per se throughout the entire study. However, when treatments
AB4o/ABs> plus BSO/Fe** were simultaneously administrated, both behavioral and pathological
studies showed increased toxicity. These rats had a similar, behaviorally impaired response to the
AB.o/AB4, treated rats in the first training, but a worse response in late reversal training.
Histologically, AR deposits were highly increased, astrocytes were more reactive at the end of the
treatment and they partially maintained activation throughout the 4-month study. Microglia was
more reactive and iron deposits were present until the end of the study. As regards neurons,
hippocampus pyramidal neurons showed highly oxidized DNA at 4 months after ABso/AB4, plus
BSO/Fe*, whereas intraneuronal ubiquitin accumulation was similar to that caused by ABso/AB4,
treatment. Thus, in this rat model, AB inhibits the neuronal ubiquitin proteasome system, as

reported in AD patients [61, 62].

We knew from a previous study that post-acquisition icv infusion with AP4, alone plus BSO and
Fe” induced decreased performance in the MWM tested immediately after the treatment [33].
When we tested this treatment in our long-term study, we found a long lasting spatial memory
impairment, similar to that of the group treated with ABso/AB4, plus BSO/Fe®". Even though both
rat groups were similarly impaired behaviorally, AD pathology was more intense in rats infused
with AB4o/AB4, and BSO/ Fe®* than in those with AB4; and BSO/ Fe?*. This could be partially related

to the fact that iron deposits were long lasting in the first but not in the second group, where they
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could only be detected in rats sacrificed immediately after infusion. Therefore, the interaction of
iron with different AP species can modulate the pathological outcome. It seems that a mixture of
20 ug of AB4o plus 30 ug of AB4, [32] can lead to longer lasting effects in vivo than 50 ug of ABa,
alone [33].

In AD, redox active iron has been reported both intraneuronally in vulnerable neurons [63] and
associated with amyloid plaques and neurofibrillary tangles [64]. Iron was also increased in the A
deposits of AD transgenic mice [65]. In our study we detected an inflammatory response in the
astrocytes of rats treated with iron and AR, which parallels the in vitro effects discussed above in
human astrocytes. The increased oxidative stress seen in these rat hippocampal neurons may be
partially derived from the impaired antioxidant capacity of the surrounding astrocytes. Early Ap-
induced astrocyte derangements may contribute to neuron death by failure of antioxidant
support [66]. In advanced stages of AD pathology, these chronic astrocyte alterations of oxidative
stress and inflammation will further impair neuron functionality and contribute to the

degenerative process [67, 68].

Overall we gathered in vitro and in vivo data that further confirm the involvement of redox
reactive iron in the development of age-related AD pathology and suggest early AP damage of
frail, aged astrocytes. Therefore, the use of in vitro and in vivo aging models may help to
understand the brain aging contribution to AD development and progression. In this line, Pallas
and cols. have suggested that the use of the previously mentioned SAMPS, senescent mice with

some incipient AD traits, may help to unveil “the switch” from aging to AD [69].
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Figure legends

Fig. 1. Oxidative stress in human astrocyte cultures is increased by AB in pro-oxidant conditions.
Treatment with AB4, alone did not generate reactive oxygen species, but AB4, potentiated the
effect of pro-oxidant agents. Astrocytes were incubated with AB4; 20 UM (AB42), FeSO4 25 uM
(Fe) and buthionine sulfoximine 1mM (BSO) for 4 h at 379C. BSO was added 24 h before the
addition of ABs, and FeSO,. The reactive oxygen species generation was assayed by
dichlorofluorescein (DCF) formation. Results are shown as the mean * SEM from duplicate
determinations in four different cultures. Statistics: *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as

compared to control.

Fig. 2. Cytokine treatment causes activation of human astrocytes. Cultured astrocytes changed its
polygonal shape to a smaller spherical body with long filamentous prolongations, known as
stellate morphology, in the presence of active cytokines. Astrocyte morphology was visualized in
astrocytes fixed with 4 % paraformaldehyde and stained with anti-GFAP antibody. Images show
control astrocytes, and astrocytes exposed to interleukin-1p 10 ng/ml (IL-1B), interferon-y 10
ng/ml (IFN-y) or both for 3 days. Arrows indicate long cytoplasmic processes characteristic of the
activated stellate morphology. Scale bar: 20 um. E) Nitrite accumulation in the respective culture
media was measured using the Griess reagent. Results are shown as the mean + SEM of four

determinations from two different cultures. Statistics: *p<0.001 as compared to control.

Fig. 3. Pro-oxidant conditions trigger the toxic and inflammatory effects of Af in human astrocyte
cultures. Treatment with AB,;, alone caused a barely distinguishable change to an activated
morphology. However, the mixed treatment with AB,, and pro-oxidant agents caused astrocyte
activation and apoptosis. A) Astrocytes were stained with anti-GFPA antibody and nuclei were
counterstained with bisbenzimide. Images show control astrocytes, as well as astrocytes exposed
to FeSO, 10 uM (Fe) plus buthionine sulfoximine 1mM (BSO), those exposed to ABs, 5 UM (AB42),
and those exposed to both treatments, for 3 days. BSO was added 24 h before the addition of
AB4; and FeSO,. Apoptotic nuclei show a bright fluorescence (arrow). B) The number of condensed
and fragmented nuclei was recorded for the different treatments, as labeled in the graph. Results
are shown as the mean + SEM of three to five determinations from two different cultures.

Statistics: *p<0.05 as compared to control.
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Fig. 4. In vivo treatment with AP causes a decreased cognitive capacity that is potentiated by pro-
oxidant agents in adult rats. Cognitive behavioral testing in the Morris water maze of rats
administrated with AP and a pro-oxidant treatment showed long term cognitive loss. Pro-oxidant
agents alone did not induce any effect on rat behavior. Rats were previously administrated icv for
4 weeks with: I, a vehicle (Control); Il, a pro-oxidant treatment of 4.48 mg buthionine sulfoximine
and 0.47 mg FeSO, heptahydrate (BSO/Fe); Ill, a mixture of 20 pug ABso and 30 ug ABa, (ABso/AB1y);
IV, pro-oxidant treatment plus AB4o and AR, mixture (ABso/AB4, + BSO/Fe); and V, a pro-oxidant
plus a high AR, treatment of 50 pg (AB.; + BSO/Fe). A) Probe trials performed after a 6 day
acquisition period (week 0) and thereafter at 1, 5 and 9 weeks later. An initial stronger effect was
seen in the group V as compared to the group IV. B) Probe trials performed after a reversal
platform acquisition, initiated 3 weeks after the previous behavioral study at the end of
acquisition (week 0) and 1, 2 and 4 weeks later. In the long term, both groups dosed with AB plus
pro-oxidants (IV and V) showed similarly high deleterious effects on cognition. Dotted lines
indicate chance performance. Statistics: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 as compared to the

indicated experimental group.

Fig. 5. Pro-oxidant agents potentiate brain AB accumulation. AP precipitates were found scattered
in the brain tissue near the ventricular area where it was infused. Vessels also stained positive for
AB. The long term AP accumulation was higher in the groups simultaneously dosed with pro-
oxidant agents. Immunohistochemistry was performed with anti-Ap antibody 4G8 and nuclei
were lightly counterstained with hematoxylin. A-D) Representative images of cerebral cortical
capillary blood vessels in animals sacrificed after the infusion period. E-P) Representative images
of frontal cortex, corpus callosum and septum of animals sacrificed at the end of the study, 4
months post treatment. Arrows point to A3 deposits and AP positive capillary vessels. For details

of treatment groups see the legend to Fig. 4. Scale bar =20 um.

Fig. 6. Brain iron accumulation was caused by AP treatment. Accumulated ferric iron was barely
present in the brain rat after the infusion period and mainly in the group dosed with AB,, +
BSO/Fe. However, 4 months later, the rats dosed with AB,o/AB4, + BSO/Fe showed extensive iron
accumulation. Histochemistry was performed with Pearl’s Prussian blue and tissue was
counterstained with neutral red. A-D) Pyramidal layer of hypocampus CA1 of rats sacrificed at the

end of the infusion period. E-H) Septum of rats sacrificed at the end of the study, 4 months later.
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Arrows point to intra and extracellular precipitates. For details of treatment groups see the legend

to Fig. 4. Scale bar = 20 um in A- D and 40 um in E-H.

Fig. 7. Pro-oxidant agents potentiate astrocyte activation induced by AB treatment. Immediately
after treatment, the higher astrocyte reactivity was caused by AB4, + BSO/Fe, where astrocytes
also stained positive for Fluoro-Jade B. Long term reactive astrocytes were mainly observed in rats
treated with AB4o/AB4; + BSO/Fe. A-D) Images of immunohistochemistry with anti-GFPA antibody
and light counterstain with hematoxylin in hippocampus Ammon’s horn of rats sacrificed
immediately after the infusion treatment. E-H) Fluoro-Jade B fluorescence staining of the same
brain area and treatment groups than the previous images, as indicated. I-P) GFAP
immunostaining in frontal cortex and corpus callosum of rats sacrificed at the end of the study, 4
months post treatment. Arrows point to reactive astrocytes. For details of treatment groups see

the legend to Fig. 4. Scale bar = 80 um in A-H and 20 um in I-P.

Fig. 8. Pro-oxidant agents potentiate microglia activation induced by AP treatment. Treatment
with AB.o/AB4; + BSO/Fe caused microglia reactivity that was maintained up to the end of the
study, 4 months after treatment. The other AP treatments assayed caused short time reactivity.
A-D) Microglia staining with Lycopersicum esculentum lectin hystochemistry and light counterstain
with hematoxylin in frontal cortex of rats sacrificed immediately after treatment. E-H)
Immunostaining of reactive microglia with anti-OX42 in the corpus callosum of rats sacrificed at
the end of the study. Arrows indicate reactive microglia. For details of treatment groups see the

legend to Fig. 4. Scale bar = 20 um in A-D and 40 um in E-H.

Fig. 9. Brain neurons suffer a delayed damage after AB and pro-oxidant agent treatment.
Neuronal damage was not detected histologically in the early sacrificed rats, but only at the long
term period assayed at 4 months post treatment. A-D) DNA oxidation, as indicated by staining
with anti-8-OHdG antibody, was caused by AB4./ABs, + BSO/Fe and in minor degree by AP4, +
BSO/Fe. E-H) Proteasome system dysfunction, as indicated by anti-ubiquitin antibody staining of
intraneuronally accumulated ubiquitin, was caused by AB4o/ABa; in the presence or absence of
pro-oxidants. After immunohistochemistry, tissue was lightly counterstained with hematoxylin.
Arrows point to damaged pyramidal neurons. For details of treatment groups see the legend to

Fig. 4. Scale bar = 20 um.
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Discusién: discusién general

DISCUSION

En nuestro objetivo de caracterizar modelos in vitro para el estudio del papel de los
astrocitos en el envejecimiento hemos establecido dos modelos que nos han permitido estudiar la

capacidad neuroprotectora de los astrocitos.

En el primer modelo en el que los astrocitos se han cultivado durante 90 dias (90 DIV)
hemos encontrado un aumento de GFAP y S1008, tincion positiva a la f-galactosidasa, un aumento
de ROS, una disminucion de la actividad mitocondrial y un aumento de expresion de nitrotirosina,
SOD-1, HO-1 y iNOS en relacion a los astrocitos cultivados durante 10 dias (10 DIV). Ademas
hemos observado que los astrocitos cultivados durante 90 dias presentan respecto a los astrocitos de
10 DIV un aumento de la captacion de glutamato y de los transportadores de glutamato GLAST.
Como ya hemos discutido en el articulo, la mayor parte de estos cambios correlacionan con los
observados en otros estudios in vitro e in vivo, concretamente el aumento de GFAP, S100p y
SODI1 en el cerebro de ratones SAMPS8 con envejecimiento acelerado (Kawamata et al., 1998). La
observacion mas remarcable de este estudio ha sido la menor capacidad de neuroproteccion de los
astrocitos 90DIV en cocultivo con neuronas, parcialmente recuperada con el tratamiento de
antioxidantes como el trolox y la curcumina. La curcumina es un polifenol procedente del rizoma
de la planta Curcuma longa que posee actividad antitumoral, antioxidante, antiinflamatoria y se
estudia su aplicacion clinica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Cashman et al.,
2008; Strimpakos & Sharma, 2008). De su funcién antioxidante se conoce que la curcumina es un
scavenger de radicales libres como los radicales superoxido e hidroxilo (Ak & Giilgin, 2008).
Ademas este antioxidante puede promover o inhibir la induccién de HO-1 y iNOS respectivamente.
El trolox es el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilico, un tocoferol antioxidante
derivado de la vitamina E (Usuki et al., 2001). De su funcion antioxidante se sabe que es un
scavenger de radicales libres como el radical hidroxilo (Aruoma et al., 1990). Este antioxidante
previene la formacion de ROS y mejora la viabilidad de los astrocitos tras la exposicion a peroxido
de hidrogeno y FeSO, (Gorina et al., 2007). Ademas puede prevenir el efecto del estrés oxidativo in
vitro en los procesos bioldgicos relevantes como la sintesis de proteinas (Argiielles et al., 2007).
Las funciones del trolox estan actualmente en estudio. Se conoce su efecto neuroprotector tras la
isquemia cerebral (Gupta & Sharma, 2006), también mejora la funcionalidad neuronal en la
neuropatia diabética (Sharma SS & Sayyed SG., 2006) y se estd estudiando su posible uso en la
enfermedad de Alzheimer (Quintanilla et al., 2005). La mejora de la viabilidad de las neuronas en
cocultivo por estos antioxidantes nos sugiere que el estrés oxidativo es importante en la pérdida de
la funcidén neuroprotectora de los astrocitos durante el envejecimiento, aunque el efecto preventivo
parcial de los antioxidantes sugiere que puede haber otros factores implicados como una

deficiencia de los factores neurotroficos (se comenta mas adelante).
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En este estudio hemos observado como por una parte los astrocitos envejecidos in vitro
generan ROS y por otra parte sobreexpresan enzimas antioxidantes como defensa, aunque no son
suficientes para protegerse del estrés oxidativo padeciendo dafios como la nitrosilacién de sus
proteinas, la disminuciéon de la actividad mitocondrial y una disminucién en su capacidad
neuroprotectora. La generacion de ROS puede inducir una sobreexpresion de enzimas antioxidantes
como SOD y HO-1 para proteger en un principio del dafio oxidativo, pero mantener sus niveles
elevados durante un largo periodo de tiempo puede alterar la funcidn astrocitaria. Es decir el
aumento de los niveles de SOD sin estar aumentados de manera equilibrada los niveles de catalasa
y GPX pueden provocar el aumento de peroxido de hidrogeno aumentando asi el estrés oxidativo
(Kowald et al., 2006). De hecho, se ha descrito en cerebro de ratones viejos un aumento de
actividad del enzima SOD respecto a la actividad de GPX (Leutner et al., 2001). En células
transfectadas donde se desequilibra la ratio de actividad SOD/GPX se observa un aumento de
peroxido de hidrogeno y presentan caracteristicas de senescencia (Haan et al., 1996). Por otra parte
se ha observado que la sobreexpresion de HO-1 en astrocitos de rata promueve el acumulo del
hierro mitocondrial (Schipper et al., 1999), la sobreexpresiéon de Mn-SOD inducida por radicales
libres (Frankel et al. 2000) y el dafio oxidativo de los lipidos, proteinas y acidos nucleicos
mitocondriales (Song et al., 2006). En experimentos in vitro las células PC12 en cocultivo con
astrocitos de rata que sobreexpresan HO-1 son mas susceptibles al dafio oxidativo (Song et al.,
2007). Asi el aumento de expresion de HO-1 a lo largo del tiempo también puede contribuir al

estrés oxidativo y alterar la actividad mitocondrial afectando a la funcionalidad glial.

La captacidon de glutamato es nuestro dato mas controvertido ya que en estudios con
sinaptosomas de ratas viejas se ha visto un descenso de la captacion (Segovia et al., 2001) mientras
que en experimentos con cortes de corteza de ratas viejas no se han visto cambios (Dawson, 1989).
Sin embargo en otros estudios con astrocitos envejecidos in vitro durante 40 dias también se
observo un aumento de la captacidon de glutamato (Gottfried et al., 2002). Por otra parte, se ha visto
en astrocitos in vitro que un aumento de glutamato extracelular produce un aumento de expresion
del transportador GLAST y un incremento de la captacion de glutamato (Duan et al., 1999). Estos
datos se pueden explicar si asumimos que los astrocitos y las neuronas tienen diferentes patrones en
la captacion de glutamato. Se ha observado que la concentracion de glutamato extracelular en el
cerebro se presenta invariable durante el envejecimiento (Segovia et al., 2001). Esto podria ser
debido a una reduccion en la captacion de glutamato en las neuronas lo cual produciria un aumento
de la concentracion de glutamato extracelular que ocasionaria un aumento de la captacién en los

astrocitos manteniendo asi la concentracion de glutamato inalterado en la sinapsis.
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Nuestro segundo modelo de estudio del envejecimiento de los astrocitos es el cultivo de
astrocitos de ratones SAMPS8 de envejecimiento acelerado. Estos ratones han demostrado ser un
buen modelo de envejecimiento in vivo y lo hemos escogido por sus caracteristicas
neurodegenerativas y neuropatologicas (Takeda 2009). En estos cultivos de astrocitos hemos
detectado una hiperfosforilacion de tau, y un aumento de la actividad de las kinasas Gsk3p y CdkS5
que fosforilan tau. Ademas hemos observado que su inhibicion reduce la hiperfosforilacion de tau.
Por otra parte, hemos encontrado un aumento de ROS acompafiado con un incremento de
lipoperoxidacion y oxidacion proteica, un descenso del potencial de membrana mitocondrial y un
descenso de su captacion de glutamato. Por tltimo, hemos visto que tienen una menor capacidad

neuroprotectora.

Los resultados de este trabajo coinciden con los estudios neuropatoldgicos en los ratones
SAMPS (Tomobe, 2009). Asi, estudios in vivo en ratones SAMPS8 han relacionado la produccion
de ROS con la anormal hiperfosforilacion de tau, y han sugerido que esto contribuye al proceso
neurodegenerativo que se produce en el cerebro de estos animales (Alvarez-Garcia et al., 2006). En
los cerebros de estos ratones se han encontrado aumentados los niveles de peroxidacion lipidica y
enlaces carbonilo en sus proteinas (Butterfield et al., 1997; Yasui et al., 2003). En los ratones
SAMPS de 5 meses se ha observado hiperfosforilacion de tau en la corteza, el estriado y el
hipocampo donde la actividad de Gsk3p no variaba pero si se veia aumentada la expresion y la
actividad de Cdk5 (Canudas et al., 2005). Las diferencias encontradas en la actividad de Gsk3f3
entre los estudios in vivo y nuestro modelo in vitro puede deberse a que nuestros datos se observan
en los astrocitos y que las neuronas pueden tener otro patron de actividad de esta quinasa. Ademas,
otro estudio establece que la fosforilacidén previa de tau por Cdk5 aumenta la actividad de Gsk3 y

sugiere que tau, Cdk5 y Gsk3f formarian un complejo de 450 kDa en el cerebro (Li et al., 20006).

La hiperfosforilacion y agregacion de tau puede ser un proceso normal durante el
envejecimiento, o segun su intensidad y las areas del cerebro afectado considerarse un proceso
patologico que se da en enfermedades como las taupatias. En algunos modelos animales como los
roedores, los perros y los monos viejos se ha observado que no padecen patologia de tau. En
cambio todos los cerebros de personas mayores de 75 afios sanos no dementes presentan
sistematicamente agregados de tau en la corteza entorrinal y puede llegar a afectar al hipocampo
(Bueé et al., 2000). En los ancianos dementes la taupatia afecta a todas las areas de la corteza
cerebral y del hipocampo. Asi la taupatia segiin el grado de afectacion cerebral puede ser un

proceso normal dentro del envejecimiento o convertirse en patoldgico (Delacourte et al., 2002). En
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los ratones SAMP8 de edades tempraneas se ha descrito un aumento de hiperfosforilacion de tau en
diferentes areas cerebrales como la corteza, el estriado y el hipocampo respecto a los ratones

SAMRI relacionando la patologia de tau con la senescencia en estos ratones (Canudas et al., 2005).

Ambos modelos tanto el del cultivo a largo plazo de astrocitos de rata como el cultivo de
astrocitos de ratones SAMPS8 son validos para estudiar los procesos de envejecimiento. En nuestro
estudio con astrocitos de ratones SAM hemos comprobado que estas células tienen caracteristicas
que reproducen el envejecimiento in vivo que sufren estos ratones de senescencia acelerada en
edades relativamente tempranas. Es importante sefialar que en ambos modelos encontramos que
las alteraciones que padecen los astrocitos disminuyen su capacidad neuroprotectora y esta
disfuncion glial probablemente aumente la fragilidad neuronal a padecer trastornos
neurodegenerativos. Es por esto que el envejecimiento es un importante factor de riesgo de padecer
este tipo de enfermedades y el principal factor que induce a padecer EA (Barranco-Quintana et al.,
2005). Comparando ambos modelos concluimos que el cultivo de astrocitos SAMPS in vitro es el
modelo mas adecuado para estudiar los cambios que padecen los astrocitos durante el
envejecimiento, ya que reproduce mejor las alteraciones observadas en los cerebros de los ratones
SAMPS8. La presencia de cambios patologicos en los astrocitos SAMP8 in vitro la hemos
corroborado con estudios de protedémica comparativa entre cultivos de astrocitos SAMRI y
SAMPS8 (Diez-Vives et al., 2009). El cultivo de astrocitos in vitro durante un largo periodo de
tiempo tiene el inconveniente de que puede producir alteraciones extrinsecas a las propias del

envejecimiento.

Hemos observado que la funcidn anticitotoxica de los astrocitos que protege a las neuronas
esta disminuida probablemente debida a cambios en la captacion de glutamato y en los niveles de
enzimas antioxidantes que conducen al aumento del estrés oxidativo. Esta alteracion funcional
podria ser un factor que contribuyera al desencadenamiento del envejecimiento. Asi, el aumento de
estrés oxidativo generado por los astrocitos puede ser un factor importante en el envejecimiento.
De acuerdo con la teoria de los radicales libres, que es la mas aceptada para explicar el
envejecimiento, éste se produce por un fallo del mantenimiento de la homeostasis probablemente
debido al estrés oxidativo (Valko et al., 2007; Poon et al., 2004a). El cerebro es particularmente
susceptible al dafio oxidativo y los astrocitos son los principales responsables de la defensa
antioxidante. Los astrocitos envejecidos son mas sensibles al estrés oxidativo y menos capaces de
detoxificar las ROS, lo que también afectaria al aumento de toxicidad de estos radicales libres en el

cerebro (Lin et al., 2007; Lii et al., 2008a, Lii et al., 2008b). Nuestros trabajos con astrocitos en
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cultivo sugieren que estas células gliales del cerebro pueden padecer alteraciones que con el tiempo

contribuyan a la generacién de ROS y a la disminucion de la viabilidad neuronal.

Es dificil separar un modelo de envejecimiento de un modelo de Alzheimer esporadico ya
que la patologia amiloidea y la taupatia estan muy ligadas al envejecimiento. Esto esta claro en los
ratones SAMPS, considerados un modelo constatado de envejecimiento, ya que sus alteraciones
cognitivas, el incremento de estrés oxidativo cerebral, la gliosis, la hiperfosforilacion de tau y sus
depdsitos de AP coinciden ademas con el desarrollo de la EA (Pallas et al., 2009). Asi los estudios

en ratones SAM pueden ser claves en el paso desconocido entre el envejecimiento y la EA.

Como ya se ha comentado anteriormente, algunas de las alteraciones observadas en los
cultivos de astrocitos envejecidos o de astrocitos SAMPS podrian ser debidas a una deficiencia
neurotrofica. E1 GDNF es un conocido factor neurotrofico que se expresa tanto en astrocitos como
en neuronas (Scharr et al., 1993). Un aumento de la sintesis y expresion proteica de GDNF por
parte de los astrocitos se cree que incrementa la supervivencia neuronal y la plasticidad sinaptica
después de la isquemia (Miyazaki et al., 2001; Tokumine et al., 2003) y del dafio excitotdxico
(Marco et al., 2002). La funcion del GDNF esta poco estudiada en el envejecimiento y en la EA. En
estudios previos se ha observado que la expresion de GDNF disminuye durante el envejecimiento
(Matsunaga et al., 2006). Ademads, se ha visto que el GDNF disminuye la apoptosis generada por el
péptido betamieloide aunque no previene la hiperfosforilacion de tau (Ghribi et al., 2004). En
nuestro estudio realizado con ratas envejecidas hemos observado que un aumento de la produccion
de GDNF por parte de los astrocitos a través de la inyeccion de un vector lentiviral en el area CA1
del hipocampo mejora su estado cognitivo y aumenta los niveles de los neurotransmisores
acetilcolina, dopamina y serotonina en el hipocampo. En este trabajo comprobamos como los
astrocitos son el tipo de células apropiadas para sobreexpresar GDNF en terapias génicas. Las
deficiencias cognitivas de las ratas viejas no han sido totalmente restablecidas, lo cual podria
indicar que la region CA1 del hipocampo donde se realiza la accion paracrina del GDNF es una
area cerebral demasiado pequefia para obtener una recuperacion funcional del aprendizaje. En estos
experimentos, los lentivirus muestran ser de gran eficacia, y un tratamiento a mas largo plazo

podria producir mejores resultados.

Cabe destacar que la expresion de GDNF en el hipocampo de ratones SAMPS esta ya
disminuida en relacion con los controles SAMRI a los dos meses de edad (Miyazaki et al., 2003).

Esto podria influir en las deficiencias cognitivas que presentan los ratones SAMPS. En nuestro
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grupo pensamos que seria interesante sobreexpresar GDNF en el hipocampo de estos ratones.
También se han publicado estudios en los que la restriccion caldrica y el ejercicio aumentan los
niveles de GDNF en el cerebro (Saavedra et al., 2008). El uso de estas estrategias tiene un gran

interés debido a que no son tratamientos invasivos.

En nuestro estudio in vitro con astrocitos humanos hemos observado que el péptido
betamieloide produce un cambio de morfologia de estas células que adoptan una forma filamentosa
comparable al que hemos visto con la aplicacion de citoquinas. En el tratamiento con Ap42, BSO y
hierro, ademas del cambio en la morfologia mayor de los astrocitos hemos visto su inflamacion,
observacion que coincide con los resultados publicados en el tejido de ratas inyectadas con este
tratamiento (Lecanu et al., 2006). Ademas, el ambiente prooxidante (BSO y hierro) junto con AB42
es la unica condicion que produce la condensacion de los nucleos de los astrocitos in vitro. Este
tratamiento produce mayor formacién de ROS que el ambiente prooxidante solo. Asi concluimos
que los astrocitos responden poco al péptido betamieloide pero en una situacién prooxidante tienen
una respuesta inflamatoria y de estrés oxidativo. Esto podria significar que los astrocitos
envejecidos que tienen un nivel basal mas alto de estrés oxidativo fueran mas sensibles a los dafios
causados por el péptido betamieloide. La mayor sensibilidad al péptido betamieloide originaria una
cascada que conllevaria a una menor neuroproteccién con un aumento en la neurotoxicidad,

contribuyendo asi a los cambios patoldgicos caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer.

En nuestro modelo in vivo de la EA hemos visto deterioro cognitivo en todas las ratas
tratadas con el péptido betamieloide, y esta deficiencia cognitiva es atin mayor cuando el animal es
tratado con el péptido betamiloide en un ambiente prooxidante. Asi el efecto del péptido
betamieloide en presencia de agentes prooxidantes actiia de manera mas toxica sobre la transmision
sinaptica cosa que se refleja en el comportamiento de estos animales. Nuestro grupo, al igual que
otros investigadores (Malm et al., 2006), sugiere que el péptido betamieloide junto al estrés
oxidativo y la disfuncion astrocitaria pueden dar como resultado un deterioro cognitivo a través de

una disfuncion sinaptica en el hipocampo y la corteza cerebral.

En este estudio de la EA no observamos placas neuriticas maduras pero si observamos
deterioro cognitivo. Esto puede ser debido al efecto toxico del péptido betamieloide soluble que
detectamos y al que vemos en forma de depdsitos difusos sobretodo en las ratas tratadas con
agentes prooxidantes junto al AP. En modelos murinos se ha observado que el péptido
betamieloide soluble puede producir deterioro cognitivo dafiando la plasticidad sinaptica e

interfiriendo con la LTP (Ferreira et al., 2007). La presencia de placas neuriticas tampoco garantiza
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el desarrollo de la enfermedad porque se han encontrado placas en el cerebro de ancianos sanos.
Hay una relacion entre el péptido betamieloide extracelular fibrilar que formaria las placas
neuriticas y el péptido intraneuronal. En modelos murinos como el triple transgénico (3xTgAD) se
ha descrito que primero aparece el péptido intraneuronal con presencia de deterioro cognitivo, y
que a medida que envejece el animal el péptido intraneuronal disminuye mientras que aumenta el
péptido betamieloide extracelular y los dafios cognitivos se agravan. Diversos estudios sefialan que
estas dos formas del péptido betamieloide estan relacionadas, y que la disminucién del AP
intraneuronal no parece deberse a la disminucién del numero de neuronas, ni a una desigual
sensibilidad de los anticuerpos por el betamieloide intracelular, sino a un aumento del péptido
betamieloide total del cerebro (Oddo et al., 2006). Este aumento de betamieloide puede ser debido
a un cambio en la relacién entre la produccion del péptido y su degradacion, ya que se ha
confirmado una disminucion de los enzimas que degradan el AP, como la enzima de degradacion

de la insulina (IDE de insulin degrading enzyme) y la neprilisina (Oddo et al., 2006).

En nuestro modelo de la EA no hemos observado muerte neuronal ni astrocitaria, lo que ya
esperabamos porque se ha descrito que el péptido betamieloide sélo causa muerte neuronal si es
intraneuronal, y en los astrocitos no causa muerte in vitro ni aplicado intracelular ni

extracelularmente (Zhang et al., 2002; Li et al., 2007).

En nuestros estudios histopatologicos en este modelo de EA hemos visto precipitados de
hierro, activacion glial, dafio oxidativo del DNA y proteinas ubicuitinadas en neuronas de la
corteza y del hipocampo de los grupos tratados con AP en condiciones prooxidantes, sobretodo en
el grupo tratado con AP40 +AB42. Esto nos sugiere que el AP altera de manera mas toxica a las
células cerebrales, tanto neuronas, astrocitos como microglia, bajo condiciones prooxidantes que en
condiciones normales. Ademas concluimos que el dafio de estas células es importante afectando a

su metabolismo y actividad funcional actuando a nivel del nucleo y la degradacion proteica.

Todos estos datos nos indican junto a otros datos de la literatura que las terapias que nos permitan
disminuir el estrés oxidativo en la EA, como es el tratamiento con antioxidantes y quelantes de
metales como el hierro (Cole et al., 2005; Reddy et al., 2009), pueden contribuir a una menor

toxicidad del péptido betamieloide y llevar a una mejoria cognitiva en los pacientes con EA.

Los astrocitos son esenciales para mantener el cerebro sano y funcional, y cuando se
activan lo ayudan a recuperarse frente a dafios patologicos producidos durante enfermedades
neurodegenerativas como la EA. Las células gliales son importantes para eliminar el péptido
betamieloide y ayudar al correcto funcionamiento cerebral. Recientemente se ha sugerido en la
literatura que cambios en los procesos de division glial durante el envejecimiento pueden

participar en la patogénesis de la EA (Farfara et al., 2008). Debido a que los astrocitos son unas
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células muy abundantes en el cerebro y a su continua regeneracion durante la vida del hombre
hacen de estas células una diana terapéutica ideal para las enfermedades neurodegenerativas. La
base para una terapia con éxito contra estas enfermedades depende de entender la interaccion

neurona-glia (Farfara et al., 2008).

Actualmente la busqueda de estrategias terapéuticas para favorecer un envejecimiento
saludable es de gran interés para las autoridades Europeas. No es cuestion de curar el
envejecimiento sino de evitar que se haga patoldgico. Desde hace tiempo nuestro grupo esta
interesado en buscar estrategias preventivas del envejecimiento patologico y de la EA. A partir de
los resultados descritos en esta tesis se han iniciado en nuestro laboratorio estudios de terapias
preventivas con idea de reducir/evitar el estrés oxidativo y mejorar la generacion de factores
neurotroficos. Hemos iniciado estudios de restriccion calorica in vitro que disminuyen la actividad
mitocondrial haciéndola mas eficiente disminuyendo el consumo de oxigeno y por tanto la
produccion de ROS. Ademas, se estan realizando estudios de ejercicio voluntario en animales triple
transgénicos 3xTgAD con el fin de aumentar los niveles de factores neurotroficos, reducir los

niveles de péptido betamieloide y mejorar el estado oxidativo cerebral.
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Figura 56. Alteraciones de los astrocitos en el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer.
S Garcia-Matas.
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Discusién: discusién general

En la figura 56 se resume lo mas destacado que hemos mostrado en esta tesis. Los astrocitos con
la edad experimentan una serie de alteraciones como son la astrogliosis, el aumento de generacion
de ROS, y la desregulacion de las defensas antioxidantes y anticitotoxicas que conllevan una
menor neuroproteccion y un efecto nocivo sobre las neuronas. En condiciones normales, las
neuronas durante el envejecimiento padecen una menor capacidad de neurotransmision y
desregulacion de la homeostasis celular pero continuan siendo funcionales. En el envejecimiento
cuando hay un gran nivel de estrés oxidativo este puede llegar a ser patologico. En el caso de la
enfermedad de Alzheimer, ya sea por causas genéticas o ambientales, la mayor generacion de
péptido betamieloide en condiciones de estrés oxidativo incrementa el efecto nocivo del AP
generando mas ROS e incrementando la patologia de TAU. Todo ello conduce a una alteracion de
la funcionalidad astrocitaria y neuronal llevando incluso a la muerte neuronal y a dafar
irreversiblemente el cerebro del enfermo. En nuestro grupo estamos estudiando terapias preventivas
para combatir el envejecimiento patoldgico como son la restriccion caldrica, el ejercicio voluntario

y la terapia génica.
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Conclusiones de la tesis

CONCLUSIONES

1. Los astrocitos de rata cultivados 90 DIV adquieren caracteristicas de senescencia y activacion
similares a las observadas en los astrocitos de animales viejos. Ademas presentan un incremento de
la generacion de ROS vy alteracion de las defensas antioxidantes, lo cual aumenta el estrés oxidativo

celular y disminuye la funcionalidad mitocondrial.

2. Los astrocitos de los ratones SAMPS8 generan una mayor cantidad de ROS que los de SAMRI.
Esto conduce a la oxidacion de los lipidos y de las proteinas ocasionando a su vez cambios que se
traducen en una menor actividad mitocondrial y una mayor fosforilacién de tau. Las alteraciones
observadas en cultivo son similares a las detectadas en los cerebros de estos ratones a los 5 meses

de edad.

3. Los astrocitos de rata cultivados 90 DIV y los de ratones SAMPS sufren cambios en la captacion
de glutamato que pueden potenciar la excitotoxicidad neuronal en los procesos neurodegenerativos.
Ambos tipos de astrocitos pierden parcialmente su capacidad neuroprotectora. Asi, la senescencia
astrocitaria in vivo podria contribuir a aumentar el dafio neuronal en los procesos

neurodegenerativos asociados con la edad.

4. La expresion de GDNF en los astrocitos de la zona CA1 del hipocampo aumenta la capacidad
cognitiva de las ratas viejas deficientes hasta niveles cercanos a las no deficientes. EI GDNF
incrementa los niveles locales de neurotransmisores serotonina, dopamina y acetilcolina,

posiblemente responsables de la mejora cognitiva observada en las ratas viejas.

5. El GDNF podria ser un buen candidato para la terapia génica en enfermedades
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento como la enfermedad de Alzheimer. En nuestro
estudio, el vector lentiviral utilizado para sobreexpresar GDNF ha resultado de gran eficacia y bien

tolerado.

6. Los astrocitos humanos en cultivo tratados con el péptido betamieloide presentan una mayor
activacion en condiciones prooxidantes con hierro reactivo e inhibicion de la sintesis de glutation.

El tratamiento combinado produce una marcada respuesta inflamatoria y de estrés oxidativo.

7. En nuestro modelo de rata inyectada con betamieloide icv, el tratamiento prooxidante potencia
el efecto del péptido sobre la activacion glial y la disfuncion neuronal. Como consecuencia
aumenta el deterioro cognitivo a largo plazo. Las alteraciones cronicas de inflamacion y estrés
oxidativo en los astrocitos en el envejecimiento pueden contribuir al proceso neurodegenerativo de

la enfermedad de Alzheimer.
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