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Yesterday is but today's memory, tomorrow is today's dream.
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. Introduccio






1. La malaltia d’Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer (MA) va ser descrita per primera vegada com un cas inusual
de deméncia, “Uber eine eigenartige Erkankung der Hirnhinde” (Alzheimer, 1907). Avui
en dia, pero, parlar d’Alzheimer és parlar de la tercera edat, ja que I'edat és el principal
factor de risc de patir MA. Aixi, una de cada deu persones majors de 65 anys pateixen
la malaltia (Smith, 1998), i a cada interval creixent de 5 anys la incidéncia es duplica
(Katzman i Fox, 1999). De fet, I'any 2050, una de cada 85 persones patira la MA arreu
del planeta (Brookmeyer et al., 2007), i si es compleixen les projeccions de poblacio
mundial de les nacions unides (United Nations, 2009), més de 107 milions de persones
patiran aquesta malaltia. Aixi doncs, la MA s’ha convertit en un problema de salut de

primer ordre (Avramopoulos, 2009).

Els dos trets histologics principals de la MA en el cervells son les plaques neuritiques i
els cabdells neurofibril-lars (neurofibrillary tangles, NFT) (Selkoe, 1991). Les plaques
neuritiques estan formades per un nucli de péptids B-amiloide (AB) agregat de manera
aberrant, mentre que els NFT son un agregat intraneuronal anormal format basicament
per la proteina tau hiperfosforilada. Aquestes lesions es troben presents al neocortex
temporal i a les regions de I'hipocamp del cervell de pacients de MA (Taguchi et al.,
2005). El neocortex es compon de sis capes, numerades de la | a la VI, que
recobreixen els lobuls frontals i prefrontals del cervell. Entre les seves funcions hi
trobem la percepci6 sensorial, la generacié d’ordres motrius, el raonament espacial, el
pensament conscient i el llenguatge. L’hipocamp es troba en l'escor¢a cerebral del
cervell anterior i esta involucrat en la formacié i emmagatzematge de noves memoaries
(Squire, 1992) aixi com en la codificacié espacial (O'Keefe i Nadel, 1978). Tot i que
I'etiologia de la MA encara és desconeguda, i de fet hi ha nombroses hipotesis en
referéncia a aquest tema, les plaques neuritiques i els NFT sbén encara avui en dia la
Unica eina de diagnostic tangible i que es realitza post mortem (McKhann et al., 1984;
Epis et al., 2010). Aquests dos fets es consideren claus en la patogénia de la MA, tot i
que el mecanisme exacte pel qual aquests dos fets estan connectats i indueixen

neurotoxicitat encara és objecte d’estudi i controvérsia (Mudher i Lovestone, 2002).



1.1 Signes clinics i simptomes

Podem dividir la MA en dues variants, la MA de tipus esporadic i aparicio tardana i la
MA de tipus familiar i d’aparici6 a edats més joves. Tot i les diferencies en 'edat
d’aparici6é, les dues variants mostren caracteristiques neurologiques i
histopatologiques similars i es consideren el mateix trastorn. La MA de tipus genétic
apareix abans dels 65 anys i genera aproximadament un 5% del total de casos de MA
(Pimplikar, 2009); aquesta forma de MA lligat a predisposicié familiar esta produida
majoritariament per mutacions als gens de la proteina precursora de I'amiloide
(amyloid precursor protein, APP) (Goate et al, 1991), la presenilina (PS) 1
(Sherrington et al., 1995) i la PS2 (Levy-Lahad., 1995). La MA d’aparicioé espontania es
presenta a partir dels 65 anys i és la forma més comu de la malaltia, amb prop del 95%
del total dels casos (Alzheimer’'s association, 2008), aquesta forma de la malaltia
sembla que no esta lligada a susceptibilitat familiar (Bertram i Tanzi, 2008). Cal
destacar que un polimorfisme comu (€4) al gen que codifica I'apolipoproteina E (ApoE)
incrementa el risc de patir les dues variants de la malaltia (van Duijn et al., 1994;
Corder et al., 1993).

En tots dos casos, la MA és un trastorn lent i progressiu, d’inici insidiés i amb un
deteriorament gradual de la memodria episddica. Els seus signes soén, entre d’altres,
afasia, apraxia i agnodsia, i com a simptomes generals cognitius trobem I'alteracié del

judici, de la presa de decisions i de l'orientacié (Blennow et al., 2006).

Es considera que la neurodegeneracié caracteristica de la MA comencga uns 20 o 30
anys abans de que la clinica es manifesti (Davies et al., 1988). Durant aquesta fase
preclinica, la carrega cerebral de plaques neuritiques i NFT augmenta
progressivament fins que s’arriba al punt en qué els primers signes i simptomes surten
a la superficie. Dificultats per dur a terme tasques laborals o familiars i dificultats per
recordar noms i fets recents sén un simptoma comu inicial. Aquesta fase prévia on
encara no s’ha diagnosticat la MA és sovint designada com deteriorament cognitiu lleu
(mild cognitive impairment, MCI) de tipus amnésic, i es defineix en base a informes
subjectius d’episodis de pérdua de memodria dels propis malalts i es verifica amb
persones proximes al malalt, tot junt amb tests objectius adaptats a I'edat i ajustats al
nivell educatiu del pacient (Petersen, 2004; Crum et al., 1993). L’'MCI de tipus amnésic
és un ens etioldgicament heterogeni ja que molts pacients amb MCI tenen MA
prodromica, altres poden patir diferents trastorns com ara demeéncia vascular i també

d’altres tenen una forma benigna de MCI com a part del procés normal d'envelliment
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(Gauthier et al., 2006). S'ha suggerit que 'MCI de tipus amnésic constitueix en realitat
una primera etapa de la MA (Markesbery et al., 2006), de fet la taxa de conversi6 de
pacients amb MCI a la malaltia d'Alzheimer amb deméncia clinica és de 10-15% per
any (Petersen, 2004; Visser et al., 2005).

Arriba un moment en que el declivi funcional s’ha desenvolupat suficient com per
satisfer els criteris del “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - Fourth
Edition” (DSM-IV; American Psychiatric Association, 1994) per a la demeéncia i el
diagnostic posterior de MA per NINCDS/ADRDA (McKhann et al., 1984), apareix ja
aqui un augment concomitant en l'extensi6 i severitat dels simptomes
neuropsiquiatrics i conductuals (Cummings et al., 1987; Lyketsos et al., 2002). Segons
el “clinical dementia rating” (CDR) podem dividir el devenir clinic de la MA en tres

fases: suau, moderada i severa (Hughes et al., 1982).

En aquest primer estadi de MA suau de CDR 1 (Hughes et al., 1982) podem veure
com ja apareix depressio, ansietat i irritabilitat; estats que sdén acompanyats per
alteracions del son, deliris i paranoies més acusades i inquietud, motora aixi com en
alguns malalts també pot aparéixer apatia greu i aillament social. Tot i aix0, la persona
amb MA és capa¢ de mantenir un sentit i consciéncia propia al llarg d'aquesta etapa
(Jicha i Carr, 2010). En aquesta etapa de la malaltia es mostra per primera vegada una
disminuci6é important en la capacitat de realitzar de manera independent les activitats
de la vida diaria (activities of daily living, ADL) més complexes (Desai et al., 2004;
Patterson et al., 1992; Galasko et al., 2006), com per exemple les dificultats en la
gestio financera, que sovint precedeixen un futur desenvolupament de dificultats amb
simples intercanvis monetaris (Griffith et al., 2003) o la capacitat de conduir vehicles,
que pot veure’s alterada (Dawson et al., 2009). No obstant aix0, la majoria de les
activitats més basiques de la vida diaria poden romandre completament intactes.
Activitats tals i com anar a comprar, cuinar, netejar, aixi com dur a terme aficions
simples poden ser preservades; de la mateixa manera la persona és encara capag de

banyar-se, vestir-se, menjar i controlar la continéncia urinaria (Jicha i Carr, 2010).

A mesura que la malaltia afecta cada vegada més les regions cerebrals limbica i
neocortical, s’arriba al CDR 2 i s’entra en un segon estat de MA moderada (Hughes et
al., 1982) on les alteracions psiquiatriques, conductuals i de funcionament vistes a la
primera etapa s’accentuen. Comencen a emergir al-lucinacions i cada vegada més els
deliris s'integren de manera activa en la construccié de la realitat (Cummings et al.,

1987; Lyketsos et al., 2002). La inquietud motora, sovint manifesta a través de rascar-
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se compulsivament o fins i tot produir-se esgarrapades, pot conduir a infeccions
recurrents de la pell superficial (Johansson et al., 1999). A mesura que la MA segueix
el seu curs, el pacient desenvolupa cada vegada més dificultats amb les ADL. En
aquesta fase moderada de la MA ja li és impossible cuinar, netejar, fer funcionar
aparells eléctrics complexos i dur a terme finances simples. Les habilitats per menjar
solen degenerar i, en aquesta etapa, la persona malalta sovint és capa¢ de menjar
amb un sol cobert o, en darrers estats, només amb els dits. La supervisi6 les 24 hores
del dia és fa gairebé imprescindible, tot i que els malalts de MA encara mantinguin un
cert grau d’'independéncia en les ADL basiques. La inadequacié social pot arribar a ser
problematica i portar a I'aillament social de les persones amb AD i el cercle immediat
dels seus cuidadors, amics i familia. Les manifestacions cliniques es fan més dificils i
resistents al tractament i comencen a emergir com els principals temes de preocupacio
per a tots els involucrats en la cura de la persona malalta. La supervisié d’'un cuidador
és absolutament necessaria per a que es mantingui una correcta administracié de

medicaments i evitar aixi possibles crisis de salut (Jicha i Carr, 2010).

Arribat el punt en qué un malalt entra la fase severa de la MA de CDR 3 (Hughes et al.,
1982), la patologia subjacent propia de la malaltia, la coexisténcia d’altres trets
patoldgics, i/o I'atrofia relacionada amb I'edat fan que el cervell estigui severament
afectat en la seva practica totalitat. La construccié de la realitat esta completament
fragmentada. Els malalts amb al-lucinacions i agitacié agreugen aquestes condicions
per donar pas a un estat progressiu d’apatia. A l'inici d’aquesta fase algunes habilitats
fisiques poden estar conservades i pot aparéixer conversa de manera casual, pero a
mesura que avancga la malaltia sobrevé una completa dependéncia i cessen totes les
funcions amb sentit. La participacié en qualsevol activitat s'atura i la persona amb MA
es queda postrada al llit, convertint-se en totalment dependent d’altres que n’han de
tenir cura per qualsevol activitat o fet del dia a dia. El resultat final és la mort per

comorbiditat o per altres condicions médiques (Jicha i Carr, 2010).



1.2 Neuropatologia

1.2.1 Beta

Les plaques neuritiques formades pels péptids AR van ser descrites per primera
vegada pel Dr. Alois Alzheimer el 1906 (Alzheimer, 1907) i s6n una important
caracteristica patologica de la MA. Inicialment, el péptid AR present a les plaques
senils es pensava que era una proteina anormal (Blennow et al., 2006). Per aixo, va
esdevenir una troballa important saber que I'’AB es produeix constitutivament durant el
metabolisme cel-lular normal (Haass et al., 1992). Els péptids AB estan formats per 36-
43 aminoacids (aa) sent el péptid de 40 aa (AB4o) Més prevalent que el de 42 aa (AB42)
el qual t¢ més toxicitat i tendéncia a agregar-se (Selkoe, 2001a). La protedlisi
amiloidogénica de 'APP es produeix per I'accié enzimatica sequiencial in situ d’'una 3-
secretasa anomenada “beta-site amyloid precursor protein—cleaving enzyme 1’
(BACE-1) (Vassar, 2001), i un complex de proteines anomenat y-secretasa, format per
PS1 o bé PS2, nicastrina, APH1 i PEN2 (Haass, 2004; De Strooper, 2003). La
protedlisi amiloidogénica produeix també els fragments “amyloid intracellular domain”
(AICD) i sAPPg (Fig. 1). Per altra banda, la via no amiloidogénica de procés de 'APP
genera els péptids sAPPaq, i el fragment C83 mitjancant I'accidé de les a-secretases.
Posteriorment el fragment C83 és processat pel complex y-secretasa per alliberar els
fragments p3 i AICD (Kojro i Fahrenholz, 2005) (Fig. 1).

Nonamyloidogenic 4 $ Amyloidogenic

.

Fig.1 Processament de la proteina precursora de I’amiloide. En la via no amiloidogenica del procés
de 'APP, I'a-secretasa allibera el fragment sAPPa al liquid extracel-lular, deixant enrere el fragment C83.
Aquest fragment és després tallat per la y-secretasa, alliberant el peptid p3 extracel-lular i 'AICD
intracel-lular. En la via amiloidogeénica, el procés s’inicia per la BACE-1, que allibera al liquid
extracel-lular el fragment sAPP i produeix el fragment C99. Aquest C99 és també substrat de la y-
secretasa, que al processar-lo genera AR i AICD. El procés de la y-secretasa té lloc a linterior de la
membrana cel-lular. ElI fragment AICD que s’allibera al citoplasma té funcions reguladores de la
transcripcio; modificat de Querfurth i LaFerla, 2010.
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Estudis recents han suggerit que el péptid AR és secretat per neurones durant
I'activitat neuronal excitatoria (Cirritto et al., 2005a), que inhibeix la transmissio
excitadora sinaptica (Kamenetz et al., 2003) i que podria tenir un important paper

fisiologic millorant I'aprenentatge i la retencié de memoria (Morley et al., 2010).

Un augment dels nivells de péptids AR degut a un increment en la seva producci6 i/o
un déficit en la seva eliminacié afavoreixen la formacié d’agregats amiloidals. Els
péptids AB s’agreguen entre ells de manera espontania formant oligdmers solubles. A
mesura que el procés continua, els oligdbmers es van fent més grans convertint-se en
entitats anomenades protofibril-les i fibril-les, el procés avanca i els agregats poden
incorporar també altres proteines i material cel-lular tornant-se ja insolubles i donant

lloc a les plaques neuritiques caracteristiques de la MA (Haass i Selkoe, 2007).

Les proteases neprilisina i I'enzim degradador de la insulina (IDE) regulen els nivells
basals de I'AB. De fet, la neprilisina, és capa¢ de degradar mondmers i oligdmers d’AB
(Kanemitsu et al., 2003) i una reduccié en l'acumulaci6 de neprilisina causa
acumulacié cerebral d’AB (lwata et al., 2001). L'IDE és un enzim que degrada petits
péptids com la insulina i també és capa¢ de degradar mondmers d’AB (Qiu et al.,
1998). En estudis fets amb ratolins s’ha vist com la supressié de I''DE redueix la
degradacié d’AB en més del 50% (Farris et al., 2003). A més, la sobreexpressio de la

neprilisina o de I'IDE prevenen la formaci6 de plaques (Leissring et al., 2003).

Els oligdbmers solubles aixi com les fibril-les son les formes amiloides més toxiques
(Walsh i Selkoe, 2007) i s’ha vist com en preparacions amb seccions de cervell dimers
i trimers de péptids AR indueixen una pérdua progressiva de sinapsis hipocampals
electrofisiologicament actives i una pérdua d’espines dendritiques de les neurones
piramidals de I'hipocamp (Shankar et al., 2007). De fet varis estudis han mostrat com
la severitat dels déficits cognitius en malalts d’Alzheimer és proporcional als nivells
d’oligdmers i no pas de la carrega total d’ AB al cervell (Lue et al., 1999, McLean et al.,
1999; Wang et al., 1999; Naslund et al., 2000).

1.2.2 Tau

La funcio principal de la proteina associada a microtubuls tau, proteina particularment
abundant en axons de neurones, és la d’estabilitzacié dels microtubuls (MT) (Johnson i
Hartigan, 1999). Hi ha sis isoformes principals de tau que s’expressen en cervell

d’huma adult, les quals deriven d'un unic gen per talls i unions alternatives (Fig. 2).
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Les sis isoformes tau difereixen entre si en el nombre de repeticions de zones d’uni6 a
la tubulina i en la preséncia o abséncia d'un o dos inserts de 29 aminoacids en la
porcié N-terminal de la proteina, que no és necessari per la unié a MT (Binder et al.,
1985). Tot i que les sis isoformes semblen funcionalment similars, cada una podria

tenir funcions fisioldgiques distintives (Hong et al., 1998).

1 4R/IN Rl R2 R3 R4 441

REEE |

N terminus C terminus

1 IR/2N 410

| -4-1-.

N terminus C terminus

1 4R/TN 412

[.]]: Fig.2 Estructura i dominis de

N terminus C terminus .
les isoformes de tau que
1 IR/ 381  s'expressen en el cervell
' ' I]]: huma adult. Les isoformes es
: ' ; poden diferenciar entre elles
N terminus C terminus

pel nombre de dominis d’unié a
! 4R/ON 383 |a tubulina (tres o quatre, en

[.:[I: vermell). També es poden

diferenciar per la presencia o

M terminus C terminus
abséncia d'una o dos
! 3RON 2 insercions d'aa (en groc) a la
l]]: porcié N-terminal; modificat de
Kitariminc c terminus  Ballatore et al.. 2007.

Tot i que la funcioé principal del domini d’'unié a MT de la proteina tau és I'estabilitzacio
propia dels MT, s’han dut a termes diversos estudis on s’ha vist que també es podrien
unir a aquest domini altres estructures o enzims tals i com la membrana plasmatica
(Brandt et al., 1995; Maas et al., 2000), filaments d'actina del citoesquelet (Fulga et al.,
2007), tirosina quinases com ara la fyn (Lee et al., 1998), RNA (Kampers et al., 1999) i
PS1 (Takashima et al., 1998). Aquests resultats donarien suport a la idea que la tau
podria donar a lloc a varies interaccions heterogénies, particularment quan no es troba
unida a MT, i que aixd podria afavorir el seu plegament aberrant i agregacio (Kuret et
al., 2005).

En condicions patologiques I'equilibri d’'unié entre la tau i els MT es troba pertorbat. La
separaci6é anormal de la tau dels MT pot ser provocada per multiples causes com un
augment en la taxa de fosforilacié i/o una disminucié en la taxa de desfosforilacio,
generant aixi un increment anormal dels nivells de la fraccio lliure de tau citosolica
(Ballatore et al., 2007). A partir de la tau lliure es formen petits diposits de tau no

fibril-lars (Galvan et al., 2001; Maeda et al., 2007) per, seguidament, generar una
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forma de transici6 estructural anomenada filaments helicoidals aparellats (paired
helicoidal filaments, PHF). Finalment aquests PHF s’agreguen entre si per formar els
NFT caracteristics de la MA (Fig. 3).

Tau and Microtubule
microtubule-associated
proteins
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LaFerla, 2010. )

Arribat aquest punt, la tau ja no s’'uneix als MT sin6 que queda segrestada als NFT
que, en la MA, es troben majoritariament a les neurites distrofiques a més dels somes
neuronals (Mitchell et al., 2000) tot i que també es poden trobar cabdells glials als
astrocits i oligodendrocits (Ballatore et al., 2007). La pérdua de la funcié normal
d’estabilitzaci6 de MT de tau ddéna a lloc a una alteracié patologica en les funcions
normals estructurals i reguladores del citoesquelet, d’aquesta manera el transport
axonal es veu compromeés produint-se aixi disfuncions sinaptiques i neurodegeneracio
(Roy et al., 2005; Trojanowski et al., 2005). De fet, s’ha vist com molécules
estabilitzadores de microtubuls disminueixen la hiperfosforilaci6 de tau i la mort
neuronal per AB (Michaelis et al., 2004) i el paclitaxel, un farmac que estabilitza el
complex MT-tau, disminueix la neurodegeneracié en un model muri de MA (Zhang et
al., 2005).

Tot i que encara avui no se sap del cert el mecanisme exacte pel qual alteracions en la
proteina tau poden generar neurodegeneracio, s’ha postulat que els efectes toxics dels

NFT es deguin a la gran mida d’aquests acumuls a dins de les neurones exercint aixi
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una alteracio fisica directa al transport axonal. A més a més, els NFT poden contribuir
a 'avan¢ de la neurodegeneracié segrestant cada vegada més tau i amplificant la
pérdua de funcié d’aquesta proteina. S’hauria de tenir en compte que els efectes toxics
de guany de funcié davant dels de pérdua de funcié sén dificils de diferenciar entre ells
i que no son excloents I'un de I'altre. D’aquesta manera, una combinaci6 d’aquests dos

efectes podria ser la que generés la neurodegeneracié (Ballatore et al., 2007).

1.2.3 Alteracions sinaptiques

L’edat avancada és el factor de risc més important per a patir la MA i, de fet,
I'envelliment per si mateix genera pérdua de sinapsis (Masliah et al., 1993) i aquesta
pérdua afecta més sensiblement al gir dentat de I'hipocamp (Lister i Barnes, 2009).
Tanmateix, els individus amb MCI tenen un 18 % menys de sinapsis hipocampals que
persones sanes de la mateixa edat i la reduccié de sinapsis en malalts de MA lleu
arriba fins al 55%. A més, els malalts amb MA lleu mostren una disminucié del volum
de la capa neuronal stratum radiatum de I'hipocamp en comparacié a malalts amb MCI
i individus sans (Scheff et al., 2007).

A més a més, els pacients amb MA lleu presenten una reducci6 del 25% de la proteina
presinaptica sinaptofisina, mentre que les altres proteines sinaptiques mostren nivells
normals. Ja en estadis de MA moderada o greu les també proteines sinaptiques
sinaptotagmina i proteina associada al creixement 43 tenen nivells més baixos que en
comparacio a persones de CDR 0 o 0,5 (Masliah et al., 2001). Diversos estudis han
quantificat la pérdua sinaptica i la pérdua neuronal durant el transcurs de la MA i s’ha
vist que la pérdua sinaptica és molt més acusada que la perdua neuronal. A més a
meés, aquesta pérdua sinaptica mostra una millor correlacié amb les puntuacions de
demeéncia que no pas la pérdua neuronal (Terry et al., 1991). A més, la transmissio
basal d’'impulsos aillats i la potenciacié a llarg termini (long-term potentiation, LTP) es
veuen afectades en ratolins amb plaques senils (Larson et al., 1999) aixi com després
d’administrar el péptid AR a rates Wistar sanes (Walsh et al., 2002) i a cultius de

llesques de cervell (Wang et al., 2004).

1.2.4 Deplecié de neurotrofines i neurotransmissors
El treball de Rita Levi-Montalcini i Angeletti que va conduir a la caracteritzacié del
factor de creixement nervidés (nerve growth factor, NGF) (Levi-Montalcini i Angeletti,

1963) va establir les bases per al descobriment de que la proliferacio, diferenciaci6 i
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supervivéncia de les neurones i cél-lules glials es troba sota el control d'una petita
familia de factors de creixement, les neurotrofines. En els mamifers, es troben les
diferents neurotrofines (NT) NGF, factor neurotrofic derivat del cervell (brain-derived
neurotrophic factor, BDNF), NT-3 i NT-4/5 (Schecterson i Bothwell, 2010).

Els nivells normalment alts de receptors de NT en neurones colinérgiques del
telencéfal basal es veu molt reduit en I'tltima etapa de la MA. De fet, s’ha vist com en
ratolins amb reducci6 en la mida i el nombre de neurones colinérgiques del telencéfal
basal, la injecci6 intracerebroventricular d’NGF reverteix aquesta reduccié (Cooper et
al., 2001). A més, un assaig en fase 1 amb el gen d’'NGF va mostrar una millora en la
cognicié i un increment del metabolisme de glucosa al cortex cerebral de malalts
d’Alzheimer, i hi ha més estudis planificats en aquesta direccié (Tuszynski 2007).
D’altra banda, els nivells de BDNF es troben reduits a la MA i 'MCI (Connor et al.,
1997) aixi com el seu mRNA (Holsinger et al., 2000) i aquest fet es reprodueix en
cultius cel-lulars després d’administrar oligdmers d’AB4, (Garzon i Fahnestock, 2007).
En estudis amb ratolins knockout per BDNF o pel seu receptor TrkB s’ha vist com
I'administracié6 de BDNF millora I'aprenentatge i la memoria d’aquests ratolins (Murer
et al., 2001). De la mateixa manera, s’ha vist com el tractament amb BDNF afavoreix la
supervivéncia neuronal, la funcié sinaptica i memodria en ratolins transgénics J20,
model de MA, i en rates Wistar i simis d’edat avancada (Nagahara et al., 2009). Tant
és aixi que I'administracié local de BDNF i potser també el seu receptor han estat

suggerits com un possible tractament per la MA (Pezet i Malcangio, 2004).

El déficit de projeccions colinérgiques en la MA ha estat associat amb la patologia
produida per AB i tau. Els receptors d’acetilcolina (ach) nicotinics presinaptics a-7 sén
essencials pels processos cognitius i els seus nivells es veuen incrementats a la MA
lleu (Ikonomovic et al., 2009) per després veure’s disminuits en les seglients etapes de
la MA (Hellstrém-Lindahl et al, 1999). A més, s’ha vist com el péptid AR s’uneix al
receptor nicotinic a-7 generant una disminucié en [lalliberament d’ach i en el
manteniment de I'LTP (Wang et al., 2000).

Els nivells dels receptors muscarinics d’ach es troben també disminuits en cervell
d’'individus amb MA. L’estimulacié farmacologica dels receptors dels receptors
muscarinics postsinaptics M1 activa la proteina C i afavoreix el processament de I'APP
per la via no amiloidogénica (Nitsch, 1996). A més, I'activacio dels receptors a-7 i M1
limita la fosforilacié de tau (Bitner et al., 2009; Caccamo et al., 2006). Avui en dia, els

tractaments farmacologics per a la MA inclouen els inhibidors de la colinesterasa
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donepezil, galantamina i rivastigmina i, en comparacié amb placebo, aquests farmacs
sén capacos d'estabilitzar o alentir el declivi cognitiu, funcional, de comportament, i el
canvi global en malalts de MA (Hansen et al., 2008). Tanmateix, els inhibidors de la
colinesterasa perden eficacia amb el temps (Takeda et al., 2006). L'Us d'agonistes i
moduladors de receptors d'ach nicotinics a-7 esta encara sota investigacié i s’han dut
a terme ja assaigs clinics amb agonistes selectius M1 com la xanomelina, on s’han
mostrat millores en la cognicidé (Bodick et al., 1997) i amb cevimelina i talsaclidina on
es va veure una reduccié en els nivells d’AB en el liquid cefaloraquidi (LCR) (Nitsch et
al., 2000; Hock et al., 2003). Aquests assaigs perd, s’han vist obstaculitzats pels
efectes secundaris deguts a I'activacio periférica dels receptors d’ach (Conn et al,,
2009).

1.2.5 Disfuncié mitocondrial

Diversos estudis mostren acumulacié d’AB en mitocondris danyats estructuralment en
malalts de MA (Hirai et al., 2001) i en cervells d’animals transgénics (Caspersen et al.,
2005). De fet, en la MA, I'exposicié a AB inhibeix enzims clau mitocondrials al cervell
aixi com in vitro (Hauptmann et al., 2006). A més, tant en la MA com en el procés
normal d’envelliment, el DNA mitocondrial (DNAmt) pateix uns alts nivells de dany
oxidatiu (Hirai et al., 2001). Aquesta inestabilitat i la incapacitat de reparacié del
genoma mitocondrial cerebral permet 'acumulacié de mutacions al DNAmt (Wallace,
1999). D’aquesta manera, el transport d'electrons, la produccié d'ATP, el consum
d'oxigen i el potencial de membrana mitocondrial es troben alterats. L'augment en la
formacio de radicals superoxids i la transformacié en peroxid d'hidrogen genera estrés

oxidatiu, alliberament del citocrom c i apoptosi (Fig. 4) (Querfurth i LaFerla, 2010).

L’oxid nitric produit en resposta al péptid AB en la MA genera fissi6 mitocondrial,
pérdua sinaptica i dany neuronal, ja que s’altera (mitjangant s-nitrosilacio) la proteina
ligada a dinamina (Drp1) que regula la fissi6 mitocondrial. De fet, el complex oxid
nitric-Drp1 es troba augmentat en pacients amb MA i la inhibicié d’aquesta nitrosilacio
n‘anul-la la toxicitat, fet que podria ajudar a prevenir la neurodegeneracié (Cho et al.,
2009). A més, el dimebon, un farmac usat a Russia com a antihistaminic (Bachurin et
al., 2001) ha estat descrit com a protector mitocondrial (Bachurin et al., 2003) i s'ha
comprovat que té efectes beneficiosos cognitius i comportamentals en pacients amb
MA lleu a moderada (Doody et al., 2008).
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Fig.4 Dany mitocondrial i estrés oxidatiu en la MA. Des d’un punt de vista centrat en I'AB,
aquest péptid indueix la formacié d’especies reactives d’oxigen i el nitrogen que generen
toxines mitocondrials. El dany oxidatiu a proteines de membrana i I'estimulacié de I'entrada del
ca® generen increments cel-lulars d’aquest i6. A més a més, I'AB ataca el complex IV
(citocrom c) i danya el DNA mitocondrial; modificat de Querfurth i LaFerla, 2010.

1.2.6 Estrés oxidatiu

L’estrés oxidatiu en el cervell de malalts d’Alzheimer esta molt documentat (Su et al.,
2008). De fet, en models experimentals s’ha vist que marcadors de dany oxidatiu
precedeixen els canvis patologics de la MA (Nunomura et al., 2001). A més, s’han
trobat nivells alterats d’enzims antioxidants en cervell de malalts amb MA en
comparaci6 amb persones de la mateixa edat i diversos estudis han mostrat un
increment dels grups carbonils com a marcadors d’estrés oxidatiu en hipocamp i cortex
parietal, estructures particularment danyades en MA, i no en cerebel, on la patologia

tipica de la MA és menys significativa (Hensley et al., 1995).
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Si ens fixem en l'estadi preclinic de la MA, I'MCI, s’ha vist com al cervell d’aquests
individus hi ha uns nivells inferiors de proteines aixi com d’activitat antioxidant
enzimatica i no enzimatica, mentre els nivells totals de proteines es mantenen
inalterats (Guidi et al., 2006; Sultana et al., 2008) i aquesta disminucié en I'activitat
antioxidant podria conduir a un augment dels radicals lliures durant la progressi6 de
MCI a MA lleu (Sultana i Butterfield, 2010). A més, varis estudis han mostrat com en
cervell de malalts de MCI en comparacié amb individus control hi ha uns nivells elevats
de diversos marcadors d’estrés oxidatiu i peroxidacié lipidica, com grups carbonils, 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) unit a proteines, HNE lliure, substancies reactives a acid
tiobarbituric, 3-nitrotirosina i malondialdéhid (Keller et al., 2005; Butterfield et al.,
2006a; Butterfield et al., 2006b; Williams et al., 2006; Butterfield et al., 2007). A més a
més, també s’han trobat alts nivells dels marcadors d’estrés oxidatiu F2-isoprostans,
en plasma, orina i liquid cefaloraquidi en malalts amb MCI en comparacié6 amb
individus sans de la mateixa edat (Markesbery et al., 2005) i aquests malalts presenten
també nivells elevats de diversos marcadors de dany oxidatiu tant en DNA nuclear

com en mitocondrial (Migliore et al., 2005; Wang et al., 2006).

De la mateixa manera, en malalts amb MA lleu s’ha descrit un increment de la base
oxidada 8-hidroxiguanosina per després disminuir a mesura que la carrega amiloidal i
de tau augmenten, suggerint que el dany oxidatiu a 'RNA és un dels primers
esdeveniments en la progressié de la MA (Nunomura et al., 2001). A més, en cervell
de malalts amb MA lleu s’han vist nivells elevats d’oxidants com especies reactives del
nitrogen (Reed et al., 2009a) i d’HNE unit a proteines (Reed et al., 2009b).

Prenent tots aquests fets en conjunt, queda clar com I'estrés oxidatiu és un dels fets
neuropatologics present en les diverses fases de la MA i un estudi més exhaustiu
d’aquest dany oxidatiu podria donar a lloc a desenvolupar terapies per a aquesta
malaltia (Sultana i Butterfield, 2010). Tanmateix, tot i que els estudis fets amb models
animals i amb poblacié envellida mostren certa associacié entre ingesta d’antioxidants
i rendiment cognitiu, els estudis clinics realitzats fins avui en dia amb antioxidants han
fracassat (Pratico, 2008).

1.2.7 Reentrada al cicle cel-lular
En el sistema nervidés central (SNC), el cicle cel-lular t¢ a lloc en associacié a la
neurogénesi on les neurones madures es troben en estat post mitotic, detingudes a la

fase GO. De fet, aquestes neurones ja diferenciades mostren un fort bloqueig per evitar
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la seva reentrada al cicle cel-lular. Se suposa que aquest bloqueig esta relacionat amb
la degradacié de les molécules de cicle cel-lular mitjangant el complex ubiquitina
proteasoma (Staropoli i Abeliovich, 2005). A més, la uni6 de la proteina del
retinoblastoma a factors de transcripci6 de la familia de 'E2F és capag de bloquejar-ne
I'activitat impedint també I'activacié de la maquinaria de transcripcié de la cél-lula
(Harbour i Dean, 2000).

La proteina tau fosforilada (Chee et al., 2005), I'estrés oxidatiu, els péptid AR i C99
(Klein i Ackerman, 2003) i la neuroinflamacié caracteristics de la MA poden ser
iniciadors de la replicacié _deI DNA (Fig. 5) (Zekanowski i Wojda, 2009).

aneuploidy

AR neurodegeneration
®tau neuronal apoptosis
oxidative stress
DNA damage
inflammation

\

G1
2n DNA G 2 I M

4n DNA

differentiation

Fig. 5 Reentrada al cicle cel-lular de neurones diferenciades i madures en la MA. Les
neurones entren en I'etapa GO i es fan resistents davant estimuls mitogenics. No obstant, estimuls
repetitius i prolongats de senyals de proliferacié (AR, tau fosforilada, estres oxidatiu, dany del DNA
i inflamaci6) condueixen a la reentrada de les neurones al cicle cel-lular. El fracas del punt de
control G1/S permet la sintesi d'/ADN pero el cicle no progressa més enlla de la fase S. El resultat
final és aneuploidia, neurodegeneracio i mort cel-lular; prové de Zekanowski i Wojda, 2009.

Tant és aixi que en analisis post mortem de cervells de pacients amb MCI s’han trobat
nivells elevats de proteines de cicle cel-lular (Yang et al., 2003). De la mateixa manera,
en hipocamp de malalts de MA s’han observat nivells elevats i localitzacié aberrant de
proteines de cicle cel-lular, com les ciclines D, E i B, aixi com les quinases dependents
de ciclina (CDK) CDK1 i CDK4, I'antigen nuclear de proliferacié cel-lular i inhibidors de
CDK, com p21 i p105 (McPhie et al. 2003; Yang i Herrup, 2007). A més, també s’ha
vist un augment en la replicacié del DNA en hipocamp i cortex frontal d’individus amb
MA en comparacié6 amb altres zones del cervell o amb hipocamp i cortex frontal
d’individus sans (Yang et al., 2001).
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D’aquesta manera, una reentrada al cicle cel-lular produida per una fallada en el
control del punt de restriccio G1/S permet que se sintetitzi nou DNA encara que el cicle
no progressi a través de la fase S; produint-se aixi aneuploidia, neurodegeneracié i
mort cel-lular (Fig. 5) (Zekanowski i Wojda, 2009). De manera curiosa, les estatines,
farmacs ampliament utilitzats en el tractament de la hipercolesterolémia, i que s’han
descrit com a molécules possiblement beneficioses en el tractament de la MA, sén uns
farmacs que bloquegen el cicle cel-lular en el punt de restricci6 G1/S (Sala et al,,
2008).

1.2.8 Neuroinflamacio i gliosi

Les cél-lules de la microglia sén considerades com lI'equivalent funcional dels
macrofags en el SNC i son les cél-lules principals residents del sistema immune del
cervell (Lue et al., 2001). Diversos estudis han documentat una major preséncia de la
microglia reactiva en cervell de no només pacients amb MA si no també en diversos
models de ratolins transgénics (Combs, 2009). De fet, es pot trobar microglia activada i
astrocits reactius adjacents a plaques neuritiques i els marcadors bioquimics
d’aquestes cél-lules estan elevats en la MA (Wyss-Coray i Mucke, 2002). Aixi, la
inflamacié present en la MA s’ha postulat que pot ser deguda a que els diposits d’AB
poden activar astrocits (Cairns et al., 1992) i microglia (Tan et al., 1999; Combs et al.,
2001).

Inicialment, la microglia fagocita els péptids AB. No obstant, la microglia activada
cronicament allibera varies quimiocines (IL-8, MIP-1-a, MIP-1-B, MCP-1) i citocines
(interleucina-1, interleucina-6 i factor de necrosi tumoral (TNF-a)) (Akiyama et al.,
2000). A més, tal i com passa amb les cél-lules endotelials cerebrals (CEC) vasculars,
la microglia expressa receptors per a productes finals de la glucosilacié avancada
(RAGE) que s'uneixen als peptids AR, fet que genera més citocines, glutamat i oxid
nitric (Yan et al., 1996; Li et al., 2003). A més, s’ha vist com els peptids AR i AB42
poden estimular la secrecié de quimiocines induint aixi quimioatraccio i infiltracié de
monocits de la sang al cervell afectat (Simard et al., 2006). A més, tant les plaques
senils com els NFT contenen productes de processament del sistema complement
com C1q i C5b-9, indicant que I'opsonitzacié i I'atac autolitic estan en marxa (Akiyama
et al., 2000). A més, astrocits activats poden alliberar reactius de fase aguda com la
proteina C reactiva, I'a1-antiquimiotripsina i I'a2-macroglobulina, els quals poden ser

tan beneficiosos com perjudicials en la MA (Querfurth i LaFerla, 2010).
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Els diferents papers que té la microglia en la MA, eliminant AB i alliberant mediadors
inflamatoris, compliquen el tractament (Fiala et al., 2005). Tanmateix, el paper de la
inflamacié en la MA queda avalat per la reduccio, o la tendéncia cap aquesta reduccio,
del risc de patir MA en pacients amb un Us cronic d’antiinflamatoris no esteroidals
(AINE) en comparacié amb pacients amb un Us esporadic (McGeer et al., 1990). A
meés, aquesta reduccidé del risc de patir la malaltia s’ha vist també en models
transgénics de MA (McGeer i McGeer, 2007). D’altra banda, tot i no negar aquest
possible benefici perd moguts pel fracas mostrat en diversos assaigs clinics amb AINE
en la MA, diferents autors qlestionen aquesta reduccié en el risc i reclamen nous

estudis amb diferents molécules (Veld et al., 2001; Tuppo i Arias, 2005)

1.2.9 Alteracions vasculars

Diferents estudis fets en humans usant imatges per ressonancia magnética, doppler
transcranial, i tomografia per emissio de foté unic (SPECT) en humans han demostrat
que el flux sanguini cerebral (FSC) en repds es troba significativament reduit en
malalts de MA i que aquest pot ser un esdeveniment preco¢ en la patogénesi de la MA
(Bell i Zlokovic, 2009). A més, s’ha vist que davant de tasques que impliquen I'Us de la
memoria episoddica, els pacients amb MCI mostren una adaptacié del FSC retardada
en comparaci6 amb individus sans, i aquesta resposta és encara més lenta en
pacients de MA (Rombouts et al., 2005). D’aquesta manera, es mostra com ja podem
trobar reduccions del FSC a les fases precliniques de la MA, com I'MCI, i que

continuen presents durant les fases ja cliniques de la MA.

D’altra banda, estudis de tomografia d’emissié de positrons (PET) amb 18-Fluor-
Desoxi-Glucosa (FDG) i amb I'objectiu d’identificar, localitzar i quantificar el consum de
glucosa han mostrat que tant els individus amb MCI com els que mostren un
diagnostic de MA possible o probable pateixen una reduccié en la captaci6 cerebral de
glucosa abans d’entrar en la fase clinica de MA lleu (Drzezga et al., 2003; Hunt et al.,
2007). A més, aquesta deficiéncia en la captacidé de glucosa no és resultat de I'atrofia
cerebral caracteristica de la MA si no que podria precedir a la neurodegeneracié de la
MA (Samuraki et al., 2007). Altres estudis han suggerit la reducci6 d’FDG-PET en
hipocamp durant I'envelliment com a marcador predictiu del declivi cognitiu (Mosconi et
al., 20006).

A més, també s’han descrit canvis de microvasculatura cerebral en pacients amb MA,

com augment del nombre de vasos sanguinis fragmentats junt amb una reducci6 de
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les branques intactes, aparicid de restes de vasos atrofics, reduccié de la densitat
microvascular, augment de la irregularitat de la superficie dels capil-lars, canvis
marcats en el diametre dels vasos, engrossiment de la membrana basal capil-lar i
acumulacié de col-lagen a la membrana basal (Farkas i Luiten, 2001; Bailey et al.,
2004). A més a més, també s’ha demostrat un augment del col-lagen IV (Kalaria i Pax,
1995), diposits a la membrana basal d’heparan sulfat proteoglicans (HPSG) i laminina
(Verbeek et al., 1999; Berzin et al., 2000), degeneracio de les CEC (Kalaria i Hedera,
1995) aixi com edema als processos pediculars dels astrocits i un augment en el
nombre de vesicules pinocitiques a les CEC (Farkas i Luiten, 2001; Bailey et al.,
2004).

En un estudi clinic s’ha associat I'is d’inhibidors de I'enzim convertidor d’angiotensina
en adults amb hipertensié amb reduccions en el declivi cognitiu, tot i que no es va
veure una reduccio en el risc de patir demencia (Sink et al., 2009). Tanmateix, pacients
hipertensos en tractament van mostrar menys plaques senils i NFT en examens post
mortem que individus hipertensos no tractats i no hipertensos, essent aquests dos

grups no diferents en quant a plaques senils i NFT (Hoffman et al., 2009).

1.3 Models animals

El ratoli és la principal espécie utilitzada en la investigacio de la MA, perd una
perspectiva addicional ha estat afegida amb l'addici6 d’espécies com el cuc
Caenorhabditis elegans, la mosca de la fruita (Drosophila melanogaster), dos tipus de
peixos, la llampresa de mar (Pefromyzon marinusi) i el peix zebra (Danio rerio), aixi
com altres models d'envelliment espontani. El descobriment que, en les formes
familiars de MA, els gens que codifiquen les proteines que es dipositen en les plaques
senils i els NFT (APP i MAPT, respectivament) estan mutats, suggereix un paper
causal d'aquestes proteines en la malaltia i va portar a la generacié de diverses
soques de ratolins transgénics (Go6tz et al., 2007). Tanmateix, cal notar que també hi
ha alguns models transgénics de rata disponibles (Koson et al., 2008). La llista de
soques és llarga i segurament incompleta, perd degut a la gran varietat de soques i
models de MA generades des dels anys 1990, és impossible presentar-les totes (Gétz
i Gotz, 2009).

-19-



1.3.1 Models de ratolins transgénics

1.3.1.1 Models de tau

Els primers models transgénics van utilitzar per primera vegada I'expressié de proteina

tau humana no modificada (wild type, WT) de quatre repeticions (Gotz et al., 1995) i de
tres repeticions (Brion et al., 1999). Aquests ratolins reprodueixen varis aspectes de la
patologia de la MA, com ara la hiperfosforilaci6 somatodendritica de tau.
Posteriorment, es van utilitzar promotors més forts per dirigir I'expressié i obtenir
fenotips més pronunciats (Ishihara et al., 1999; Spittaels et al., 1999; Probst et al.,
2000). No obstant aixd, malgrat una disminucié de la solubilitat de tau dependent de
I'edat, els ratolins no mostraven NFT a no ser que arribessin a edats molt avancades
(Ishihara et al., 2001).

Algunes soques representatives amb formacié d’NFT sén la JNPL3 (Lewis et al., 2000)
i pR5 (Gotz et al., 2001a), les quals expressen la proteina tau mutant P301L (Goétz i
Gotz, 2009). Els animals de la soca JNPL3 van ser els primers ratolins que portaven la
proteina tau humana P301L en mostrar NFT (Lewis et al., 2000). Aquesta soca de
ratolins desenvolupa alteracions motores als 10 mesos d'edat més pronunciades que
les observades en animals amb tau humana WT (Ishihara et al., 1999; Spittaels et al.,
1999; Probst et al.,, 2000) i mostra NFT al cervell i medul-la espinal, a més de
presentar una reduccié neuronal a la medul-la espinal del 50% (Lewis et al., 2000).
D’altra banda, la soca de ratolins pR5 reprodueix la neuropatologia d’'NFT de la MA
(Gotz et al., 2001b) i mostren un deteriorament del comportament relatiu al hipocamp i
I'amigdala semblant al de la MA (Gétz i Ittner, 2008).

Un altre aspecte a tenir en compte és el recent concepte de transmissio i propagacio
de tau (Gotz i Gotz, 2009). Mitjangcant métodes d’estereotaxia (Clavaguera et al.,
2009), es genera un extracte de cervell de ratolins amb tau P301S, els quals formen
NFT als 6 mesos d’edat (Allen et al., 2002), i s'injecta en cervells de ratolins de 3
mesos d'edat ALZ17 (Probst et al., 2000; Goétz i Nitsch, 2001c), una soca d’animals
amb tau humana WT i que no forma NFT tot i mostrar-ne la patologia associada
(Clavaguera et al., 2009). L'estudi dut a terme per Clavaguera i cols (2009) va veure
com I'extracte generava NFT als ratolins que préviament no en generaven, un fet que
van anomenar “transmissio”. En segon lloc, es va veure com la induccié d’NFT no es
quedava localitzada a la zona d'injeccio, si no que difonia progressivament a regions

cerebrals veines, una caracteristica que van anomenar "propagacié”. Finalment, els
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investigadors van concloure que els efectes es devien a la fracci6 de proteina tau

insoluble i no pas a la fraccié soluble (Clavaguera et al., 2009).

1.3.1.2 Models d’AB

Els ratolins que expressen la proteina APP mutant i que reprodueixen la formacié de

plaques d’AB aixi com la pérdua de memoria tipiques de la MA son l'eina més
utilitzada per estudiar els mecanismes patogenics relacionats amb la MA in vivo (Gotz i
Ittner, 2008). Dels molts ratolins mutants APP que han estat generats, les soques
PDAPP (Games et al., 1995), J20 (Mucke et al., 2000), APP23 (Sturchler-Pierrat et al.,
1997) o Tg2576 (Hsiao et al., 1996) son de les més utilitzades degut a la seva

correlacio entre la patologia i 'expressio d’APP i AB.

Els ratolins transgénics PDAPP expressen nivells elevats de la proteina mutant
humana APP, on una fenilalanina substitueix a una valina al residu 717, mutaci6
coneguda com a Indiana (APP,,4) pel lloc on es va descriure per primera vegada
(Murrell et al., 1991). Aquests animals desenvolupen diversos trets patologics comuns
a la MA, com plaques senils, pérdua sinaptica i gliosi (Games et al., 1995). A més,
aquests ratolins també desenvolupen déficits en el reconeixement d’objectes similars
als vistos en malalts de MA en paral-lel a la carrega amiloidal cerebral (Dodart et al.,
2000).

Els animals de la soca J20 expressen la proteina APP amb dues mutacions, APP 4 i la
Sueca (APPsye) on els aminoacids lisina i metionina de les posicions 670 i 671 es
substitueixen per asparagina i leucina respectivament (Mullan et al., 1992). Aquests
animals mostren diposits d’AB i plaques senils als 11 mesos (Mucke et al., 2000) tot i

que no presenten NFT o pérdua neuronal (Hsia et al., 1999; Arancio et al., 2004).

Els animals APP23 sén ratolins que expressen I'APPs,. i mostren un increment de fins
a 7 vegades en la produccié d’APP humana (Szot et al., 2009). Les primeres plaques
senils apareixen al cortex frontal i al subicle de I'hipocamp al sis mesos i a mesura que
I'animal envelleix les plaques creixen en grandaria per passar a ocupar també el talem
i F'amigdala als 12 mesos, i diferents arees de I'hipocamp i el neocortex als 24 mesos
(Sturchler-Pierrat et al., 1997). A més, diversos estudis descriuen diverses alteracions
cognitives i del comportament dels ratolins APP23 (Szot et al., 2009) aixi com

alteracions en el sistema de transmissio colinérgica (Van Dam et al., 2005).
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Els ratolins de la soca Tg2576 presenten també I'’APPs,. (Hsiao et al., 1996). Aquests
animals son un dels models de MA més estudiats i desenvolupen patologia amiloide
aixi com alteracions dependents de I'edat en la memodria espacial, I'aprenentatge i
'LTP (Chapman et al., 1999; Kawarabayashi et al., 2001). Recentment, una espécie
dodecameérica soluble de I'AB anomenada ABR*56 ha estat descoberta en ratolins
Tg2576 i s’ha vist com els déficits de memoria i aprenentatge apareixien alhora que els
nivells d’AB*56 augmentaven i, a més, la infusi6 d'un extracte d’AR*56 altera la

memoria a rates joves (Lesné et al., 2006).

S’han desenvolupat també models de ratolins intervenint genéticament en I'activitat de
les secretases a, B i y. Per exemple, la introduccié de la mutacid M146L a la PS1 en
ratolins amb mutacions a I’APP van incrementar la formacié d’AB,. i els seus diposits
aixi com també va apareixer pérdua neuronal i alteracions del comportament (Holcomb
et al., 1998; Schmitz et al., 2004). D’altra banda, el ratoli APP(SL)PS1K1 és un animal
amb les mutacions M233T/L235P a la PS1 que, a més, sobreexpressa la forma
humana d’ABs,. Aquest animal presenta uns nivells elevats d’AB4, aixi com formes
d’AB4, truncades a la part N-terminal de manera semblant a la MA. Als sis mesos es
pot observar pérdua neuronal i una forta gliosi, i als deu mesos d’edat la pérdua
neuronal a les zones CA1 i CA2 de I'hipocamp arriba al 50% i apareixen agregats

d’AB4; intraneuronals tot i que no n’apareixen d’extracel-lulars (Casas et al., 2004)

A més, també s’ha observat una disminucié en la formacié d’AB i els seus diposits
reduint 'activitat B-secretasa BACE-1, mitjangant el creuament de ratolins BACE” amb
ratolins Tg2576 (Ohno et al., 2004) i PDAPP (McConlogue et al., 2007) i, de manera
analoga, una sobreexpressié de BACE en ratolins amb la mutacié V7171 a 'APP
(APPLon) (Moechars et al., 1999) va incrementar la formacié de plaques senils (Willem
et al., 2004). D’altra banda, una sobreexpressié de l‘a-secretasa ADAM10 en ratolins
amb I'APP.,, va mostrar una reducci6 en els nivells d’AB, va reduir els déficits en el

comportament i va disminuir també les alteracions en I'LTP (Postina et al., 2004).

1.3.1.3 Modelant I'eix Tau — AB — PS - ApoE

No només s’han creat linies de ratolins amb patologia unicament per la proteina tau o

I'AB, si no que també hi ha ratolins transgénics per les dues o més proteines que

intenten apropar-se als trets patologics caracteristics de la MA.
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El creuament dels animals Tg2576 amb la soca JNPL3 aixi com la injecci6 de la forma
AB42 a ratolins pR5 va generar animals amb patologia per NFT i va incrementar els
nivells de tau fosforilada (Lewis et al., 2001; Goétz et al., 2001b). De la mateixa manera,
la formacid6 d’NFT es va agreujar amb la infusi6 d’extractes cerebrals de ratolins
APP23 a ratolins JNPL3 o bé també amb el creuament d’aquestes dues soques
(Bolmont et al., 2007). D’altra banda, els ratolins 3xTg-AD sén animals triple
transgénics ja que porten la mutacié de la PS1 M146V, 'APPs.. i la tau P301L.
Aquesta soca de ratolins desenvolupa diposits d’AB que s'’inicien al cortex i apareixen
al hipocamp amb I'envelliment, mentre que la patologia de tau apareix per primera
vegada al hipocamp i després progressa cap al cortex (Oddo et al., 2003a). A més,
també presenten alteracions sinaptiques i en I'LTP dependents de I'edat (Oddo et al.,
2003b). Un tret a tenir en compte és l'al-lel ApoE €4, que és I'inic factor de risc genétic
per patir la MA d’aparicié tardana, tot i que la preséncia d’aquest al-lel no sigui ni
necessaria ni determinant per a patir la malaltia (Saunders et al., 1993). El creuament
de ratolins PDAPP amb ratolins ApoE™ va mostrar uns nivells menors d’AB i els seus
diposits en cervell (Bales et al., 1997) mentre que 'administracié d’un lentivirus amb

ApoE en va augmentar els nivells (Dodart et al., 2005).

1.3.2 Models d’artropodes, la mosca comuna de la fruita (Drosophila
melanogaster)

Diversos models d'invertebrats i, en particular la mosca, s'han convertit en una
poderosa eina per a estudiar la neurodegeneracié (Driscoll i Gerstbrein, 2003); de fet,
una dotzena de diferents linies transgéniques poden ser generades de forma
simultania (Goétz i Ittner, 2008).

L’expressié de la proteina tau humana WT o bé la mutada a R406W en Drosophila
melanogaster genera una expressio i acumulacié incrementada d’aquesta proteina a
les neurones i provoca neurodegeneracid progressiva i mort prematura tot i que, tal i
com passa en diversos models murins, no es produeixen NFT (Dias-Santagata et al.,
2007). Tanmateix, quan I'hnomoleg Shaggy de la Glicogen sintasa quinasa 3 (GSK-3)
(Welsh et al., 1996) és induit en mosques amb tau humana si que apareixen NFT,
veient aixi com un increment en la fosforilacié afavoreix la formacié de filaments de tau
(Jackson et al., 2002).
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Prenent avantatge que I'estrés oxidatiu juga un paper important en la MA, es va fer un
estudi on es van disminuir genéticament els mecanismes de defensa antioxidant en
mosques mutants R406W. Els resultats van mostrar que es va incrementar la toxicitat
de tau i va augmentar l'activacioé de la via apoptotica per quinases JNK, la reentrada
neuronal al cicle cel-lular i la mort neuronal, aixi mateix 'administracié de I'antioxidant
a-todoferol (Vitamina E) va anul-lar aquesta toxicitat produida per tau (Dias-Santagata
et al., 2007).

Els components proteics del complex y-secretasa estan molt conservats en Drosophila
melanogaster (Takasugi et al., 2003). D’altra banda, I'activitat p-secretasa és molt
baixa o fins i tot absent (Fossgreen et al., 1998), i 'APP, tal i com passa en ratolins, no
conserva el mateix domini AR que en humans (Gétz i Ittner, 2008). L’expressio de
’APP humana WT o bé APP humana mutada van generar mort neuronal al cervell de
larves de Drosophila melanogaster (Fossgreen et al., 1998). En un altre estudi es va
veure com els cervells de mosques amb AB4, humana van mostrar una preséncia
abundant de diposits amiloides i tant el nombre i la grandaria d’aquests diposits es van
incrementar amb I'envelliment. Per contra, no es van observar diposits en mosques
amb AB4 humana o en cervells control. A més I'expressié d’ABs, humana va generar
neurodegeneracio, alteracions motores dependents de I'edat i una reduccié en
'esperanca de vida. Tanmateix, van apareixer també déficits d’aprenentatge en les

mosques amb expressié humana d’AB4, | d’AB4o (lijima et al., 2004).

1.3.3 Models de nematodes, el cuc Caenorhabditis elegans

La majoria de gens i rutes metaboliques relacionats amb diverses malalties humanes
estan presents al cuc Caenorhabditis elegans (C. elegans) i tot i que varis estudis fets
amb aquests cucs han proporcionat una gran informacidé sobre els mecanismes de
diverses malalties humanes, encara avui I'Us d’aquest model es qlestiona com a

model animal i quina rellevancia pot arribar a tenir (Kaletta i Hengartner, 2006).

Tot i que C. elegans no té sistema vascular, si t¢€ un sistema nervids accessible i ben
caracteritzat i compta amb diversos gens homolegs als gens humans implicats en la
MA com I'homoleg de I'APP APL-1, una mutacio del qual resulta en la mortalitat de les
larves (Hornsten et al., 2007), dos homodlegs de les PS anomenats SEL-12 (Levitan i
Greenwald, 1995) i HOP-1 (Li i Greenwald, 1997) aixi com una unica proteina similar a
tau anomenada PTL-1 (McDermott et al., 1996). L'expressié tant de tau humana WT

com mutada a c. elegans produeix neurodegeneracié (Miyasaka et al., 2005) aixi com
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alteracions presinaptiques i del comportament, essent I'expressié de tau mutada la que
genera més severitat en els efectes aixi com un avangcament de I'aparicio (Kraemer et
al., 2003). D’altra banda, els cucs C. Elegans no expressen AB endogena per si sols
(Gotz i Goétz, 2009) i el primer estudi on es va generar un model transgénic que
expressés aquesta proteina va observar com es formaven dipdsits d’AB als musculs de
C. elegans (Link, 1995) aixi com també es va veure un increment en I'estrés oxidatiu
sense formacié d’acumuls d’Ap en C. elegans transgénics que sobreexpressaven AR
(Drake et al., 2003).

Un altre aspecte a tenir en compte és que la diabetis mellitus, amb les seves
complicacions, i la MA comparteixen moltes similituds. Totes dues estan relacionades
amb l'edat i s'associen amb la formacié de productes finals de la glucosilacié avangada
(advanced glycation end products, AGE) i l'estrés oxidatiu, factors que també poden
ser observats durant el procés normal d'envelliment en persones humanes. En la
diabetis es poden observar diposits d’AGE a les zones de les lesions
arteriosclerotiques aixi com en la MA que es poden observar en les plaques senils i els
NFT. En c. elegans es pot observar com els AGE s’acumulen i un increment en la
formacié d’AGE i modificacié mitocondrial d’aquests sén responsables d’augmentar
I'estrés oxidatiu i reduir 'esperanca de vida d’aquests cucs (Morcos i Hutter, 2009).
Tots aquests fets donen suport a I'is potencial de C. elegans com a model d’estudi de
la MA (Kaletta i Hengartner, 2006).

1.3.4 Models espontanis
Tot i que els ratolins, junt amb altres organismes, modificats genéticament sén els
models animals més utilitzats en la investigacié de la MA, altres animals envellits han

estat utilitzats en aquest camp (Dhenain, 2001).

Els primats amb edat avancada han estat ampliament estudiats abans del
desenvolupament dels ratolins transgénics (Dhenain, 2008). Alguns d'ells
desenvolupen alteracions com ara diposits cerebrals d’A (Bons et al., 1991; Gearing
et al., 1994) taupaties (Gilissen et al., 1999; Schultz et al., 2000), alteracions cognitives
i del comportament (Bartus i Dean, 1985; Picq, 2007) i atrofia cerebral edat-dependent
(Andersen et al., 1999; Dhenain et al., 2003).

Els gossos envellits mostren certes caracteristiques que els converteixen també en un

model d’estudi de la MA (Cummings et al., 1996a). Presenten alteracions cognitives,
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de l'aprenentatge i de memoria (Ruehl et al., 1994), dipdsits d’AB cerebrals (Von
braunmuhl, 1956) i vasculars (Shimada et al., 1992) aixi com pérdua neuronal
(Shimada et al., 1991). Tanmateix, sembla que hi ha un clar acord en qué el cervell

cani d'edat avangada no conté NFT (Cummings et al., 1996a).

En estudis fets amb gats, s’ha vist com animals vells, i no joves, presenten plaques
d’ABs2 i no d’AB4 aixi com dipdsits vasculars dels dos peéptids (Cummings et al.,
1996b), a més, s’han observat nivells elevats de tau hiperfosforilada i diposits

intraneuronals de tau (Head et al., 2005).

Els ratolins d’edat avangada poden ajudar a discernir la frontera entre I'envelliment
normal i el patologic (Van Dam i De Deyn, 2006). En aquest context prenen especial
rellevancia els ratolins amb senescéencia accelerada (SAM) i, en concret, els ratolins
SAMPS8. Aquesta soca ja ha estat descrita com a model de MA (Morley, 2002; Morley
et al., 2004) i presenta varies caracteristiques de la MA com déficits en I'aprenentatge i
la memodria, alteracions emocionals, nivells elevats d’APP i AB, patologia neuronal
associada a tau, alteracions en el sistema colinérgic, neurodegeneraci6é i estrés
oxidatiu entre d’altres (Takeda, 2009).

1.4. Etiologia i hipotesis

Degut a que la MA és un trastorn genéticament heterogeni, es classifica com familiar i
esporadic. La forma familiar es deu a mutacions en els gens que codifiquen les PS i
I’APP que condueixen a formes de MA d'inici preco¢ abans dels 65 en les families
aillades que les pateixen (Williamson et al., 2009). La causa de la forma esporadica de
la malaltia és encara avui desconeguda i diverses hipotesis han estat formulades per

tal d’intentar resoldre aquest problema.

1.4.1 Hipotesi de la cascada amiloidal

La clonacié del gen que codifica 'APP i la seva localitzacié en el cromosoma 21,
juntament amb el coneixement previ que la trisomia del cromosoma 21 (sindrome de
Down) condueix invariablement a la neuropatologia de la MA, van establir les bases
per a la proposta de la hipotesi amiloidal, la qual postula que una acumulacié d’'AB i el
seu posterior dipdsit en plaques senils és I'esdeveniment principal en la patogénesi de
la MA (Hardy i Selkoe, 2002).
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La hipotesis amiloide va ser formulada el 1992 i proposa que els dipdsits d’AB soén
'agent causant de la MA i que els NFT, la pérdua cel-lular, el dany vascular i la
deméncia son tots resultats directes d’aquests diposits (Hardy i Higgins, 1992). La
demostracié que mutacions en les PS també incrementen els nivells d’AB a través del
procés per la via amiloidogénica de I'APP (Scheuner et al., 1996) van donar suport a
aquesta hipotesi. Avui en dia, pero, la idea més acceptada per la comunitat cientifica
€s que son els oligdmers solubles d’AB i no les formes insolubles o les plaques senils

els agents causals de la MA (Fig.6) (Haass i Selkoe, 2007).

Amyloid cascade hypothesis

Overproduction, decreased clearance or enhanced
aggregation of AB42

i
[ APA42 oligomerization and deposition as diffuse plaques ]

[ Subtle effects of AB42 oligomers on synapses ]

[Microg\ial and astrocytic activation (complement, cytokines) j

( Progressive synaptic and neuritic injury j

\d

[ Altered neuronal ionic homeostasis, oxidative injury J

[ Altered kinase/phosphatase activities — tangles j

with transmitter deficits

¥
( Dementia J

Fig.6 Hipotesi de la cascada amiloidal de la MA. La cascada
s'inicia amb la generacié d’APs.. Els oligomers d’AB poden
afectar directament a les sinapsis i els axons neuronals. A més a
més, els oligdmers poden també activar la microglia i els
astrocits. La patologia produida per tau, que contribueix
substancialment al procés de la malaltia, és desencadenada per
ABa2; prové de Citron, 2004.

[ Widespread neuronal/neuritic dystunction and cell death J

No obstant, la hipotesi de la cascada amiloidal és encara avui un motiu de
controversia. La preséncia de plaques senils en individus normals, la naturalesa
incerta de les espécies patogenes d’AB, i el fracas continu dels estudis clinics centrats
en I’AB fan que diversos autors qliestionen aquesta hipotesi. Tot i aix0, I'estat actual
del coneixement no pot provar ni refutar la hipotesi amiloide, sind que més aviat

s’apunta a la necessitat de la seva reavaluacié. La visié que I'A és un dels diversos
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factors en comptes de I'Unic factor causant de la MA és més consistent amb els

coneixements actuals (Pimplikar, 2009).

1.4.2 Hipotesi de Tau

El fet que els NFT es donen a nivell neuronal, ocupen practicament la neurona sencera
i, presumptament, en generen la mort; aixi com es poden trobar nombrosos NFT
extracel-lulars amb forma de neurona en les ultimes fases de la malaltia van portar a
pensar que els NFT de la proteina tau son el factor central de la MA (Mudher i
Lovestone, 2002). La hipotesi dels cabdells de tau sosté que en la MA, la funcié
normal de la proteina tau d'estabilitzacié dels MT es veu afectada i, de fet, en
neurones afectades, els MT sén substituits progressivament per NFT (Verdile et al.,
2004). Alguns autors argumenten que la fosforilacié de tau és essencial en aquest
procés ja que en els agregats de tau aquesta proteina es troba altament fosforilada
aixi com la fosforilacié de tau redueix la uni6 a MT (Gray et al., 1987). Altres estudis,
perd, argumenten que la fosforilacié de tau es produeix després de I'agregacio i que
els canvis estructurals de tau estan associats a l'agregaci6 (Mena et al., 1996).
D’aquesta manera la pérdua de la funcié normal de tau d’estabilitzar els MT provocaria
alteracions al citoesquelet, fet que comportaria a una alteracié patologica en les
funcions normals estructurals i reguladores del citoesquelet, posant en perill el
transport axonal i per tant contribuir a la disfuncié sinaptica i la neurodegeneracio
(Ballatore et al., 2007).

1.4.3 Hipotesi colinérgica

La hipotesi colinergica de la MA postulava originalment una relacié entre algunes de
les alteracions cognitives d'aquest trastorn, sobretot de memoria, i una alteracié en la
neurotransmissio colinérgica cerebral (Bartus et al., 1982). Des de la seva publicacio,
la coheréncia conceptual i el potencial terapéutic de la hipotesi colinérgica han
continuat essent intensament investigats durant els ultims anys i tot i que aquest esforg
no sembla capag¢ de proporcionar avui en dia enfocaments innovadors terapéutics, ha
estat de gran valor en I'expansio del coneixement de diversos aspectes patologics i
moleculars de la deméncia i la MA (Contestabile, 2010). Avui en dia, esta acceptat que
la disfuncio colinérgica no pot causar deteriorament cognitiu directament, siné que més
aviat podria tenir un paper indirecte interferint en el procés d'atencié. Un meérit a tenir
en compte d’aquesta hipotesi perd, ha estat la prediccio que els farmacs

colinomimétics millorarien la funcié cognitiva (Francis et al., 1999) i, de fet, dels quatre
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unics farmacs aprovats a Europa per la millora simptomatica de la MA, tres sén

inhibidors de I'acetilcolinesterasa (donepezil, galantamina i rivastigmina).

1.4.4 Metabolisme del colesterol i ApoE

Un defecte en el metabolisme del colesterol és una hipotesi atractiva, ja que uneix el
risc genétic per ApoE (Strittmatter i Roses, 1995), la produccio i I'agregacié d’AB i la
vasculopatia de la MA. No obstant aixd, no hi ha evidéncies que provin aquesta
hipotesis (Querfurth i LaFerla, 2010). El colesterol és un component essencial de les
membranes neuronals i es concentra en illes d’esfingolipids denominades "basses
lipidiques". Aquestes basses son plataformes ordenades per a 'assemblatge de les B i
y-secretases i el processament de 'APP en AB (Ehehalt et al., 2003). La generacio i
agregacié d’AB s’incrementa i la seva depuracié cerebral es redueix quan un excés de
colesterol esterificat disminueix lintercanvi lipidic. L’ApoE és una de les
apolipoproteines més abundants del plasma i el principal transportador de colesterol al
cervell. Varis estudis han confirmat que l'al-lel ApoE ¢4 és el factor de risc més
important per patir la MA. Aquest risc incrementa de manera dosidependent ja que els
individus homozigots €4 tenen vuit vegades més probabilitats de patir la MA que els
homozigots €3. Tanmateix, I'al-lel €4 no és ni necessari ni suficient per patir la malaltia
(Tanzi i Bertram, 2001).

Nivells elevats de colesterol en edat adulta sén un factor de risc de patir la MA
(Kivipelto et al., 2001). Els inhibidors de 'HMG-CoA reductasa, també coneguts com a
estatines, disminueixen els nivells de colesterol i estan essent estudiats com a terapia
potencial per la MA, de fet, s’ha vist com la simvastatina redueix de manera acusada
els nivells dels péptids AB42 i AB4o tant in vitro com in vivo (Fassbender et al., 2001) i
en humans que prenen estatines s’ha vist com els nivells d’AB en plasma i liquid
cefaloraquidi s6n un 40% meés baixos (Friedhoff et al., 2001). Un assaig prospectiu
amb estatines va mostrar millores cognitives en pacients amb MA lleu (Sparks et al.,
2005) tot i que en un recent estudi multicentric no es van observar aquestes millores
(Jones et al., 2008). D’aquesta manera, el benefici terapéutic de les estatines i la seva

relacié amb la MA segueix sent controvertit i matéria d’estudi encara avui en dia.
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1.4.5 Hipotesis dels dos cops

La hipotesi dels dos cops (Zhu et al., 2004) uneix la hipotesi de l'estrés oxidatiu
(Markesbery, 1997) i la hipotesi de reentrada del cicle cel-lular (Nagy et al., 1998).
Diverses linies d'evidencia mostren que tant I'estrés oxidatiu com canvis aberrants
mitogénics tenen un paper important en la patogénesi de la MA. En base a aquests
dos fets, la hipotesi dels dos cops proposa que tot i que l'estrés oxidatiu o les
alteracions en la senyalitzacié mitotica poden servir independentment com a iniciadors,
tots dos processos sén necessaris per propagar la patogénesi de la malaltia (Fig.7)
(Zhu et al., 2004).

MNormal

Qxidative balance Mitotic balance

Mitotic insult
OX|dat|we insult - \

Y."'f' ) }, e T
1\ )}‘M \\ ) ﬂ:’"
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Uncompensated Oxidative insult (hit 1) Mitotic insult (hit 1) Uncompensated

Q—<

Compensations (reversible) Compensations (reversible)
Chronic oxidative insult Chronic mitotic insult
Oxidative steady state (irreversible) Mitotic steady state (irreversible)
Mitotic insult (hit 2) Oxidative insult {hit 2)
Alzheimer phenotype

Fig.7 Hipotesi dels dos cops de la MA. Una agressi6 inicial, oxidativa o mitotica, cronica i per sobre dels
limits tolerables condueix a un nou estat d'equilibri (ja sigui en estat d'equilibri oxidatiu o mitotic estat
estacionari). Es en aquest nou estat estacionari on les neurones sén vulnerables al segon cop posterior,
que condueix a la patologia de la MA; prové de Zhu et al., 2004.

Els senyals mitotics poden ser desencadenats per I'estrés oxidatiu. El cicle cel-lular és
un proceés altament regulat amb una gran quantitat de punts de control i equilibri per
garantir la correcta proliferacié cel-lular en preséncia de senyals ambientals
adequades (Zhu et al., 2000). Les cel-lules diferenciades, com ara les neurones,

poden sortir del cicle cel-lular i romandre en repos en la fase GO. De fet, el SNC madur
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s’ha descrit que presenta les neurones en un estat de diferenciacié terminal, el que
significa que sén incapaces d’avancar i completar el cicle cel-lular amb éxit. No obstant
aixo, s’ha observat com en la MA moltes neurones en estat degeneratiu mostren
canvis fenotipics caracteristics de cél-lules mitdtiques suggerint que, tot i que les
neurones no son necessariament capaces de completar el cicle cel-lular, si que sén
capaces de tornar a entrar-hi. Per exemple, diversos trets caracteristics de la MA com
la fosforilacié de tau, aixi com l'expressio, la fosforilacié, i el metabolisme de 'APP sén
també caracteristiques comuns de les cél-lules normals en estat de divisio (Zhu et al.,
1999; Raina et al., 2000). Tanmateix, malgrat les neurones semblen tornar a entrar en
el cicle cel-lular, no s’han observat les caracteristiques estructures mitotiques en la
MA, fent especular sobre una "catastrofe mitodtica" (Bowser i Smith, 2002; Ogawa et
al., 2003) i apuntant a un control insuficient o inadequat del cicle cel-lular (Bowen et al.,
2002).

Tot i que la reentrada aberrant de les neurones al cicle cel-lular pot contribuir a la seva
eventual mort en la MA, les proteines mitdtiques no es troben associades
exclusivament a la neuropatologia de les etapes terminals, sin6 més aviat als canvis
neuronals més primerencs que es produeixen en la malaltia (Zhu et al., 2004). De fet
els marcadors del cicle cel-lular apareixen abans que els grans canvis histopatologics
(Vincent et al., 1998) i varis esdeveniments mitotics han estat demostrats en pacients
amb MCI (Yang et al., 2003).

D’altra banda, I'estrés oxidatiu és un fet caracteristic de totes les etapes de la MA. Un
fet sorprenent és que poques neurones (menys d'una de cada 10.000 en un moment
donat) mostrin signes d'apoptosi (Perry et al., 1998; 2001) com seria d'esperar en
condicions d'estrés oxidatiu agut i elevat. No obstant aix0, baixes concentracions
d’oxidants, com el peroxid d'hidrogen, podrien induir una resposta adaptativa en lloc de
la mort cel‘lular (Davies et al., 1995; Wiese et al., 1995) i, per tant, una tolerable i
cronica exposicié neuronal a I'estrés oxidatiu podria explicar el per que de la baixa

quantitat d'apoptosi neuronal en la MA (Zhu et al., 2004).

D’aquesta manera, quantitats tolerables d'estrés oxidatiu provocarien canvis
compensatoris que conduirien a un canvi en la homeodstasi neuronal que seria
reversible si I'estrés oxidatiu és agut. En canvi, si I'estrés oxidatiu és persistent, com
succeeix en 'MCI i la MA a partir d’'un cert llindar de cronicitat i severitat d’estrés
oxidatiu, les neurones fan canvis adaptatius permanents. En aquest nou estat

d'equilibri, les neurones segueixen funcionant en un ambient pro-oxidant amb
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normalitat o fins i tot d'una manera lleugerament compromesa (Zhu et al., 2004) i en
aquest estat anomenat "estat d'equilibri oxidatiu" les neurones podrien funcionar
eficientment durant décades (LeBel i Bondy, 1992). De fet, degut a que l'estrés
oxidatiu és molt més gran en I'MCI i la MA que en I'envelliment normal, és probable
que les neurones en estat d'equilibri oxidatiu dediquin gran part del seu potencial
compensatori a prevenir aquest estrés oxidatiu, d’aquesta manera es tornarien
particularment vulnerables a insults secundaris que requereixen més canvis
compensatoris en altres vies, com ara les vies que regulen la mida i el creixement
cel-lular (Zhu et al., 2004).

Normalment, els factors neurotrofics com 'NGF i el BDNF promouen la supervivéncia,
el creixement i la sinaptogénesi neuronal (Mattson et al., 2002). No obstant aixo,
I'expressié ectopica d’'una sensibilitat augmentada als factors neurotrofics en resposta
a l'estrés cel-lular de neurones en estat d'equilibri oxidatiu pot servir com a segon cop
i, inesperadament, desencadenar una série de canvis catastrofics d'aquestes neurones
que condueixin a les alteracions caracteristiques descrites en la MA (Allen et al., 1991,
Crutcher et al., 1993; Connor et al., 1996).

1.4.6 Hipotesi neurovascular

D'acord amb el neurocéntric

Fa B

punt de vista tradicional de la B clearance Athero sis

MA, les neurones sbén els

principals elements afectats en

aquesta malaltia, mentre que la ‘ ¥ ;

patologia vascular es Neurovascular uncoupiing
Vessel regression

rfusion
Vegggﬁﬁﬁammation

desenvolupa de manera

secundaria a la lesidé neuronal.

No obstant aix0, diversos BBB compromise
lonic imbalance
estudis indiquen que la 'i”“tabo"c poisoning
disfuncié neurovascular ynaptic dysfunctio
. . . Neuronal injury
contribueix al deteriorament Neuronal loss
cognitiu i a la Fig.8 Hipotesi neurovascular de la MA. Mltiples cascades

patogeniques amb origen en artéeries cerebrals alterades (verd) o
alteraci6 de capil-lars cerebrals (verd) poden iniciar I'alteracié de
D’aquesta manera, la disfuncié la unitat neurovascular. S'acaba produint alteraci6 de la BHE i
I’'homeostasi cerebral. Fet que conclou en les alteracions i la mort
neuronal descrites en la MA; prové de Zlokovic, 2005.

neurodegeneracio en la MA.

de la unitat neurovascular
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suggereix multiples cascades patogéniques per a la MA (Fig. 8) (Zlokovic, 2005).

Tal i com proposa Zlokovic (2005), la hipotesi neurovascular de la MA planteja que una
eliminaci6é defectuosa de 'AB a través de la barrera hematoencefalica (BHE), ja sigui
per la senescéncia de les CEC (Minamino et al., 2004) o per una angiogénesi aberrant
(Carmeliet i Jain, 2000), associat amb nivells baixos de receptors d’aclariment d’Ap
com el receptor de la proteina associada a la lipoproteina de baixa densitat (low-
density lipoprotein receptor-related protein, LRP) 1 (Shibata et al., 2000; Deane et al.,
2004) i amb un augment dels nivells dels receptors d’influx d’AB RAGE (Deane et al.,
2003) podria augmentar la concentracié d’AB soluble en el liquid intersticial del cervell
(LIC) i generar lesions amiloides vasculars i nivells elevats d’Ap fibril-lar (Davis et al.,
2004; Deane et al., 2004).

Una protedlisi insuficient d’AB (Selkoe, 2001b) amplificaria I'efecte d’'una insuficient
eliminaci6 d’AB a través de la BHE mentre que ja s’ha observat que I'acumulacio
vascular d’AB estimula la degradacié del receptor LRP1 (Deane et al., 2004) i té
efectes antiangiogénics (Paris et al., 2004). La senescéncia prematura cerebrovascular
(Kalaria i Hedera, 1995; Minamino et al., 2004) produida ja sigui per aterosclerosi
(Roher et al., 2004), per angiopatia amiloidal cerebral (CAA) (Greenberg et al., 2004) o
bé per nivells elevats d’A soluble (ladecola et al., 1999) pot generar alteracions en el
control del flux sanguini regulat per les CEC, hipoperfusi6é cerebral (de la Torre, 2004) i
desacoblament neurovascular (ladecola, 2004). A més, agregats de capil-lars atrofics
o en degeneracié conseqlients a una angiogénesi aberrant (Bailey et al., 2004; Paris et
al., 2004) podrien actuar com a suport fisic per a les plaques senils activant la resposta

neuroinflamatoria.
En dltima instancia, aixd portaria a una BHE compromesa, generant aixi un

desequilibri quimic en I'entorn neuronal i generant en darrer terme disfuncié sinaptica i

neuronal aixi com lesions i mort neuronal (Zlokovic, 2005).
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2. La barrera hematoencefalica

La idea d'una BHE va sorgir d'experiments realitzats a finals del segle XIX i principis
del XX a Alemanya. Paul Ehrlich va demostrar la manca de permeabilitat dels vasos
intracerebrals als colorants units a I'albumina, suggerint la preséncia d'una barrera per
a les proteines al cervell (Ehrlich, 1885). L'observacié de que certs compostos perdien
la seva activitat farmacologica quan s’injectaven intravenosament a animals
d'experimentacidé, encara que podien produir simptomes drastics quan eren injectats
directament a diferents zones del LCR van suggerir la preséncia d'una barrera entre la
sang i el cervell (Biedl i Kraus, 1898; Lewandowsky, 1900). Aquesta hipodtesi va
guanyar importancia amb els experiments de Goldman (1909, 1913) qui va demostrar
que el colorant blau tripa injectat al torrent sanguini tenyia tots els teixits excepte el
cervell i la medul-la espinal, que quedaven blancs i el LCR incolor (Fig. 9A), i quan
aquest colorant era injectat directament al LCR, les zones adjacents del teixit nerviés

es tenyien

A

PERMEABLE

rapidament de color BARRIER

blau (Fig. 9B). Es va
. : BLOODJ CSF
concloure aixi que hi

havia una barrera a

IMPERMEABLE
DYE DYE BARRIER

nivell dels vasos

sanguinis cerebrals Fig.9 Esquema dels experiments de Goldman. La BHE i la difusié del blau
. tripa des del liquid cefaloraquidi (cerebrospinal fluid, CSF a la imatge) al
| que aquesta cervell. (A) En el primer experiment de Goldmann el blau tripa va ser injectat a

. la sang i es van analitzar el cervell i el CSF. (B) En el segon experiment de
barrera no existia Goldmann el colorant va ser injectat al LCR i es van analitzar el cervell i la
entre el LCR i el sang. (C) Conclusions dels dos experiments; prové de Zlokovic, 2008.

cervell (Fig. 9C).

Gracies als avencos de la microscopia electronica va ser possible correlacionar la
localitzacié ultraestructural de la BHE amb les CEC (Reese i Karnovsky, 1967). Es va
injectar peroxidasa de rave (horseradish peroxidase, HRP) per via intravenosa o
intracerebral, i aquesta proteina de 40 kDa es va trobar que difonia per les esquerdes
intercel-lulars de les CEC fins a les unions estretes (tight junctions, TJ) situades entre
les cél-lules. Aixi, en vertebrats, les TJ interendotelials van ser reconegudes com

I'estructura basica morfologica de la BHE.
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No obstant, hi ha estructures dins del cervell que no tenen una BHE a nivell endotelial i
que reben el nom d’organs circumventriculars (OCV). Els OCV compleixen funcions
neurosecretores i, per tant, les seves neurones controlen estimuls hormonals i d’altres
substancies del torrent sanguini i també secreten substancies neuroendocrines a la
sang (Leonhardt, 1980). Els capil-lars de dins els OCV so6n fenestrats i permeten la
difusié lliure de les proteines i soluts entre la sang i els OCV. De la mateixa manera,
les ceél-lules endotelials del plexe coroide no formen una barrera i sén també
fenestrades, com les dels OCV (Engelhardt et al., 2001), de fet el plexe coroide és
considerat també a vegades un OCV. El plexe coroide és una estructura vellosa que
s'estén des de la superficie ventricular de la llum dels ventricles i la seva principal
funcio és la secreci6 de 'LCR. Es compon d'una amplia xarxa de capil-lars tancats dins
d'una sola capa d'epiteli cubic el qual conté TJ apicals i forma una barrera sang-LCR.
De manera analoga, una complexa xarxa de TJ connectades a cél-lules ependimaries
especialitzades segellen el SNC dels OCV (Leonhardt, 1980; Bouchaud i Bosler,
1986).

Les CEC i les TJ, el lloc anatdomic de la BHE conjuntament amb els pericits, els
astrocits, la microglia i les neurones formen una unitat funcional, sovint anomenada
com a “unitat neurovascular’ (Fig. 10A) (Zlokovic, 2005), i es considera com la unitat
basica i funcional de la BHE (Abbott et al., 2006). La proximitat dels diferents tipus de
cél-lules glials entre si i amb les neurones permet una regulacié paracrina eficag que
és critica per al bon funcionament del SNC (Zlokovic, 2008). Una alteracié d’aquesta
coordinacié pot ser clau en diverses malalties (Abbott et al., 2006). La membrana basal
separa les CEC dels pericits, els quals poden embolcallar la major part de la part
externa de la membrana basal. A més, els pericits i les CEC poden comunicar-se
directament en punts de contacte. Els astrocits emeten processos pediculars i es

troben a la superficie exterior dels capil-lars.

Gracies a la regulacié coordinada de les cél-lules vasculars (endoteli i pericits), les
neurones i els astrocits, la unitat neurovascular pot controlar ['acoblament
hemodinamic neurovascular, la permeabilitat microvascular, les interaccions amb la
matriu extracel-lular, la inactivacié de neurotransmissors, els acoblaments neurotrofics,

i la coordinaci6 angio i neurogénica (Zlokovic, 2008) (Fig. 10B).
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Fig.10 Esquema de la unitat neurovascular i les seves funcions. Unitat neurovascular i la seva
regulacié. (A) Les cél-lules endotelials i els pericits estan separats per la membrana basal. Els pericits
embeinen la major part de la part externa de la membrana basal. En els punts de contacte, els pericits es
comuniquen directament amb les cél-lules endotelials. Els processos pediculars dels astrocits
desembeinen la paret microvasos, que esta formada per cél-lules endotelials i els pericits. La microglia en
repos es troba ramificada. (B) La regulaci6 coordinada de les funcions de la unitat neurovascular depén de
les cél-lules vasculars (endoteli i pericits), neurones i astrocits; modificat de Zlokovic, 2008.

2.1 Estructura i funcions de la BHE

La funcié de barrera resulta d'una combinacié de barrera fisica, formada basicament
per les TJ intercel-lulars que redueixen el flux de I'escletxa intercel-lular, junt amb una
funcié de barrera de transport (mecanismes de transport especifics de solut) i de
barrera metabolica (enzims que poden metabolitzar molécules en transit). La funcié de
barrera no és fixa, pero pot ser modulada i regulada tant en la fisiologia com en la
patologia (Abbott et al., 2006).

2.1.1 Barrera fisica, les unions estretes

Els factors basics de la impermeabilitat de la BHE so6n les unions complexes entre les
CEC. Les TJ es troben entre cél-lules i les encerclen com un cinturé continu (Bernacki
et al., 2008). Moltes de les caracteristiques de les TJ i de les seves propietats
especials es coneixen gracies a estudis fets amb cél-lules epitelials en cultiu (Sandoval
i Witt, 2008). El nombre de punts de fusidé entre les TJ pot variar segons la regio
cerebral, fet que genera un nivell de hermeticitat no homogeni en les diferents zones
del cervell; d’aquesta manera, a mesura que els capil-lars es transformen en vénules

postcapil-lars s’observa un segellat menor (Simionescu et al., 1976).
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Funcionalment, les TJ constitueixen una frontera que limita la lliure difusid de les
proteines i lipids de membrana, conferint aixi polaritat a les CEC, d’aquesta manera es
limita la preséncia d’'uns o altres transportadors entre les membranes luminal i
abluminal. Degut a la uni6 total, la via paracel-lular queda totalment segellada i les
substancies de pes molecular major de 180 Da es veuen obligades a creuar la
membrana i el citosol de les CEC (Grieb et al., 1985; Mitic i Anderson, 1998). Les TJ
es caracteritzen per una alta resisténcia eléctrica (1500-2000 Qcm?), i la seva integritat
depén d'una adequada concentracidé extracel-lular d'ions Ca®". Una caiguda de la
resisténcia provoca desestabilitzacié de les TJ. D'altra banda, un augment de la
concentraci6 d’ATPc intracel-lular genera punts de fusid6 que enforteixen les TJ
(Bernacki et al., 2008).

Diverses proteines de la membrana plasmatica han estat identificades com a
constituents de les TJ (Fig. 11), entre aquestes es poden trobar la claudina, I'ocludina i
molécules de les unions adherents. A més, les proteines zonula occludens (ZO) 1, 2 i
3 junt amb la cingulina han estat identificades com a proteines citoplasmatiques que
uneixen les proteines de la membrana amb l'actina, la proteina del citoesquelet
principal responsable de la integritat estructural i funcional de I'endoteli (Ballabh et al.,
2004).

Luminal Membrane______

; s IO By e
i . Tight
, Junction — Occludin
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Cingulin ; fé@

Claudin .
(-1 ?,-3?—52 -12) ﬁ@

/oty W
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Fig.11 Esquema de la posicidé i estructura de la unions estretes i de les unions adherents.
Modificat de Sandoval i Witt, 2008.
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2.1.1.1 Ocludina

L’ocludina és una fosfoproteina de 60-65 kDa amb 4 dominis transmembrana que es
troba a concentracions altes a les TJ (Fig. 12) i la seva expressio s’ha identificat en
una amplia varietat de cél-lules i teixits normals i anormals. En particular, I'expressio
d’ocludina sembla mantenir correlaci6 amb propietats de barrera en diferents teixits.
L’ocludina forma dimers que interactuen homofilicament amb dues nanses
extracel-lulars separades per un petit bucle citosdlic i amb els dos dominis amino- i
carboxiterminal situats al citosol (Feldman et al., 2005). Tot i que alguns estudis han
demostrat que l'ocludina no és imprescindible per a la formaci6é de TJ (Saitou et al.,
1998), si que la situen almenys com a una proteina reguladora critica i la seva
abséncia genera alteracions cerebrals, retard en el creixement i una funcié de barrera
alterada (Saitou et al., 2000); a més, la seva preséncia es correlaciona amb una major
resisténcia eléctrica a través de la membrana i una disminucié de la permeabilitat
intestinal (Balda et al., 1996). La regi6 carboxiterminal, que codifica per un domini
putatiu en espiral-espiral, es pot enllagcar amb diverses proteines que influeixen en les
seves accions reguladores com per exemple la proteina quinasa C (PKC), c-Yes,
connexina-26 i p85 (Nusrat et al., 2000). Aquest extrem carboxiterminal és el que
s'uneix a les proteines ZO-1 (Fanning et al., 1998), ZO-2 (Furuse et al., 1994) i ZO-3
(Haskins et al., 1998), que al seu torn s'uneixen al citoesquelet d'actina (Sandoval i
Witt, 2008).

L'estat de fosforilacié de I'ocludina ha estat proposat com a element regulador de la
seva associacié dins de la membrana cel-lular en la TJ (Feldman et al., 2005). S’ha
demostrat que quan l'ocludina es troba altament fosforilada es concentra a la
membrana cel-lular i la TJ s’identifica com a intacta, mentre que la forma menys
fosforilada de I'ocludina s'ha identificat amb la fraccié citoplasmatica i podria servir com
a reservori (Sakakibara et al., 1997; Wong, 1997). La fosforilacié de serines i treonines
de l'ocludina es correlaciona amb la localitzacié a la membrana (Andreeva et al.,
2001), mentre que la fosforilaci6 de la tirosina s'ha identificat amb la seva
desvinculacié de les proteines intracel-lulars (ZO-1, ZO-2 i ZO-3) i augment de la
permeabilitat de les TJ (Kago et al., 2006; Kale et al., 2003; Rao et al., 2002). No
obstant aixo0, existeix certa discrepancia en els papers que pot tenir la fosforilacié de
'ocludina en els diferents tipus de ceél-lules i quins poden ser els seus estimuls
(Sandoval i Witt, 2008).

-38 -



2.1.1.2 Claudines

Avui en dia, almenys 24 membres de la familia de les claudines han estat identificats
en mamifers (Lal-Nag i Morin, 2009). En comparacié amb l'ocludina, les claudines son
més petites (20-24 kDa) i no presenten homologia en la seva seqiéncia amb 'ocludina
(Sandoval i Witt, 2008). Tenen quatre dominis transmembrana i dos bucles
extracel-lulars que s’uneixen homotipicament amb claudines adjacents de les CEC,
formant aixi la junta principal de les TJ (Piontek et al., 2008). Els dos bucles
carboxiterminals interns s’uneixen a proteines citoplasmatiques com les Z0O-1, ZO-2 i
Z0-3 (Furuse et al., 1999). De la familia de les claudines, la 3, la 5 i la 12 han estat
identificades en les CEC de la BHE (Hawkins i Davis, 2005); a més, la claudina 1
també ha estat localitzada en CEC pero hi ha certa polémica sobre el seu paper en les
TJ ja que sembla existir variabilitat entre models in vitro i espécies avaluades in vivo
(Witt et al., 2003; Wolburg et al., 2003). Diversos estudis indiquen que la claudina-5
esta especialment implicada en la regulacié activa de la permeabilitat de la BHE a
molécules petites (Sandoval i Witt, 2008). Els farmacs que augmenten I'expressié de
claudina 5 han demostrat augmentar la resisténcia i disminuir la permeabilitat
transendotelial de la BHE (Honda et al., 2006). A més, els ratolins que no tenen el gen
de la claudina 5 mostren una pérdua de la integritat de la BHE donat que hi ha una
major retencié cerebral de molécules de menys de 800 Da (Nitta et al., 2003). La
fosforilacio de la claudina 5 pot modular el seu paper a les TJ ja que la fosforilacié del
residu Thr207, a través de la proteina quinasa A (PKA) (Soma et al., 2004), aixi com a
través de l'activacié de Rho-quinasa (Yamamoto et al., 2008), s'han identificat amb un

augment de la permeabilitat de les TJ.

2.1.1.3 Molécules d'adhesié cel-lular

Les molécules d'adhesié cel-lular (Junctional adhesion molecules, JAM) s6n una
familia de proteines de 40 kDA dins de la superfamilia de les immunoglobulines que es
localitzen dins de l'escletxa intercel-lular de les TJ, perd que també s'expressen en
leucocits i plaquetes (Bernacki et al., 2008). Les JAM participen en I'assemblatge i el
manteniment de les TJ, la senyalitzacié de proteines associades al citoesquelet i la
diapedesi de leucocits (Weber et al., 2007). S’han identificat varies JAM: JAM-A
(també coneguda com JAM, JAM-1, F11R), JAM-B (també coneguda com JAM-2,
JAM-2 humana, JAM-3 de ratoli, VE-JAM), JAM-C (també coneguda com JAM-3, JAM-
3 humana, JAM-2 de ratoli), i més recentment JAM-4 i JAML (JAM-like o AMICA1)
(Sandoval i Witt, 2008). Les JAM tenen un unic domini transmembrana i el seu

segment extracel-lular t¢ dos bucles de tipus immunoglobulina formats per enllagos
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disulfur i formen unions homo- i heterofiliques (Weber et al., 2007). Al citoplasma, les
JAM s’uneixen principalment a les proteines intracel-lulars ZO-1, afadina (AF-6), la
proteina de particié defectuosa-3 (PAR-3) i la multiproteina-PDZ-1 (MUPP-1) (Ebnet et
al., 2003). L’expressié de JAM-A, -B, i -C ha estat demostrada en les CEC, essent la
JAM-A la més altament expressada en la vasculatura cerebral. A més, s’ha demostrat
que les interaccions homofiliques de JAM-A estabilitzen les unions cel-lulars i
disminueixen la permeabilitat intestinal (Liu et al., 2000; Mandell et al., 2004). Una
perdua de la integritat de la BHE mitjangant una alteracié de les TJ es correlaciona

amb una disminucio6 en I'expressio de JAM-A (Yeung et al., 2008).

2.1.1.4 Proteines citoplasmatiques accessories

Diverses proteines citoplasmatiques participen en la formaci6 i regulacié de les TJ.
Aquestes sbén la ZO-1, la ZO-2, la cingulina, la 7H6, i 'AF-6 (Hawkins i Davis, 2005),
encara que probablement n’hi pugui haver d’'altres. La ZO-1 (220 kDa) i la ZO-2 (160
kDa) son fosfoproteines membres de la familia de proteines guanilat quinasa-like
associades a membrana i capaces de formar complexos heterodimérics 'una amb
I'altra. Les ZO contenen tres dominis PDZ (PDZ1, PDZ2 i PDZ3), un domini SH3 i un
domini guanilil-quinasa-like. Aquests dominis actuen com regions d’'unié a molécules
facilitant aixi I'organitzacié de les proteines a la membrana plasmatica (Sandoval i Witt,
2008); a més, la ZO-1 interacciona amb Z0O-2 i ZO-3, a través dels dominis PDZ
(Wittchen et al., 1999), tot i que la ZO-3 no ha estat encara verificada en I'endoteli de
la BHE. S’ha descrit que la ZO-2 podria tenir una funcié redundant a la ZO-1,
substituint-la i contribuint a la formacié de TJ més competents i estables (Umeda et al.,
2004). El fragment carboxiterminal ric en prolina de les ZO es troba unit a 'actina en
cultius in vitro i es creu que serveix d'enllag amb el citoesquelet d'actina (Fanning et
al., 1998; Lischper et al., 2010). D'aquesta manera, les proteines ZO funcionen com a
proteines de reconeixement per la ubicacié de les TJ i per connectar i ancorar les
proteines transmembrana al citoesquelet d'actina (Sandoval i Witt, 2008). A més a
més, s'ha hipotetitzat que les ZO so6n les encarregades de captar i conduir les
proteines transmembrana de les TJ al seu desti final dins de la porcioé apical de la

membrana cel-lular (Bazzoni i Dejana, 2004; Tsukita et al., 2001).

S’han identificat altres proteines accessories de les TJ tot i que encara queden per
aclarir alguns aspectes de les seves funcions estructurals i reguladores en les CEC
(Sandoval i Witt, 2008). La cingulina és una fosfoproteina de 140-160 kDa localitzada a

la superficie citoplasmatica de les TJ, i diversos estudis han demostrat que s'uneix a
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les proteines ZO, miosina, JAM-A, i AF6 (Cordenonsi et al., 1999; Bazzoni et al.,
2000), dotant a la cingulina d’un important paper com a proteina d’ancoratge. També
ha estat suggerit que la cingulina transmet la forgca mecanica generada per la
contraccié d'actina-miosina del citoesquelet, regulant aixi la permeabilitat de les TJ
(Cordenonsi et al., 1999). La fosfoproteina 7H6 (155 kDa) es dissocia de forma
reversible de les TJ en condicions de nivells baixos d’ATP associats amb un augment
de la permeabilitat paracel-lular (Zhong et al., 1994; Satoh et al., 1996) i 'AF-6, de 180

kDa, s’ha vist que interacciona amb la ZO-1 en les TJ (Yamamoto et al., 1999).

2.1.1.5 Actina

Tot i que l'actina (42 kDa) no ha estat tradicionalment definida com a proteina de les
TJ, aquesta proteina té un paper actiu en la seva regulaci6 i estabilitzacié (Lai et al.,
2005), i com a tal és una part integral del complex de les TJ. Els filaments d'actina del
citoesquelet proporcionen la infraestructura necessaria per al manteniment de la
morfologia i la funcié cel-lular i, a més a més, en la porcid apical de la cél-lula modulen
la orientacié espacial de la cél-lula i funcionen com a ancoratge de les TJ. La
importancia del citoesquelet en I'establiment i el manteniment de la BHE es va fer
evident a partir d'estudis en ratolins MDX, els quals no expressen la proteina distrofina,
que s’uneix a l'actina. Degut a una desorganitzacié del citoesquelet d'a-actina dels
astrocits i de les CEC, aquests ratolins mostren un augment de la permeabilitat
vascular del cervell i una reduccié en els nivells de ZO-1. A més, la localitzacio
subcel-lular de les proteines d'unié de I'endoteli i el canal d'aigua aquaporina-4 dels

processos pediculars dels astrocits es veu alterada (Nico et al., 2003).

2.1.1.6 Unions adherents

Les unions adherents (UA) no formen part de manera estricta de les TJ. Les TJ
s’identifiquen com la barrera paracel-lular primaria mentre que les UA semblen jugar
un paper clau en la localitzaci6 i I'estabilitzacié de les TJ (Dejana et al., 2008). Les UA
tenen una localitzacié6 més basal que les TJ i formen un segon ajust d’unié entre les
CEC (Fig. 11). Les UA s’uneixen entre si mitjangant interaccions homofiliques entre
unes proteines transmembrana anomenades cadherines (Takeichi, 1995); tanmateix,
encara avui es creu que el domini d’'unié extracel-lular de les cadherines és insuficient
per ell mateix per formar les unions. El domini citoplasmatic de les cadherines s’'uneix

a les B-, y- i p120-catenines, les quals s’'uneixen a I'a-catenina que, al seu torn, s’uneix
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amb el citoesquelet d’actina, de manera analoga a com ho fan les ZO en les TJ (Nieset
et al., 1997).

Tot i que el paper de les UA en la permeabilitat paracel-lular de la BHE en diferents
esdeveniments patologics esta encara per dilucidar, s'ha demostrat que les UA
interactuen amb el receptor del factor de creixement de I'endoteli vascular 2
(Lampugnani et al., 2006), implicant la seva importancia durant processos angiogénics.
Altres estudis han demostrat que lincrement d’expressio de la claudina 5 pot
necessitar de la participacié de la cadherina de I'endoteli vascular, mostrant que les

UA tenen una relaci6 directa amb la integritat de la BHE (Taddei et al., 2008).

2.1.2 Barrera de transport

La BHE mostra una permeabilitat passiva baixa a molts nutrients hidrosolubles
essencials per al SNC, és per aixd que hi ha diversos sistemes especifics de transport
a la BHE que en garanteixen un subministrament adequat (Abbott et al., 2010). La
preséncia de sistemes de transport especifics en les membranes luminal i abluminal
de les CEC regula el transit transcel-lular de petites molécules hidrofiliques
proporcionant aixi una barrera de transport selectiu. D’aquesta manera, es pot
permetre o facilitar I'entrada dels nutrients requerits, i excloure o efluir compostos que
siguin potencialment nocius per al SNC (Abbott et al., 2006). Els sistemes especifics
de transport mediat faciliten el transport de nutrients, com diferents hexoses (glucosa,
galactosa), diversos aa, acids monocarboxilics (lactat, piruvat, cossos cetonics),
nucledsids (adenosina, guanosina, uridina), purines (adenina, guanina), amines
(colina) i vitamines (Hawkins et al., 2006; Simpson et al., 2007; Ohtsuki i Terasaki,
2007; Deeken i Loscher, 2007; Spector i Johanson, 2007). En general, les
concentracions de nutrients sén més altes a la sang que al cervell i les diferents
concentracions de cada nutrient estan regulades per les necessitats metaboliques del
cervell a cada moment, i per les concentracions de substrats en plasma (Zlokovic,
2008).

2.1.2.1 GLUT1

El transportador de glucosa GLUT1 és d'especial importancia ja que la glucosa és la
font principal d'energia cerebral (Siesjd, 1978). EI GLUT1 (55 kDa) forma part de la
familia de gens dels transportadors de glucosa independents de sodi, d’expressio

exclusiva a la BHE i s’encarrega de transportar glucosa aixi com altres hexoses a
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través de la BHE (Zlokovic, 2008). La densitat dels transportadors GLUT1 a la
membrana abluminal és més gran que a la luminal. Aquesta distribucié asimétrica
proporciona a la BHE un control homeostatic dels nivells de glucosa cerebrals i permet
evitar una acumulacié de glucosa que sobrepassi els nivells plasmatics (Simpson et
al., 2007). L'expressié de GLUT1 és controlada pel factor induible per hipoxia-1 (HIF-
1). Després d’'una isquémia global transitoria, s’ha vist com I'HIF-1a s'acumula a
I'escorca cerebral, generant increments en el gen GLUT1 (Chavez i Lamanna, 2002).
A més, s’ha vist com en condicions prolongades d’hipoxia moderada, el cervell adult
s'adapta augmentant la vascularitzacié i incrementant la densitat de GLUT1 a la BHE
(Harik et al., 1996).

Les mutacions espontanies al gen GLUT1 causen haploinsuficiéncia del transportador
d’hexoses i provoquen la sindrome de GLUT1 en humans. Aquesta sindrome es
caracteritza per epilépsia infantil que, en general, no respon a anticonvulsionants,
retard del creixement, microcefalia, espasticitat, hipotonia i alteracions motores; a més,
aquests simptomes poden ser variables i agreujar-se en deju (Klepper, 2010). De la
mateixa manera, els ratolins GLUT1"" mostren descarregues epileptiformes a
I'electroencefalograma, deteriorament de [l'activitat motora, manca de coordinacio,
microcefalia, disminucié de la captacié de glucosa al cervell i una forta disminucié de
'expressio de GLUT1 als capil-lars cerebrals (Wang et al., 2006). Tant la forma
humana com el model de ratoli s6n bons exemples de trastorns cerebrals provocats

per alteracions dels transportadors especifics de la BHE.

2.1.2.2 MCT1

El transportador de monocarboxilats 1 (MCT1) s’expressa en ambdues membranes de
les CEC de la BHE i s’encarrega de transportar lactat i altres monocarboxilats dins i
fora del cervell. Els cossos cetonics son una font d'energia per al cervell i, de la
mateixa manera que amb el metabolisme de la glucosa, la captacié per part del cervell
de cossos cetonics depén de la funcié i regulacid de transportadors propis, com
'MCT1 (Simpson et al., 2007). En un estudi recent en rates amb cetosi induida per la
dieta es va veure com els nivells dMCT1 i GLUT1 van augmentar a la BHE, i també es
va observar com van incrementar els nivells de cossos cetdnics cerebrals sense
apareixer canvis en el FSC (Puchowicz et al., 2007), suggerint que un increment de
transportadors a la BHE (com per exemple, MCT1 i GLUT1), perd no un augment del
FSC, és essencial per a que el metabolisme cerebral s’adapti als nivells de metabolits

disponibles en plasma (Zlokovic, 2008).
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2.1.2.3 Transportadors d’aminoacids

L'existéncia de dos mecanismes de transport facilitat per aa anomenats L1 i y* en les
membranes luminal i abluminal garanteix I'accés de tots el aa essencials al cervell. El
transportador L1 independent de sodi s’encarrega de transportar grans aa neutres,
com per exemple la leucina, la isoleucina, la valina, el ftriptdéfan, la tirosina, la
fenilalanina, la treonina i la metionina. El sistema y* transporta aa catidnics, com la
lisina, I'arginina i 'ornitina (Hawkins et al., 2006). A més, existeixen cinc transportadors
d’'aa dependents de sodi a la membrana abluminal. Aquests sistemes tenen la
capacitat de transferir activament a les CEC, i des d’alla a la circulacié sanguinia, tots
els aa que es produeixen de manera natural al LIC. D’aquesta manera, es genera un
mecanisme pel qual les concentracions d'aa al LIC es mantenen aproximadament un

10% de les concentracions plasmatiques.

Els transportadors d’aa excitatoris dependents de sodi (Excitatory Amino Acid
Transporters, EAAT) EAAT1, EAAT2 i EAAT3 ofereixen un mecanisme per a
I'eliminacié d'aa potencialment neurotoxics del cervell, com el glutamat i I'aspartat.
Aquests transportadors poden determinar els nivells de glutamat extracel-lular i sén
essencials per prevenir I'excitotoxicitat (Lipton, 2005). De fet, s’ha suggerit que
I’excitotoxicitat podria tenir un paper clau en la relaci6 de la BHE amb diverses
malalties neurodegeneratives, i s’esta estudiant actualment el paper terapéutic dels
EAAT per reduir els nivells de glutamat en malalties neurodegeneratives agudes i
croniques (Zlokovic, 2008). En aquesta linea s'ha demostrat que en rates on es
disminuien els nivells de glutamat en sang, s’incrementava I'efluéncia de glutamat del
cervell. D’aquesta manera, el tractament a rates amb agents segrestadors o quelants
de glutamat just abans o després d'una lesid cerebral té efectes neuroprotectors
(Zlotnik et al., 2007).

2.1.2.4 Vitamines

Les vitamines com, per exemple, la B1, B3, B5, o E sbén transportades en la majoria
dels casos per transportadors especifics individuals a través de la BHE o el plexe
coroide. L'excepcié és el transportador de multivitamines dependent de sodi que és
capac¢ de transportar la biotina, I'acid pantoténic i I'acid lipoic (Spector i Johanson,
2007).
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2.1.2.5 lons

La BHE té una gran densitat de mitocondris, que reflecteix les altes demandes
d’energia pels transportadors dependents d’ATP, com la bomba de Na'/K’, que es
troba a la cara abluminal de la BHE (Vorbrodt, 1988). D’altra banda, el cotransportador
de Na*, K" i 2 CI' es localitza basicament a la membrana luminal de la BHE (O'Donnell
et al., 2006) i s’encarrega de cotransportar aquest ions des de la sang a I'endoteli
cerebral. A més, també trobem l'intercanviador de Na*/H" a la membrana luminal i
l'intercanviador de CI/HCOj3; a les dues membranes, mostrant ambdos transportadors
un paper clau en la regulacié del pH intracel-lular a I'endoteli (Taylor et al., 2006).
D’altra banda, l'intercanviador Na*/Ca?* també és present a la BHE i s’encarrega del
flux de sortida de Ca?* de I'endoteli (Zlokovic, 2008).

2.1.2.6 Transportadors d’efluéncia

Si es compara la diferent penetracié de certes substancies liposolubles, es pot veure
que una gran quantitat de molécules tenen una taxa d’entrada molt més baixa al SNC
de la que es podria esperar de la seva lipofilia (Abbott et al., 2010). Aquestes
substancies, i molts dels seus metabdlits, s6n activament eliminats per transportadors
ABC (ATP-binding cassette) des del cervell i I'endoteli capil-lar (Begley, 2004). En
humans, els transportadors ABC sbén una superfamilia de proteines que conté 48
membres, els quals s'agrupen en 7 subfamilies segons homologia estructural (Dean et
al., 2001). El transportador P-gp (glicoproteina-P) és una bomba dependent d'ATP que
pot eliminar rapidament diversos metabolits lipofilics toxics, aixi com diversos
medicaments amfipatics cationics (Léscher i Potschka, 2005; Hermann i Bassetti,
2007). Estudis recents d'immunocitoquimica en rata i teixit cerebral huma han revelat
que la P-gp s'expressa tant a la membrana luminal com I'abluminal, aixi com als
pericits i als astrocits (Bendayan et al., 2006). A l'interior de les cél-lules, la P-gp es
distribueix al llarg de I'embolcall nuclear, en vesicules citoplasmatiques, al complex de

Golgi i al reticle endoplasmatic rugoés (Abbott et al., 2010).

A més de la P-gp, també cal tenir en compte altres transportadors com les proteines
associades de resisténcia multiple (multidrug resistance-associated protein, MRP)
ABCCH1, 2, 4, 5 i, possiblement, 3 i 6, i la proteina de resisténcia al cancer de mama
(breast cancer resistance protein, BRCP) ABCG2 (Begley, 2004; Dauchy et al., 2008;
Kamiie et al., 2008). Tots aquests transportadors tenen la possibilitat de treballar en
consonancia per reduir la penetracié de diversos farmacs al cervell aixi com per

augmentar la seva efluéncia. El possible paper dels transportadors ABC en la
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patogénesi i tractament de diferents trastorns cerebrals diferents és cada vegada més

reconegut i suscita un creixent interés (Zlokovic, 2008).

2.1.3 Barrera metabolica

Les CEC, junt amb els astrocits i els pericits de la BHE proporcionen una barrera
metabolica expressant una série d'enzims que modifiquen molécules endogenes i
exodgenes, que d'altra manera podrien creuar la barrera fisica i afectar negativament la
funcié neuronal (Pardridge, 2005). D’aquesta manera, I'expressio intra- i extracel-lular
de diversos ectoenzims com aminopeptidases, endopeptidases i colinesterases entre
d’altres, poden dotar a la BHE d’una "barrera metabodlica". Aixi, ectoenzims com les
peptidases i nucleotidases so6n capacos de metabolitzar respectivament diferents
péeptids i ATP, mentre que enzims intracel-lulars com la monoamino-oxidasa i el
citocrom P450 poden desactivar diversos compostos neuroactius toxics (el-Bacha i
Minn, 1999).

2.1.4 Membrana basal

Tot i no formar part de manera explicita de la BHE funcionant com a barrera fisica, de
transport o metabdlica, la membrana basal déna suport a la vasculatura cerebral i
separa les cél-lules endotelials de les cél-lules veines, és a dir, pericits i astrocits. La
membrana basal es compon de diferents proteines estructurals de matriu extracel-lular
(ME) com ara el col-lagen, la fibronectina, I'heparan-sulfat, la laminina i diversos
proteoglicans i proteoglicans condroitina-sulfat. Les CEC, els pericits i els astrocits
cooperen per generar i mantenir la membrana basal i les propietats de la BHE. Les
cél-lules vasculars, junt amb les neurones i les cél-lules glials de suport (microglia,
oligodendroglia i astrocits) expressen receptors d'adhesié de matriu (del Zoppo et al.,
2006).

Les cél-lules de la microvasculatura cerebral expressen les families de receptors
d'adhesio de matriu d’integrina i de distroglicans, i tot i que diverses funcions d'aquests
receptors encara s’estan estudiant, s’ha vist com les integrines tenen un paper clau en
la senyalitzacié endotelial, la migraci6é cel-lular i la formacié dels tubs de capil-lars

durant 'angiogénesi (Zlokovic, 2008).
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Els factors de creixement, com ara el factor de creixement de I'endoteli vascular
(vascular endothelial growth factor, VEGF), estan units a les proteines de la ME i
poden ser activats in situ per les metaloproteinases (Zlokovic, 2006). Al seu torn, aixo
pot regular diferents respostes de reparacié angio- i neurogénica postisquemiques
(Zhao et al., 2006). A més, s’ha vist que es produeixen alteracions en els receptors
d'adhesio, dels seus lligands i de la mateixa ME durant la isquémia cerebral focal,
I'esclerosi multiple, I'esclerosi lateral amiotrofica i certs tumors del SNC, aixi com
durant malformacions arteriovenoses (Rascher et al., 2002; Jian Liu i Rosenberg,
2005).

2.2 Paper de la BHE en la MA

En nombroses patologies del cervell aixi com en altres malalties vasculars,
inflamatories i infeccioses, la funcié de la BHE es troba sovint compromesa (Abbott et
al., 2006). En trastorns neuronals que tenen un origen vascular primari, les
neurotoxines que es troben en la circulacié sanguinia poden creuar la BHE i danyar a
les neurones; a més, senyals proinflamatories de les cél-lules vasculars o una reduccié
del flux sanguini als capil-lars pot alterar la transmissié sinaptica normal i provocar aixi
una lesié neuronal. Les cel-lules de la microglia reclutades de la sang o del cervell i de
la paret vascular poden detectar senyals de les neurones; d’aquesta manera,
I'activacié de I'endoteli de la microglia i dels astrocits pot conduir a l'alliberacié de
diferents mediadors cel-lulars que en la majoria dels casos agreugen la lesidé neuronal.
En el cas d'un trastorn neuronal primari, els senyals de les neurones s'envien a les
cél-lules vasculars i la microglia, que activen la unitat neurovascular i contribueixen a la

progressi6 del trastorn (Zlokovic, 2008).

2.2.1 Patologia microvascular

Un elevat nombre de factors de risc per a la MA i la deméncia vascular es superposen,
com edat avancada, aterosclerosi, accidents cerebrovasculars i accidents isquémics
transitoris, hipertensio, hiperlipidémia, traumatismes cranials, viscositat sérica elevada,
factors trombogenics, trastorns cardiacs, ApoE4 i diabetis (ladecola, 2004; Zlokovic,
2005; de la Torre, 2006; Luchsinger et al., 2007). A més, els cervells dels pacients amb
MA solen patir hipoperfusié i hipdxia. Com ja s’ha indicat a la introduccié sobre la MA
(apartat 2.9), s’ha observat que en I'esmentada malaltia hi ha una reduccié de la

densitat microvascular, un augment del nombre de vasos atrofics i fragmentats, un
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augment de la irregularitat de la superficie dels capil-lars, una major dispersié en el
diametre dels vasos, i un engruiximent de la membrana basal amb acumulacié de
col-lagen (Farkas i Luiten, 2001; Bailey et al., 2004). Durant la MA, I'acumulacié d’Ap al
cervell i als vasos resulta en el desenvolupament de la CAA (Greenberg et al., 2004).
D’altra banda, hi ha una reducci6 en I'expressié de GLUT1 als capil-lars cerebrals, tot i
que no apareixen canvis en l'estructura de 'mRNA GLUT1 (Mooradian et al., 1997), ni
alteracions en els seus nivells (Wu et al., 2005). A més, la superficie disponible per al
transport de glucosa disminueix significativament (Bailey et al., 2004), suggerint que
degut a alteracions en la BHE, en la MA el cervell experimenta una reduccié de

I'aportacio energética.

2.2.2 Angiogénesi aberrant

Diversos estudis suggereixen que en la MA, la degeneracié de les CEC pot reflectir
una angiogénesi aberrant (Zlokovic, 2008). En la MA, les CEC expressen nivells
extremadament baixos del gen MEOX-2, un factor de transcripcié que en el cervell
adult es limita al sistema vascular, on regula la diferenciaci6é cel-lular i el remodelat
vascular. Nivells baixos de MEOX-2 produeixen respostes aberrants de les CEC al
VEGF i altres factors angiogeénics, produint una regressié prematura dels vasos,
reducci6 del FSC i una formaci6 alterada de la BHE (Wu et al., 2005). A més, nivells
baixos de MEOX-2 promouen la degradacié per part del proteasoma d’LRP1,
disminuint la capacitat d’eliminacié6 d’AB per la BHE i afavorint-ne I'acumulacié als
vasos de la BHE (Zlokovic, 2008). A més, s'ha observat que I'acumulacié d’AB a la
membrana externa dels vasos sanguinis té efectes antiangiogénics i aquest fet podria

contribuir a la reduccié de la densitat capil-lar observada en la MA (Paris et al., 2004).

2.2.3 Captacio d’A circulant

El transportador RAGE capta AP circulant i la internalitza al cervell a través de la BHE
(Deane et al., 2003). En condicions fisiologiques, el RAGE s'expressa en nivells
relativament baixos en la BHE, excepte en l'endoteli dels capil-lars més grans.
Tanmateix, en la MA i en models animals de MA l'expressi6 de RAGE es troba
augmentada als vasos cerebrals (Deane et al., 2003), i també a microglia i a neurones
(Yan et al., 1996). EI RAGE es pot unir a diferents formes del péptid AB i produir
diferents respostes fisiopatoldgiques cel-lulars, i 'acumulacié dels seus lligands com
les proteines AGE i el mateix péptid AR augmenta I'expressié cerebrovascular de

RAGE (Zlokovic, 2008). D’aquesta manera, una sobreexpressio del RAGE condueix a
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una acumulaci6 d’AB vascular i cerebral que pot generar alteracions a la unitat

neurovascular i, en conseqtiéncia, en ’homeostasi cerebral.

La interaccio del RAGE amb I'AB pot contribuir de manera directa a la mort neuronal
per la produccié de dany oxidatiu a les neurones que expressen RAGE, i de manera
indirecta mitjancant I'activacié de la microglia (Yan et al., 1996). A més, la inhibicié de
la interaccid6 AB/RAGE en vasos afectats inhibeix la produccié de citocines, aixi com
disminueix I'estrés oxidatiu i el transport d’AB a través de la BHE (Deane et al., 2003).
A més a més, s’ha vist com els inhibidors de la interaccié d’AB amb RAGE estabilitzen
les funcions de la BHE, redueixen la neuroinflamacié i milloren el FSC. De fet, alguns
d’aquests inhibidors estan sent provats avui en dia en pacients amb MA (Zlokovic,
2008).

D’altra banda, l'apolipoproteina J (ApodJ), també coneguda com a clusterina, pot
facilitar el transport d’AB plasmatic a través de la BHE (Nuutinen et al., 2009) tot i que
no és la principal proteina de transport d’AB (Sagare et al., 2007). El transport del
complex AB-ApodJ a través de la BHE esta mediat per la gp330/megalina o per 'LRP2
(Zlokovic et al., 1996). El paper de 'LRP2 en el transport d’ApB encara no es coneix
completament ja que a concentracions fisiologiques, 'LRP2 esta saturat per Apod
(Shayo et al., 1997). El paper en la progressié de la patologia de la MA del transport
mediat ApoJ/LRP2 d’A a través de la BHE encara esta per explorar.

2.2.4 Eliminacio d’AB cerebral

L’LRP1 és un important transportador d’eliminacié d’AB a través de la BHE (Shibata et
al., 2000) membre de la familia de receptors de les lipoproteines de baixa densitat
(Low-density lipoprotein, LDL) i actua com a receptor de senyalitzacié i com a quelant
multifuncional. La uni6 d’AB a LRP1 a la cara abluminal de les CEC n’inicia la seva
eliminacié mitjangant transcitosi (Shibata et al., 2000; Deane et al., 2004) i ja a nivell

hepatic, 'lLRP1 s’encarrega de I'eliminacié sistémica del péptid (Tamaki et al., 2006).

L’enzim (3-secretasa pot tallar 'LRP1 pel domini N-terminal extracel-lular alliberant aixi
LRP1 soluble (sLRP1) al plasma (von Arnim et al., 2005). En humans, entre un 70% -
90% d’AB plasmatic es troba unit a sSLRP1 en condicions normals i s’ha vist que a la
MA I'sLRP1 es troba oxidat i la unié amb AR no és prou efectiva, incrementant aixi els
nivells cerebrals d’aquest péptid (Sagare et al., 2007). S’ha constatat una expressio

reduida de LRP1 durant I'envelliment en rosegadors, en primats no humans i en
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malalts de MA, associada a un increment dels vasos que presenten marcatge positiu
per a AB4o | AB42 (Shibata et al., 2000; Deane et al., 2004; Donahue et al., 2006). A
meés, els ratolins amb deficieéncia funcional severa de LRP1 a la BHE desenvolupen

acumulacions d’AB quan es creuen amb ratolins APPsy. (Van Uden et al., 2002).

D’altra banda, s’ha vist com ratolins que no expressen la P-gp a la BHE (knockouts
dels gens mdr1a i mdr1b) presenten una menor eliminacié d’AB cerebral, aixi com
nivells reduits d’'LRP1 a les CEC. A més, s’ha vist com en ratolins Tg2576 I'acumulacio
i els diposits d’AB s’acceleren i intensifiquen quan s’administra un inhibidor de la P-gp, i
el creuament dels ratolins knockouts de P-gp amb els Tg2576 produeix el mateix
efecte (Cirritto et al., 2005b).

L’ApoE és una apolipoproteina que t¢ com a funcié basica el transport de lipids i
colesterol, i que presenta tres isoformes (ApoE2, ApoE3 i ApoE4) en éssers humans.
Pel que fa a I'eliminacié vascular, s'ha demostrat que ’ApoE té una funcié de xaperona
per a 'AB (Wisniewski i Frangione, 1992). Els individus homozigots ApoE4 presenten
un risc augmentat de patir la MA mentre que el homozigots ApoE2 presenten una
reduccié d’aquest risc (Tanzi i Bertram, 2001). A més, I'’ApoE esta associada amb un
transport alterat d’AB a través de la BHE (Bell et al., 2007). En particular, els
complexes ApoE2-AB i els ApoE3-AB s’eliminen per la BHE a un ritme
considerablement més rapid que els complexos ApoE4-Af (Deane et al., 2008). D’altra
banda, s’ha observat com pericits amb un genotip ApoE2 o ApoE3 sén més resistents
als efectes toxics de I'AB4 en comparaci6 amb pericits amb un genotip ApoE4
(Verbeek et al., 2000). A més, un increment en la dosi de I'al-lel ApoE4 s'ha associat
amb un augment de CAA (Alonzo et al., 1998).

A més del transport mediat per receptor, I'eliminaci6 d’AB del SNC també es pot
produir per difusié lliure a través del flux del LIC cap al liquid cefaloraquidi (Silverberg
et al., 2003), i tot i que la proporcié exacta d'aquesta via en relacié a I'eliminacié total
d’AB no es coneix amb exactitud, s’ha estimat que podria arribar a ser un 10 o un 15 %
del total (Shibata et al., 2000).
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3. Els ratolins SAMP8

El primer article descrivint el model SAM (senescence-accelerated mice) va ser
publicat a Mechanisms of Ageing and Develoment I'any 1981 (Takeda et al., 1981). La
soca de ratolins SAM deriva originariament dels ratolins AKR/J. L’any 1968 varies
parelles de ratolins AKR/J van ser donades al departament de patologia del Institut de
recerca de malalties toraciques (CDRI) de la universitat de Kyoto, Jap6 on la soca va
ser mantinguda de manera estandard mitjangcant creuaments entre germans. Als anys
1972-1973, va apareixer descendéncia amb signes de pérdua d’activitat, pérdua de pél
i la seva lluentor, lesions perioftalmiques, lordocifosi i mort prematura, sense existir
evidéncia de retard en el creixement, malformacions, paralisi de les extremitats o altres
signes neurolodgics tals com tremolors o convulsions. Degut a que aquests fenotips
eren heretats per les segulents generacions, 'any 1975 es van seleccionar cinc
membres amb les citades caracteristiques com a progenitors de les séries P,
propenses a la senescéncia. De la mateixa manera, es van seleccionar tres animals
que presentessin signes normals d’envelliment com a progenitors de les séries R,

resistents a la senescéncia (Takeda, 2009).

Amb el transcurs dels anys, algunes soques van esdevenir inviables i van apareixer-ne
també de noves que complien els criteris de consanguinitat per soques. L'any 1991,
d’acord amb les normes internacionals de nomenclatura de soques de ratolins
consanguinis, es van establir els termes SAMP (senescence-accelerated mice prone) i
SAMR (senescence-accelerated mice resistant) per a les soques sensibles i resistents
a l'envelliment accelerat respectivament, quedant establertes diferents colonies de
ratolins SAMP i SAMR. L’esperanca de vida mitjana dels animals SAMP era de 9,7
mesos, un 40% més curta que la dels animals SAMR, de 16,3 (Takeda et al., 1991,
1994).

L’any 1986, I'equip del Dr. Miyamoto va descriure déficits en aprenentatge i memoria
de la soca d’animals SAMPS8, una de les proclius a la senescéncia accelerada
(Miyamoto et al., 1986). Des d’aleshores els ratolins SAMP8 han estat usats en
nombrosos estudis on s’han descrit nhombroses caracteristiques comportamentals,
neuropatologiques, neuroquimiques i neurofarmacologiques que han convertit aquesta
soca en un excel-lent model de senesceéncia aixi com per estudiar els mecanismes del

declivi cognitiu amb I'edat (Tomobe i Nomura, 2009). En diversos estudis que s’han dut
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a terme per caracteritzar aquesta soca d’animals (Pallas et al., 2008), s’han usat
animals SAMR1 com animals control ja que sbén resistents a la senescéncia

accelerada i estan genéticament emparentats amb els SAMPS8.

3.1 Alteracions del comportament

3.1.1 Aprenentatge i memoria

Els ratolins SAMP8 mostren de manera espontania déficits d’aprenentatge i memoria
en edats joves i aquests déficits empitjoren amb I'envelliment (Tomobe i Nomura,
2009). Mitjancant tasques especialment dissenyades per a detectar alteracions de
memoria espacial, lligada a I'hipocamp, com el laberint aquatic de Morris i el laberint
de bragos radials, els ratolins SAMP8 van mostrar déficits en aquest tipus de memoria
a partir dels 4 mesos d’edat (Flood et al., 1998; Ikegami et al., 1992; Cheng et al.,
2008). A més a més, estudis duts a terme amb tests més sensibles com el laberint
aquatic de bracos radials suggereixen que els déficits en l'aprenentatge espacial
poden ser detectats en ratolins SAMP8 a partir dels 3 mesos, i que les alteracions en

la memoria espacial no apareixen fins als 5 mesos d’edat (Chen et al., 2004).

Altres tests d’aprenentatge son els d’evitacidé passiva i evitacio activa. En el test
d’evitacio passiva, 'animal ha d’aprendre a evitar estimuls adversos romanent en
ambients sense estimul negatiu perd no agradables (llum), en comptes d’entrar en
ambients agradables (foscor) perd amb estimul negatiu. El test d’evitacié activa
consisteix en avaluar si 'animal és capa¢ d’aprendre a escapar d’un ambient on
préviament ha rebut un estimul advers (Archer, 1975). En ambdos tests els animals
SAMP8 van presentar alteracions significatives a partir dels dos mesos d’edat
(Miyamoto, 1992; 1997).

3.1.2 Conducta d’ansietat

Els ratolins SAMP8 mostren un comportament reduit d’ansietat, expressat per una
disminuci6 del temps de laténcia per comencar a rosegar un nou menjar després d’una
deprivacié de menjar de 24 hores, en contrast amb altres soques de ratolins que
mostren neofdbia a nous menjars. En el laberint de creu elevat, els ratolins SAMP8
entren més vegades i estan més temps en els bracos oberts que els animals SAMR1
(Miyamoto et al., 1992). En un altre estudi on es donaven xocs eléctrics davant

d’intents de beguda després de deprivacié d’aigua, els animals SAMP8 van presentar
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resultats més baixos d’ansietat davant d’animals SAMR1 i, de manera interessant,
animals SAMR1 d’edat avangada també van presentar indexs més baixos d’ansietat

enfront animals SAMR1 joves (Miyamoto et al., 1992).

3.1.3 Ritme circadiari

Alguns autors han mesurat I'activitat motora espontania (spontaneous motor activity,
SMA) per a avaluar I'estat del ritme circadiari d’animals SAMP8 i també SAMR1. Als 4
mesos d'edat, els ratolins SAMP8 van mostrar un augment significatiu en els
recomptes de SMA dilrns, especialment durant les primeres 3-4 hores del periode de
llum. Aquest augment de I'SMA dilirna també es va observar als 8 mesos d'edat. Per
contra, els ratolins SAMR1 van mostrar ritmes circadiaris de SMA i d'habit de beguda
tipics; és a dir, notables augments en el periode de foscor en contrast amb la
disminucio6 en el periode de llum i es va reduir I'amplitud dels ritmes amb I'edat. Als 12
mesos d'edat, no hi va haver diferéncies aparents entre les dues soques a causa d'una
reduccio en I'amplitud del ritme de la soca SAMR1 (Miyamoto, 1994; 1997). Pel que fa
a la conducta de beguda, es va fer evident que el recompte vegades que els ratolins
SAMPS8 bevien a la nit va tendir a disminuir als 2 mesos d'edat. Dels 4 als 12 mesos
d'edat, pero, els ratolins SAMP8 van mostrar increments significatius en els recomptes
de beguda dilirns en comparacié amb els ratolins de control SAMR1 (Nishiyama et al.,
1994; Miyamoto, 1997). Per tant, aquests resultats van revelar que els ratolins SAMPS8
mostren un trastorn definit en el ritme circadiari en relaci6 amb 'SMA i la conducta de
beguda. Tal i com discuteix Miyamoto (1997), pero, altres factors fisiologics i
neuroquimics com el deteriorament en el sistema de neurotransmissors de I'hipotalem
i el nucli supraquiasmatic s’haurien de considerar també per entendre millor els ritmes

circadiaris alterats en els animals SAMPS.

3.2 Alteracions neuropatologigues

La soca d’animals SAMP8 mostra certes alteracions neuroldgiques també observades
en humans d’edat avangada i que es consideren més com canvis fisiologics inherents
al procés denvelliment que no pas canvis patoldgics. Entre varies alteracions
descrites, trobem inclusions neuronals talamiques (Akiguchi et al., 1988), reducci6 en
la densitat d’espines dendritiques en diferents arees hipocampals (Sugiyama et al.,
1987), distrofia axonal en els nuclis de la columna dorsal (Kawamata et al., 1994),

astrogliosis i lipopigmentosis (Akiguchi et al., 1988)
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3.2.1 B-Amiloide

La proteina B-amiloide prové del processament de la proteina APP per part dels
enzims B- i y-secretasa. Els dipdsits d’aquesta proteina formen les plaques senils, una
de les lesions més caracteristiques de la MA i imprescindible encara avui dia per a un
diagnostic post mortem de la malaltia (McKhann et al., 1984; Epis et al., 2010). En
animals SAMPS8, es va detectar un augment de 'mRNA de I'APP tant a I'escorca
cerebral com a I'hipocamp a partir dels 6 mesos d’edat (Tha et al., 2000). A més a
més, s’ha descrit un increment de la carrega d’APP en animals SAMP8 (Morley et al.,
2000) aixi com en la carrega de B-amiloide (Takemura et al., 1993). Aquestes
premisses van conduir a que alguns autors consideressin la soca d’animals SAMPS8
com a model de la MA (Morley et al., 2004), tot i que encara mancava una clara

confirmacié de si tenien o no plaques senils.

Els primers estudis en parlar d’acumulacions de la proteina B-amiloide en ratolins
SAMPS8 van descriure unes estructures granulars immunoreactives de tipus proteic
B/A4 (Takemura et al., 1993). Tot i aixd, pocs articles han continuat parlant d’aquest
tipus de dipodsits (Fukunari et al., 1994; Kato et al., 1997; Morley et al., 2000) i han
estat caracteritzats amb una gran variabilitat, descrivint la seva aparicié ja als dos
mesos d’edat (Takemura et al., 1993) o rarament i no abans dels 16 mesos (Morley et
al., 2000) o 18 mesos d’edat (Pallas et al., 2008). Degut a la controvérsia creada sobre
la preséncia o no d’agregats amiloides que formessin estructures similars a les
plagues senils en aquests ratolins, alguns autors van posar de manifest la necessitat

d’una clarificacio sobre aquest assumpte (Takeda, 2009).

3.2.2 Tau

La familia de proteines tau es constitueix per 6 isoformes involucrades en la
polimeritzaci6é de la tubulina, I'estabilitat dels microtubuls, el transport axonal aixi com
la senyalitzaci6 del citoesquelet (Pallas et al., 2008). En diverses malalties
neurodegeneratives, podem trobar com la proteina tau s’hiperfosforila mitjangant
diversos enzims com GSK3f3, CDK-5, PKC i SAPK (Avila, 2004; Ferrer et al., 2005;
Igbal et al., 2005). Aquesta hiperfosforilacié genera inestabilitat als microtubuls ja que
inhibeix el seu acoblament i provoca, en darrer terme, degeneracidé de les neurones
afectades (Brion, 2006; Cash et al., 2003). De fet, en la MA on hi ha degeneracio
neuronal es troben lesions neurofibril-lars produides per cimuls de tau hiperfosforilada
en cabdells neuronals, extensions neuritiques, neurites distrofiques i als voltants de

plagues senils. Es poden detectar increments en la fosforilacié de Tau a partir dels 5
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mesos d’edat en ratolins SAMP8 (Alvarez-Garcia et al., 2006), aquests animals
mostren varies formes de tau hiperfosforilada en comparacié als ratolins SAMR1
(Caballero et al., 2008; Canudas et al., 2005) i, a més a més, aquest increment en la
fosforilacio de tau és degut a mecanismes equivalents als de la MA, com un increment
en I'expressio de CDKS5 i un increment de l'activitat del complex CDK5/p25 (Canudas
et al., 2005).

3.2.3 Degeneracio espongiforme

La degeneracié espongiforme dels ratolins SAMP8 va ser descrita 'any 1989 i és la
primera alteraci6 descrita en aquesta soca (Yagi et al, 1989). Durant el
desenvolupament, es poden observar vacuols de diferent grandaria en el neuropil de la
formacio reticular del tronc de I'encéfal en cervells de ratolins SAMP8, mentre que
aquestes les mateixes alteracions no s’aprecien en els animals SAMR1. La
degeneracié espongiforme es pot trobar entre I'hipotalem i la medul-la espinal,
especialment en la formacié reticular magnocel-lular, el nucli reticular ponti i el nucli
reticular gigantocel-lular. Els vacuols comencen a aparéixer al mes d’edat i assoleixen
el seu maxim en nombre i grandaria als 4-8 mesos d'edat. Ultraestructuralment, els
vacuols es classifiquen en dos tipus morfoldgics. El primer tipus es refereix als que es
troben entre els components postsinaptics. Aquests apareixen a partir d’'una lleu
inflamacié dendritica al primer mes d'edat, i a continuaci6 hi ha inflamacio
postsinaptica i un augment de les estructures membranoses de les dendrites als 2
mesos. Als 5 mesos d'edat, ja es poden observar lamines membranoses de tipus
mielinic envoltant els grans vacuols. El segon tipus de vacuol és causat per la

separacio de les beines de mielina en la linia densa major de I'oligodendroglia.

3.2.4 Proliferacio astrocitaria i microglial

En cervells humans d’edat avancada es pot observar proliferacio glial (Goss et al.,
1991; Kohama et al., 1995; David et al., 1997; Amenta et al., 1998). L’'activacié
astrocitaria i el reclutament de la microglia generen una resposta inflamatoria que es
troba sobretot accentuada en cervells de persones amb MA, essent els astrocits i la
microglia cél-lules capaces de secretar un gran nombre de citocines i productes
neurotoxics; produint d’aquesta manera processos de neurodegeneracié i mort
neuronal (Sastre et al., 2006). S’ha demostrat que els cervells de malalts d’Alzheimer
mostren un increment en els marcadors de gliosi GFAP i S1008 en hipocamp i escorca

cerebral (Sheng et al., 1994). De manera similar, els ratolins SAMP8 presenten un
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increment dels marcadors de proliferaci6 glial GFAP i PK-11195 (Nomura et al., 1996).
En un altre estudi realitzat per Sureda i col. es mostra una marcada astrogliosi i
microgliosi en animals SAMP8 de 5 mesos en comparacié amb ratolins SAMR1 de la
mateixa edat (Sureda et al., 2006). Aixi mateix, s’ha descrit una marcada acumulacio
de ceél-lules microglials reactives associada amb un increment d’expressié de

catepsines E i D en cervells de ratolins SAMP8 (Amano et al., 1995).

3.2.5 Virus de la leucémia murina

En un estudi viroldgic i morfologic realitzat recentment (Jeong et al., 2002), es va
analitzar l'expressi6 dels virus ecotropic (E-MuLVs), xendtropic, i politropic de la
leucémia murina (MuLVs) al cervell de ratolins SAMP8 i SAMR1. No es va trobar
mRNA ecotropic en SAMR1 i només va ser detectat mMRNA ecotropic de tipus Akv en
ratolins SAMP8. Els nivells d'mRNA corresponents a politropic i xenotropic MuLV van
ser equivalents per SAMPS8 i SAMR1 i, a més, no es va detectar cap indici de cap altre

virus patologic.

Estudis immunohistoquimics i de microscopia electronica per revelar la localitzacio
cel-lular de I'expressio d’Akv en SAMP8 van detectar I'antigen de la capside de I'E-
MuLV en neurones, oligodendrocits i cél-lules endotelials de I'estriat, tronc de I'encéfal,
hipocamp i cerebel d’aquests ratolins. A més, una forta activacié i vacuolitzacié
astrocitica van ser detectades adjacents a les neurones amb expressié d’Akv, obrint
una nova porta a explicar els mecanismes patogenics de la degeneracié espongiforme

en aquests animals.

3.2.6 Degeneracio cerebelar

En el cerebel de ratolins SAMPS8 s’han descrit diferéncies regionals relacionades amb
I'edat en la reducci6 del gruix de I'escorca: essent l'arquicerebel el que va mostrar una
major disminucié del gruix, seguit pel neocerebel i el paleocerebel. Aixi mateix, la taxa
de disminucié en I'espessor de la capa molecular va ser més gran que el de la capa

granular (Nagasaki et al., 1995).
En un article publicat recentment es posa de manifest com, mitjancant els métodes de

TUNEL i tincié histologica de plata, algunes cél-lules de Purkinje en el cerebel medial i

la vermis semblen desaparéixer durant I'envelliment en ratolins SAMP8 (Zhu et al.,
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2007), d'acord amb el que passa als cervells de persones amb MA (Fukutani et al.,
1996; Sjobeck i Englund, 2001).

3.2.7 Degeneracioé neuronal dopaminérgica

En un estudi realitzat per Karasawa et al. (1997) es va veure com la immunoreactivitat
de neurones catecolaminérgiques a la DOPA descarboxilasa (aromatic L-amino acid
decarboxylase, AADC), la dopamina (DA) o la noradrenalina (NA), era més feble en

ratolins SAMP8 que en ratolins SAMR1 en totes les regions cerebrals.

Per microscopia immunoelectronica es va detectar una degeneracio progressiva de les
neurones dopaminérgiques i les seves fibres terminals en la substancia nigra de
ratolins SAMPS8, aixi com de les neurones noradrenérgiques i les seves dendrites
proximals del locus coeruleus. En canvi, no es van observar diferéncies en el nombre
de neurones unicament AADC positives (neurones D) entre les soques SAMPS8 i
SAMR1. Aquests resultats van indicar que les neurones dopaminérgiques en la
substancia negra i les neurones noradrenérgiques en el locus coeruleus degeneren
més rapidament durant I'envelliment en els ratolins SAMPS8 que en els ratolins SAMR1
i que les neurones D poden funcionar com a part d'un sistema compensatori a la

disminuci6 de neurones catecolaminérgiques durant I'envelliment.

3.2.8 Degeneracio oligodendrocitica

Per valorar les possibles alteracions en els oligodendrocits, un estudi va dur a terme
técniques immunohistoquimiques per detectar la proteina basica de la mielina (myelin
basic protein, MBP) i I'enzim 2', 3'-nucledtid ciclic 3'-fosfodiesterasa (CNP) com a
marcadors d'oligodendrocits (Tanaka et al., 2005). A la subzona de I'hipocamp CA1 als
10 mesos d'edat, els animals SAMP8 van presentar una disminucié en Ia
immunoreactivitat de la MBP i el CNP en comparacié a animals SAMR1 de la mateixa
edat. Ara bé, no es van poder apreciar diferéncies per a aquests marcadors
oligodendrocitics en escorga cerebral o tracte Optic. A més, es va mesurar 'area
d'immunoreactivitat per MBP a la subzona CA1 de les dues soques i es va veure com
aquesta disminueix progressivament amb l'edat en SAMP8 en comparaci6 amb
animals SAMR1. D’aquesta manera es va demostrar una degeneracio

d’oligodendrocits a I'lhipocamp en ratolins de la soca SAMPS8.
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3.2.9 Estrés oxidatiu
S’ha dut a terme una gran quantitat d'estudis que indiquen un major estatus oxidatiu
en diversos teixits, incloent el cervell, de ratolins SAMP8 en comparacié a d’altres

soques.

En un primer estudi utilitzant ratolins d’11 i 12 mesos d’edat SAMP8 i SAMR1, es va
poder observar una quantitat significativament més alta de malondialdehid (MDA) i
d’activitat monoamino oxidasa B en cervell i fetge de ratolins SAMP8 en comparacio
als ratolins SAMR1. A més, el contingut de lipofuscina (producte de la peroxidacioé
lipidica) va augmentar al fetge, perd no al cervell, dels ratolins SAMP8 d’11-12 mesos.
A més a més, la superoxid dismutasa (SOD) mitocondrial de les ceél-lules hepatiques
va mostrar ser menys activa en ratolins SAMP8 (Nomura et al., 1989). Tanmateix, en
un altre estudi es va descriure un augment edat-dependent en I'activitat de la SOD al
fetge aixi com en la reactivitat de I'acid tiobarbituric (equivalent al contingut d’MDA)
tant en fetge com en cervell de ratolins SAMPS8, i una disminucio relacionada amb
I'edat en els nivells de glutatido en cervell i fetge als 3 i 11 mesos d'edat (Liu i Mori,
1993).

D’altra banda, amb l'objectiu de prevenir els danys oxidatius a diversos organs, un
estudi va administrar de manera cronica a animals SAMP8 a partir dels tres mesos
d’edat N-tert-fenil-butilnitrona (PBN), un depurador de radicals lliures. Els animals
tractats van veure incrementada la seva esperanga de vida en un 33% (56 setmanes
en el grup tractat amb PBN enfront de 42 setmanes dels animals administrats amb
vehicle), suggerint un paper protagonista dels radicals lliures en el procés
d’envelliment dels animals SAMP8 (Edamatsu et al.,1995).

Sato et al. (19964, b) van estudiar els canvis en I'estrés oxidatiu relacionats amb I'edat
en cervells de ratolins SAMP8 i SAMR1 a les 2, 4-8, 20-28 i 40-56 setmanes d'edat.
Van mostrar com els nivells de peroxids lipidics, de grups carbonil i d’espécies
reactives de l'oxigen (reactive oxygen species, ROS) augmentaven amb l'edat en
animals SAMP8. Tanmateix, els nivells de I'enzim glutamina sintetasa, enzim sensible
a les ROS, disminuia progressivament amb l'edat. A més a més, els nivells de
peroxids lipidics i de grups carbonil proteics es van incrementar transitoriament en
ratolins SAMP8 de 4-8 setmanes d'edat en comparacié a animals SAMR1, tot i que
l'augment dels peroxids lipidics només es va observar en l'escor¢a cerebral i no en
altres regions cerebrals. Es va observar també com, en comparacié a animals SAMR1,

en aquesta franja d’edat s’incrementava la generacié neta d'H,O, en cél-lules cerebrals
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dissociades. A més a més, l'activitat de la glutamina sintetasa va disminuir en I'escorca
cerebral de ratolins SAMP8 a 4-8 setmanes d'edat. D’aquesta manera, es mostra com
els ratolins SAMP8 de 4 a 8 setmanes d'edat mostren un major estatus oxidatiu, que
precedeix a la manifestacié de déficits en l'aprenentatge i la memoria (Sato et al,,
1996a). En un estudi posterior es va suggerir que els canvis en l'activitat de catalasa i
oxidasa acil-CoA podrien ser una de les causes de l'augment precog¢ d'estrés oxidatiu
en I'escorca de ratolins SAMPS8 de 4 a 8 setmanes d'edat (Sato et al., 1996b).

En un altre estudi es va determinar la concentracié de peroxids lipidics en cervell, cor,
fetge, pulmons i ronyons de ratolins SAMP8 i SAMR1 als 3, 6 i 9 mesos d'edat. Els
nivells de peroxids lipidics en els teixits estudiats excepte el cervell van mostrar un
augment amb l'edat en ambdues soques, i els nivells en SAMP8 van ser
significativament més grans que en SAMR1 als 3 i 6 mesos d'edat, excepte als 3
mesos en ronyd. D’altra banda, no van aparéixer canvis progressius amb l'edat en
cervell en cap de les dues soques, tot i que els nivells van ser sempre més alts en
ratolins SAMP8 (Matsugo et al., 2000). Després d'aquest treball, es va determinar amb
meés precisi6é l'edat en qué els peroxids lipidics augmentaven en cervell i fetge de
SAMPS8. Els resultats van mostrar que els nivells ja van ser significativament majors als
2 mesos en comparacio a 1 més d’edat i en SAMR1, perd aquests canvis no es van
observar ni en cervell ni en fetge. D’aquesta manera es mostra com la soca d’animals
SAMPS ja esta exposada a nivells elevats d'estrés oxidatiu des d'una edat primerenca
(Yasui et al., 2003).

A més de les qlestions de génere, els diferents métodes, diferents condicions de cria
d'animals i aixi successivament podria ser factors causants de les discrepancies de

dades.

3.2.10 Alteracions mitocondrials

L’estat de les mitocondries dels animals SAMP8 es va estudiar mitjangant la
fosforilacio oxidativa d’aquests organuls en fetge de ratolins de 6, 12 i 18 mesos
d'edat. La ratio de control respiratori va disminuir progressivament amb I'edat, i el seu
valor a 18 mesos es va considerar insuficient per proporcionar la sintesi d'ATP
necessaria per a un metabolisme cel-lular normal (Nakahara et al., 1998). Per
caracteritzar la disfuncié mitocondrial a edats inicials es va investigar |'estat redox i la
fosforilacié oxidativa d’aquests organuls al cervell de ratolins SAMP8 i SAMR1 de 2

mesos d'edat. Els mitocondris cerebrals de SAMP8 van mostrar un major estat redox i
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una major activitat de la respiraci® mitocondrial amb una ratio menor de control
respiratori que els mitocondris de ratolins SAMR1. D’aquesta manera, es va suggerir
que abans de desenvolupar una disfuncié mitocondrial relacionada amb I'edat, podria
existir un estat hiperactiu ineficient en el sistema de transport electronic mitocondrial
(Nishikawa et al., 1998).

A més a més, ’ADN mitocondrial en cervell de SAMP8 mostra multiples delecions. Les
supressions apareixen ja a les 4-8 setmanes d’edat i en major nombre en comparacio
a soques control com SAMR1 o ddY. A més, apareix també una disminucié de
I'activitat enzimatica dels complexos | i lll. Els autors van considerar aixi que una
alteracio del transport d'electrons en els mitocondris del cervell de ratolins SAMP8 pot
induir una major produccié de radicals lliures i aixi un estat d'estrés oxidatiu cronic,

generant en ultim terme neurodegeneracio (Fujibayashi et al., 1998).

3.2.11 Alteracions en la barrera hematoencefalica

Hi ha certa controvérsia sobre I'estat de la BHE en aquests animals, ja que alguns
estudis han descrit alteracions de la BHE amb la subseqlent extravasacié de
tracadors i d’altres estudis no han detectat canvis en la permeabilitat de la BHE degut

a una retencié nul-la de tragadors en el parénquima cerebral.

Estudis preliminars van detectar que la taxa de transferéencia cerebral d’albumina
sérica administrada préviament és més gran en ratolins SAMP8 que en animals
SAMR1 de la mateixa edat. Aixi mateix, aquesta taxa de transferéncia és més gran a
mesura que els animals SAMP8 envelleixen (Ueno et al., 1993; Hosokawa i Ueno
1999). A més a més, en hipocamp d’animals SAMPS8, s’ha observat mitjancant
marcatges immunohistoquimics un increment en I'extravasacié d’albumina sérica
endogena (Hosokawa i Ueno, 1999) i dHRP préviament administrada aixi com un
increment de ceél-lules endotelials tenyides per HRP (Ueno et al., 2001a). Aixi mateix,
s’ha descrit que en animals SAMP8 vells les cél-lules endotelials de les arees
adjacents a les zones periventriculars mostren un citoplasma irregularment gruixut i
dens aixi com inclusions de la membrana a la lamina basal (Ueno et al., 2001b)
indicant que tant els pericits com les cél-lules endotelials d’aquestes zones tenen una

estructura amb la BHE danyada.

D’altra banda, 'equip de Banks et al. (2000) van realitzar diversos estudis per tractar

de caracteritzar I'estat de la BHE dels animals SAMP8. En un primer estudi es va
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administrar per via intravenosa albumina i també insulina marcades radioactivament i
es va mesurar la relacio cervell/lséerum de l'albimina i la taxa de transport de la
insulina. No es van observar canvis en la relacié cervell/serum d’albumina, ni en
animals SAMP8 joves ni en els vells, mostrant que no hi ha retencié cerebral d’aquesta
proteina. A més a més, no van aparéixer canvis ni en el transport ni en la unié de
insulina al cervell, suggerint que la BHE no estava alterada. En un altre estudi es va
mesurar la capacitat de transport cerebral per a IL-1 en cervells d’animals SAMPS8
joves i vells i es va comparar amb la capacitat dels animals ICR; a més a més, es va
determinar la retenci6 de sucrosa i albumina radioactives. Es va veure que els animals
SAMP8 exhibien un transport deficient d’IL-1 degut a que eren capagos d’incorporar IL-
1 al parénquima cerebral en menys arees del cervell que en comparacié als animals
ICR. Aquest fet, perd, no era degut a alteracions en la BHE si no a una influéncia
genética en la capacitat de transport d’aquesta citocina. A més a més, no es van trobar
diferéncies en la quantitat de sucrosa ni d’albumina cerebrals en animals SAMP8 vells
(Moinuddin et al., 2000).

En un darrer estudi es va mesurar la transferéncia TNFa de la sang a 10 regions
cerebrals en animals SAMP8 de 17 mesos i en ICR i SAMP8 de 2 mesos d’edat. En
animals joves, no van apareixer diferéncies ni en les diferents regions cerebrals
estudiades ni tampoc en la taxa total de transferéncia entre les dues soques. Si que
van apareéixer diferéncies perd en animals SAMPS8 vells, que van presentar un index
més alt de transport de TNFa a cortex occipital, mesencéfal i cos estriat en comparacio

als ratolins joves de la mateixa soca (Banks et al., 2001).

S’ha de tenir en compte perd que els estudis que s’han dut a terme per tal de descriure
possibles alteracions en la BHE d’animals SAMP8 s’han fet amb diferents molécules,
marcadors i técniques, i que aixd pot ser un factor determinant en la variabilitat dels

resultats trobats en la literatura fins avui en dia.
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Il. Objectius






Els ratolins SAMP8 constitueixen un model ideal per a l'estudi dels processos
fisiologics i fisiopatoldgics que tenen lloc durant la senescéncia i, a més, aquesta soca
ha estat usada com a model de la MA. Segons la hipotesis neurovascular de la MA, la
falta d’eliminacié d’AB a través de la BHE pot incrementar els nivells dels péptids toxics
AB i produir lesions vasculars i diposits amiloides. Aquesta falta d’eliminacio estaria
produida per una angiogénesi aberrant o per la senescéncia de les CEC, ambdues
associades a una disminuci6 dels receptors d’eliminacié i/o un augment dels receptors
de captacié d’AB. L’'acumulacio de péptids toxics, al seu temps, produeix alteracions en
la BHE generant alteracions idniques i moleculars en el paréenquima cerebral que
acabarien donant a lloc o amplificant les disfuncions sinaptiques i les lesions i mort

neuronals observades en la MA.

L’objectiu global d’aquest treball és caracteritzar I'evolucié temporal de les alteracions
de la BHE i estudiar la preséncia d’amiloidosi en els ratolins SAMP8, aixi com

determinar la relacio entre aquestes dues variables.

En concret s’han formulat els seglients objectius:

1. Determinar la preséncia i la progressié temporal de les possibles modificacions en
la permeabilitat de la BHE en I'hipocamp i I'escorca dels ratolins SAMPS8.
1.1. Establir métodes per a la determinacié de la permeabilitat de la BHE a
substancies plasmatiques enddgenes i/o tragadors exdgens.
1.2. Aplicar els métodes establerts a l'objectiu anterior a animals SAMP8 de

diferents edats i comparar els resultats amb animals control.

2. Caracteritzar la preséncia i la progressié temporal d’A en I’hipocamp i I'escorca de
ratolins SAMPS8.

2.1. Caracteritzar el marcatge tipus AB i la seva proteina precursora APP
mitjangant immunolocalitzacio i analisi microscopic.

2.2. Quantificar els diferents tipus de marcatge AP caracteritzats a I'objectiu
anterior a ratolins SAMP8 de diferents edats i comparar els resultats amb
animals de soques control.

2.3. Caracteritzar I'evolucié temporal del nombre de vasos amb amiloidosi en

SAMPS8 i soques control.
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3. Estudiar la possible la relacié espacial i temporal entre 'augment d’AB i les

alteracions de permeabilitat de la BHE en ratolins SAMPS.

3.1. Analitzar si la localitzaci6 dels agregats amiloides manté relaci6 amb la
localitzacié dels capil-lars cerebrals.

3.2. Determinar si els agregats amiloides es troben en arees cerebrals on la BHE
esta alterada.

3.3. Establir la possible relacié entre els agregats amiloides i els vasos amb
amiloidosi

3.4. Establir la relacio entre els vasos amb amiloidosi i els vasos amb la BHE
alterada.
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lll. Resultats: articles






Article 1

INCREASED PERMEABILITY OF BLOOD-BRAIN BARRIER ON THE
HIPPOCAMPUS OF A MURINE MODEL OF SENESCENCE

Authors: Carme Pelegri, Anna Maria Canudas, Jaume del Valle, Gemma

Casadesus, Mark A. Smith, Antoni Camins, Merceé Pallas i Jordi Vilaplana

Mechanisms of Ageing and Development 2007; 128: 522-528.
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RESUM

Objectiu
Determinar la integritat de la BHE mitjangant I'estudi d’extravasacié d’'una proteina
endogena a I'hipocamp dels ratolins amb senescéncia accelerada SAMP8 a diferents

edats.

Material i métodes

Es van utilitzar animals SAMP8 i SAMR1 de 3, 7 i 12 mesos d’edat. Després
d’anestesiar i perfondre els animals amb sérum fisioldgic, es va procedir a I'extraccio
del seu cervell. Es van realitzar seccions criostatiques d’aquest teixit i es van aplicar
técniques de immunohistoquimica per localitzar els vasos sanguinis de I'hipocamp i
detectar I'extravasacié d’'lgG en aquests vasos. Es van obtenir imatges dels vasos i de
la IgG en aquests mitjangant microscopia de fluorescéncia. Posteriorment, es va
dissenyar una tecnica d’analisi d'imatges per a la quantificacid de la fluorescencia
btinguda (Fig. 12) i obtenir aixi tres variables: diametre dels vasos (vessel diameter,
VD), extensié de I'extravasacié de I'lgG (EE) i extensio relativa de I'extravasacio de

I'lgG (relative extension of IgG extravasation, REE) com a diferéncia de VD i EE.
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Fig. 12 Técnica d’analisi d’imatge per quantificar el diametre dels vasos i
I’extravasacié d’lgG. (A) Vas cerebral amb linia arbitraria. (B) Perfil d’intensitat
de marcatge a través de la linia, una linia discontinua marca la fluorescencia
basal, s’aprecia el VD. (C) La mateixa regi6 amb la mateixa linia tragada pero
amb tincié per IgG. (D) Perfil d’intensitat de marcatge a través de la linia. S’obté
I'extensio de I'extravasacio. Barra d’escala: 20 ym.
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Resultats

Tant el plexe coroide, on no hi ha una BHE funcional i s’'usa com a control positiu
d’extravasacio, com la fissura hipocampal van mostrar marcatge positiu per IgG en
totes les edats i soques estudiades. No es va observar positivat d’'lgG en els vasos de
I’hipocamp de les soques SAMP8 ni SAMR1 als 3 i 7 mesos d’edat. En canvi, si que
'EE va ser significativament superior en els vasos de I'hipocamp d’animals SAMPS8 de
12 mesos d’edat, en comparacié amb la soca control SAMR1 (Fig. 13A). Quan es va
restar 'EE del VD per obtenir 'REE i aixi saber la quantitat relativa d’lgG present al
parénquima cerebral, es va observar que els ratolins SAMP8 mostraven també valors
significativament més alts d’extravasacié d’'lgG que els ratolins SAMR1 (Fig. 13B).
Tanmateix, no van aparéixer diferencies significatives en el VD a 12 mesos d’edat (Fig.
13C).

(A) 12 (B) 12
10 - 10 -
5 8 - EL 8 -
~ 6 w 6
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SAMR1 SAMPS SAMR1 SAMPS SAMR1 SAMPS8

Fig. 13 Extravasacié d’lgG i diametre dels vasos sanguinis de ratolins SAMP8 i SAMR1. (A) Extensio
de l'extravasacio de I'lgG (EE) i (B) Extensi6 relativa de I'extravasacio de 'lgG (relative extension of IgG
extravasation, REE) al voltant dels capil-lars de I'hipocamp dels ratolins SAMR1 i SAMP8 de 12 mesos
d’edat. (C) Diametre dels vasos (vessel diameter, VD) de I'hipocamp dels ratolins SAMR1 i SAMP8. Els
valors mostren mitjanes + E.E.M. En (A) i (B), les diferéncies entre grups soén significatives (p < 0.05).

Conclusions
La permeabilitat de la barrera hematoencefalica per a la IgG esta incrementada en els

animals SAMP8 de 12 mesos d’edat, en comparacié a les altres edats més joves

estudiades i a la soca control SAMR1.
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Abstract

SAMPS mice show several indicative characteristics of accelerated aging and have been used to study the physiological and physiopathological
processes that take place during senescence. There is some controversy about the presence of a functional blood—brain barrier (BBB) disturbance
on these animals, which could be related to the oxidative stress or the amyloidosis present in their brain. In order to elucidate BBB status in the
hippocampus of SAMPS8 mice, in this study we have determined the extravasation from brain microvessels of endogenous IgG in SAMP8 mice
aged 3, 7 and 12 months and in age-matched control SAMR1 mice. Immunohistochemistry, confocal microscopy and an imaging methodology
specially designed to quantify IgG extravasation have been used. The choroid plexus was analyzed as a control for positive extravasation in SAMP8
and SAMRI mice and, as expected, in all studied ages high IgG immunoreactivity was observed in both strains. We have found significantly higher
levels of IgG extravasation in the hippocampus of 12-month-old SAMP8 mice compared to SAMR1 mice, indicating an increased permeability of

BBB in aged senescence-accelerated mice.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: SAMPS; Senescence; Mouse; Blood-brain barrier; Hippocampus; Immunohistochemistry; Confocal microscopy; IgG quantification

1. Introduction

The blood-brain barrier (BBB) is a complex structure
essential to maintain central nervous system (CNS) homeostasis.
The BBB protects the brain from toxic substances and it
simultaneously allows access to essential nutrients and chemical
signals. Anincrease in BBB permeability has been described in a
number of CNS pathologies (Al-Kassab et al., 1981; Mihaly and
Bozoky, 1984; Tanno et al., 1992; De Vries et al., 1997). This
increase could be related to an oxidative stress-mediated
disruption of BBB, as it has been shown in experimental models
in vivo (Parathath et al., 2006) and in vitro (Blasig et al., 2002).
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Oxidative stress is a hallmark of neurodegenerative disorders as
Alzheimer’s or Parkinson’s disease (Moosmann and Behl, 2002),
HIV-1 encephalitis (Boven et al., 1999), multiple sclerosis (van
Horssen et al., 2006) and severe hypertension (Poulet et al.,
2006).

To study the relationship between oxidative stress and the
BBB, several animal models can be used. Among them are
senescence-accelerated mouse (SAM) strains, which were
developed as a model of accelerated senescence (Takeda et al.,
1991). They include nine strains of accelerated-prone short-
lived mice (SAMP) and three strains of accelerated senescence-
resistant long-lived mice (SAMR) (Takeda et al., 1981, 1991).
SAMPS is characterized by an early onset of deficits in learning
and memory for aversive and appetitive training (Miyamoto
et al.,, 1986; Flood and Morley, 1992, 1993). Additionally,
pharmacological studies have found that SAMPS mice have a
cholinergic deficit in the hippocampus (Flood et al., 1996).
Moreover, these mice overproduce amyloid precursor protein
(APP) (Morley et al., 2000) and immunocytochemical studies
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have shown an age-related increase in AB-like deposits in the
hippocampus (Takemura et al., 1993; Fukunari et al., 1994).
Finally, it has been observed that the accelerated ageing of
SAMPS8 animals is connected to a decreased efficiency of the
systems utilizing reactive oxygen species in tissues (Boldyrev
et al., 2001; Sureda et al., 2006).

In these mice, some changes in BBB permeability have also
been reported. An age-dependent increase in serum albumin
cerebral transference has been observed and this increase is
higher than that observed in SAMR1 mice (Ueno et al., 1993).
In addition, an age-dependent increase in peroxidase extra-
vasation in the hippocampus has also been detected and this
increase has not been observed in SAMR1 mice (Ueno et al.,
2001). Nevertheless, Banks et al. (2000) have not found
albumin permeability disturbances in the BBB of SAMPS8 mice
and have questioned if BBB is disrupted in this animal model.
Therefore, in order to shed some more light onto BBB
alterations in SAMPS mice and to clarify these contradictive
reports, we have studied BBB permeability by analyzing
endogenous IgG extravasation in the hippocampus. In healthy
animals, plasmatic IgG cannot cross BBB so there is almost no
presence of IgG in the cerebral parenchima. IgG is only found
in some structures of the encephalus, like circumventricular
organs or choroid plexus, which have fenestrated capillaries
that allow the exchange of plasmatic hydrophilic substances of
high molecular weight. On the other hand, if there are important
disturbances of BBB, IgG extravasation occurs also in other
areas of the encephalus.

In this regard, in the present study we have determined IgG
extravasation in 3, 7 and 12-month-old SAMPS8 mice and we
have compared it to that of SAMR1 mice, which are genetically
related but resistant to accelerated senescence. The study is
focused on the hippocampus of SAMPS8, where some reports
indicate the presence of BBB disturbances, and in choroid
plexus, where extravasation of IgG is expected to occur in both
mouse strains SAMP8 and SAMRI.

2. Methods
2.1. Animals and tissue harvesting

Male SAMP8 and SAMRI mice, 3, 7 and 12-month-old were used. They
were anaesthetized with 65 mg/kg of sodium pentobarbital. Intra-cardiac
perfusion was performed by injecting 50 mL of physiological saline into the
left ventricle and making an incision on the right auricle to drain all incoming
venous blood. Brains were removed, snap frozen by immersion in isopentane
chilled in dry ice and stored at —80 °C until further use. Thereafter, frozen
brains were embedded in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-Tek,
Torrance, CA) and cut into 20 wm-thick sections on a cryostat (Leyca Micro-
systems, Germany) at —22 °C. Slides containing brain sections were fixed with
acetone for 10 min at 4 °C, allowed to dry at room temperature and then frozen
at —20 °C until staining. The hippocampus was located with the help of a mouse
brain atlas between bregma —1.06 and —4.04 (Paxinos and Franklin, 2001), and
sections of bregma —2.30 approximately were selected. Choroid plexus was
also present on these sections.

2.2. Antibodies and nuclear staining reagents

Rat monoclonal anti-mouse PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) was used to localize blood vessels. PECAM-1 is uniformly localized

on the luminal membrane of all vascular endothelial cells (Scholz and Schaper,
1997). AlexaFluor 488 donkey anti-rat IgG (Invitrogen Molecular Probes,
Carlsbad, CA) was used as the secondary antibody to detect anti-PECAM-1
staining. AlexaFluor 546 goat anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes,
Carlsbad, CA) was used to stain endogenous IgG and to measure IgG extra-
vasation from brain blood microvessels. Nuclear stain Hoechst (H-33258,
Fluka, Madrid, Spain) was used to facilitate the localization of the different
brain regions on the confocal microscope.

2.3. Immunofluorescent staining

For immunofluorescence, fixed slides were allowed to defreeze at room
temperature and then rehydrated with phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2)
for 5 min. Sections were then blocked and permeabilized with PBS containing
1% bovine serum albumin (BSA, Sigma—Aldrich, Madrid, Spain) and 0.1%
Triton-X-100 (Sigma—Aldrich) for 20 min. After two washes in PBS of 5 min
each, brain sections were incubated with rat monoclonal anti-mouse PECAM-1
diluted 1:50 in PBS containing 1% BSA (PBS-BSA) for 90 min at room
temperature. Slides were washed again and then incubated for 1 h at room
temperature in the dark with the secondary antibody AlexaFluor 488 donkey
anti-rat 1gG and AlexaFluor 546 goat anti-mouse IgG, diluted respectively
1:500 and 1:250 in PBS-BSA. After washing again, nuclear staining was
performed by incubating slides in Hoechst reagent at 2 pg/mL in PBS for
10 min at room temperature in the dark. Finally, slides were washed, mounted
using Mowiol (Calbiochem, Germany) and stored at 4 °C in the dark. Staining
controls were performed by incubating with the secondary antibody anti-rat
IgG, the anti-mouse IgG antibody and also with both anti-rat and anti-mouse
IgG antibodies.

2.4. Confocal microscopy

Slides were examined under a laser confocal microscope (TCS/SP2, Leica
Microsystems, Germany). Hippocampus and choroid plexus were localized by
observing nuclear distribution stained by Hoechst. For each brain section and
selected area, different images were digitized with different laser filters for
further analyses. Staining for PECAM-1 + AlexaFluor 488 was excited with a
laser of 488 nm (blue zone) and visualized as green fluorescence. AlexaFluor
546 anti-mouse IgG was excited at 543 nm (green zone) and visualized as red
fluorescence. Finally, nuclear staining (Hoechst) was excited at 351 and 364 nm
(ultraviolet) and was visualized as blue fluorescence.

2.5. Fluorescence analyses

All sections were analyzed in a blinded manner by two observers. After
these observations, which reported some extravasation in the hippocampus of
12-month-old animals but not in any of the other studied ages (see results), an
image analysis methodology was designed to objectively determine the mag-
nitude of the extravasation on the hippocampus of 12-month-old SAMPS and
SAMRI animals. This method is based on determining the limits of the brain
microvessels and the diffusion limits of the IgG extravasated around the vessel.
As more permeability on the BBB (more extravasation) generates a higher
gradient of IgG on the neuropil, and diffusion depends on the gradient, high
levels of IgG will extend longer on neuropil from the vessel. Image treatment
and fluorescence analyses of the images corresponding to the hippocampus have
been performed by means of the Image J program (National Institutes of Health,
USA). In order to determine the limits of the brain microvessels the strategy
consisted on the following steps: First, on the image showing PECAM-1
immunostaining, arbitrary lines were traced transversally crossing each blood
vessel (Fig. 1A). Second, the profile of the staining along each line was plotted
(Fig. 1B). Third, a horizontal background-line was drawn over each profile on
the background level in order to define the limits of stain positiveness. Fourth,
the diameter of each vessel (VD) was determined converting pixels of the
positively stained region to pwm. In order to determine the limits of IgG
extravasation, the last three steps were applied on the equivalent images
corresponding to IgG staining, using the same lines transversally crossing each
blood vessel (Fig. 1C and D). The extension of the extravasation (EE) was
obtained by converting pixels of the positively stained IgG region to pwm.
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Fig. 1. Image analysis strategy designed to quantify the diameter of brain microvessels and the extension of IgG extravasation. (A) Brain microvessel stained with an
anti-PECAM-1 antibody and with an arbitrary line traced. (B) Profile of the PECAM-1 staining along the arbitrary line. A horizontal background-line (to mark
positiveness) is traced, and the vessel diameter (VD) is obtained. (C) The same region stained with anti-IgG antibody and with the same arbitrary line traced. (D)
Profile of the IgG staining along the arbitrary line. The extension of IgG extravasation (EE) has been determined after drawing the background horizontal line. Scale

bar: 20 pm.
2.6. Statistical analyses

Statistical analyses have been performed by means of the ANOVA using
STATISTICA for Windows (StatSoft Inc.). Three dependent variables were
obtained after the fluorescence analyses: diameter of the vessel (VD), extension
of IgG extravasation (EE) and relative extension of IgG extravasation (REE).
VD and EE were directly obtained as indicated in the fluorescence analyses
section, and REE was calculated as EE — VD (i.e. the extension of IgG
extravasation minus the diameter of the vessel) to discard possible significant
differences on EE due to differences on VD. For each dependent variable, an
ANOVA by the fixed factor strain (i.e. SAMP8 or SAMRI1) was performed. As
12 brain vessels were analyzed for each of the eight animals, a random factor
animal (one code for each animal) was also included on each ANOVA to
consider the presence of replica. Significant differences between groups were
accepted when p < 0.05.

3. Results
3.1. Confocal microscopic observation of choroid plexus

Choroid plexus was easily localized by using Hoechst
staining. When the same regions were visualized for PECAM-
1, high density green staining appeared in the choroid plexus for
both mouse strains studied because the plexus is a highly
vascularized zone. As it was expected due to the presence of
fenestrated capillaries in the choroid plexus, microscopic
inspection of the sections for mouse IgG confirmed the
extravasation of IgG in this zone independent of age and strain
analyzed. As IgG does not cross the epithelial tissue of the
plexus, it does not appear in the surrounding ventricular space.
In Fig. 2 it can be observed the Hoechst, PECAM-1 and IgG
staining on choroid plexus in a representative section from 12-
month-old SAMP8 and SAMR1 mice.

3.2. Confocal microscopic observation of hippocampus

The Hippocampus was localized by the nuclear distribution
pattern showed by Hoechst staining (Fig. 3A, D, G and H). The
PECAM-1 staining shows hippocampal vessels in all animals
(Fig. 3B, E, H and K). When looking for IgG staining around
the hippocampal vessels on SAMP8 animals, neither 3 nor 7-
month-old mice showed positive staining while clear IgG
staining can be detected around vessels of 12-month-old
animals (Fig. 3C, F and I). In SAMRI animals, IgG staining
was not observed around vessels of hippocampus of 3 and 7-
month-old mice and a weak staining can be observed in some
12-month-old animals (Fig. 3L). In all analyzed sections from
mice aged 12 months, IgG staining is present in the vessels of
the hippocampal fissure.

3.3. Quantitative analysis of IgG extravasation

Quantification and statistical analysis has been performed on
sections from animals of 12 months of age, in which some degree
of extravasation has been observed. Quantification and statistical
analysis (ANOVA) of the EE revealed significant differences on
this variable due both to the fixed factor strain and to the random
factor animal (respectively, F'; ¢ = 9.83, F¢ 35 = 8.74; p < 0.05in
both cases). The mean values (and standard errors) from SAMPS
and SAMR1 animals are 10.14 pm (£0.35) and 4.89 pum
(£0.60), respectively (Fig. 4A). Thus, we can conclude that EE,
or extension of extravasation, is higher in SAMP8 than in
SAMRI1 animals.

The analysis of REE variable yielded similar results to those
obtained for analyzing EE. REE was significantly influenced by
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Fig. 2. Choroid plexus from SAMR1 (A-C) and SAMPS (D-F) 12-month-old mice stained with Hoechst (A, D), anti-PECAM-1 (B, E) and anti-IgG (C, F)

antibodies. Scale bar: 100 pwm.

both the strain factor and the animal factor (respectively,
F16=21.08, Fegs=2.51; p<0.05 in both cases). REE in
SAMPS animals was 3.13 wm (£0.28), while in SAMR1 was
091 pm (£0.16) (Fig. 4B). This indicates that relative
extension of the IgG immunoreactivity around the blood
vessels was higher in SAMPS8 than in SAMRI1 mice. It is worth
mentioning that the mean diameter (and S.E.M.) of the
analyzed vessels from the SAMP8 animals was 7.01 um
(£0.18) and for SAMRI animals was 7.16 pm (£0.22)
(Fig. 3C). The ANOVA with dependent variable diameter of
the vessel (VD) indicate no statistical differences on this
variable due to the factors strain or animal (respectively,
F16=0.23, Fegs=1.34; p > 0.05 in both cases).

4. Discussion

Endogenous IgG extravasation has been analyzed here in
order to evaluate BBB integrity in the hippocampus of SAMPS8
and SAMRI1 mice. Neither SAMP8 nor SAMR1 mice aged 3
and 7 months showed positive staining for IgG. On the other
hand, a clear IgG positive staining was observed on the
hippocampus of 12-month-old SAMP8 mice, while only a weak
extravasation appeared in age-matched SAMRI animals.
Furthermore, the vessels in the hippocampal fissure exhibited
positive staining to IgG in both 12-month-old SAMPS8 and
SAMRI1 mice but not in 3- or 7-month-old groups. When IgG
extravasation was quantified by an image analysis strategy, 12-
month-old SAMPS8 mice showed significantly higher levels of
IgG extravasation in the hippocampus than SAMR1 animals.

Ueno et al. (2006) reported positive HRP staining around
hippocampal vessels in 24-month-old HIF-1a deficient mice,

although they did not find such positive staining in 10-week-old
mutant mice or 10-week and 24-month old control mice.
However, there would be some differences between our control
strain SAMR1 and the nestin-Cre:Hif-1a™* mice used as
control mice for Ueno et al. In any case, in our study, a high
density IgG staining occurred in both studied strains at the
choroid plexus, as expected due to the fenestrated capillaries
characteristic of this zone.

Several studies have used the visualization of IgG
extravasation as a variable to identify BBB disturbances in
murine models of a variety of diseases (Fullerton et al., 2001;
Natah et al., 2005; Sugimura et al., 2005; Tomas-Camardiel
et al., 2005). Moreover, in the present study, an imaging
methodology was specially designed to quantify IgG extra-
vasation. This novel strategy allows for the quantification of
extravasation extension to objectively analyze the existence of
significant differences between both mice strains.

The presence of IgG in the parenchyma of the hippocampus
from SAMPS8 mice can be explained by three different
mechanisms: (1) disturbances in the intercellular junctions of
the vascular endothelium that constitute the BBB, which would
allow the paracellular flux of IgG, (2) disturbances on
transcellular flux across the endothelial cells due to modifica-
tions on parajunctional passage or to disturbances on the IgG
carriers situated on the plasmatic membranes, and (3) local
synthesis of IgG in the brain tissue, which would involve some
kind of immune or autoimmune response. To this end, the third
explanation seems to be the least plausible because IgG in the
hippocampus of SAMP8 mice appears as an aureole around
the blood vessel and it looses intensity when the distance from
the blood vessel increases. The aureole around the vessels can
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Fig. 3. Hippocampus from 3-month- (A—C), 7-month- (D-F) and 12-month-old (G-I) SAMPS8 mice and 12-month-old SAMRI1 mice (J-L) stained with Hoechst (A,
D, G, J), anti-PECAM-1 (B, E, H, K) and anti-IgG (C, F, I, L) antibodies. Scale bar: 100 wm (A, D, G andJ); 30 wm (B, C, E, F, H, I, Kand L). Images B and C belong
to the region squared on A (and the same for each animal). Arrows on I and L indicate the vessels on the hippocampal fissure.

be easily explained by an extravasation of IgG and its slow
expansion towards the cerebral parenchyma. On the other hand,
the simultaneous observation of IgG, endothelial cells stained by
PECAM-1 and cellular nuclei stained by Hoechst, do not allow
for the observation of the presence of cellular aggregates or non-
endothelial extravascular cells responsible of the generation of
this IgG. For all these reasons, in this animal model, the presence
of IgG around the blood vessels in the hippocampus is related to
its extravasation from functionally altered BBB.

In another BBB permeability study in SAMP8 mice, Ueno
et al. (1993) reported that the transference of radioactive serum
albumin in the hippocampus of 13-month-old SAMP8 mice is
increased in relation to that of 3-month-old SAMP8 and 13-
month-old SAMR1 mice. However, other studies performed by
administering radioactive albumin intravenously and measur-
ing the radioactive albumin in cerebrospinal fluid/serum ratio
(Banks et al.,, 2000), reported no disturbances of BBB
permeability.
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Fig. 4. (A) Extension of IgG extravasation (EE) and (B) relative extension of IgG extravasation (REE) around hippocampus microvessels of SAMR1 and SAMP8
mice. (C) Diameter of the vessels (VD) on the hippocampus of SAMR1 and SAMPS mice. Values are means = S.E.M. In (A) and (B), differences between groups are

significant (p < 0.05).

An age-dependent increase of peroxidase extravasation
described for SAMPS but not SAMRI1 mice could be explained
by the uncontrolled passage of HRP through the parajunctional
cytoplasm of the endothelial cells, which could also contribute
to the accumulation of serum albumin in SAMPS brains (Ueno
et al., 2001). IgG extravasation described in our study could
also be caused by this uncontrolled passage.

Our results support those obtained by Ueno et al. (1993)
since SAMP8 mice, as they age, would present increasing
permeability not only for albumin and HRP, but also for IgG. As
permeability increases are observed for albumin, HRP and
IgG extravasation, we suggest that these changes might be
explained by paracellular permeability disturbances or by
changes in the vacuolar system that generates the parajunc-
tional passage. Although the functionality of the endothelial
cells carriers for IgG in the BBB of SAMPS8 mice is not known,
modifications just on the carriers activity would not explain
changes in albumin and HRP permeability; while changes in
paracellular or parajunctional flux can explain changes in
permeability for serum albumin, HRP and IgG.

The fact that BBB is disrupted in the hippocampus of 12-
month-old SAMP8 mice suggest that these changes may
underline the deficits in learning and memory seen in aged
SAMPS animals. Nevertheless, it is possible that both are a
consequence of a common etiopathogenic factor, for example,
an increase in oxidative stress described in these animals
(Boldyrev et al., 2001; Sureda et al., 2006) or a possible
increase of their $-amyloid burden, derived from APP over
expression observed in SAMP8 animals (Takemura et al.,
1993). In this regard, the increase of B-amyloid burden can
generate BBB disturbances while, at the same time, these
disturbances can produce the increase of 3-amyloid. When
BBB disturbances from SAMP8 animals are identified and
characterized in detail, we will be able to study if they are
related with the presence of an elevated (3-amyloid burden in
the brain of this mouse strain. Whilst, we demonstrate the
alterations in BBB in this strain and describe a novel,
reproducible and reliable method to quantify BBB disruption.
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RESUM

Objectiu
Descriure un nou metode per a determinar la integritat de la barrera hematoencefalica
que permeti localitzar les estructures cerebrals afectades i que permeti alhora aplicar

técniques immunohistoquimiques.

Material i métodes

Es va induir una criolesid localitzada al cervell de ratolins ICR-CD1, utilitzant un cilindre
de neu carbonica amb una punta de 5 mm de diametre. Després de perfondre els
animals amb PBS per netejar els vasos de, es va aplicar el métode coctel, que consistia
en perfondre els animals amb una soluci6é estandard de paraformaldehid, perd6 amb blau
d’Evans (Evans blue, EB) i Hoechst com a tragadors. També es va disposar de grups
d’animals no criolesionats i perfosos amb la mateixa solucidé de cocktail, o afegint
albumina seérica bovina al cocktail. A d’altres grups se’ls va administrar EB per via
intravenosa o intraperitoneal abans de realitzar la perfusi6 amb PBS primer i una solucié

convencional de paraformaldehid després.

Resultats

En comparacié a animals sense alteraci6 de la BHE, el métode coctel permet la
localitzacié de la regio lesionada, tant per la fluorescéncia de 'EB com pels nuclis tenyits
amb Hoechst a la mateixa regié (Fig. 14 A, B i F). Els dos tracadors també permeten
localitzar el plexe coroide i els organs circumventriculars, on no hi ha una BHE funcional i
els capil-lars sén fenestrats, a més de la fisura de I'hipocamp (Fig. 14 I, J, L i M). El
marcatge amb EB mostra un nucli de la lesié on tot el parénquima cerebral mostra
fluorescéncia vermella (Fig. 14 C i D) i una zona de penombra on només apareixen
algunes cel-lules marcades amb EB (Fig. 14 C, E i H), en les zones de penombra el
hoechst tenyeix tots els nuclis cel-lulars (Fig. 14 G i K). La tinci6 d’EB obtinguda amb el
cocktail a les zones amb extravasacié és més intensa a I'obtinguda amb aquest tracador
pels métodes convencionals. A més a més, la tinci6 amb Hoechst només és valida per
determinar la integritat de la barrera hematoencefalica amb el metode cocktail, donat que

quan aquest tragcador s’administra per via intravenosa tenyeix tots els nuclis de I'encéfal.
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Fig. 14 Imatges representatives de seccions cerebrals d’animals perfosos amb el métode
coctel. Es poden apreciar Imatges representatives de seccions cerebrals d’animals amb operacio
testimoni i amb lesi6. Mentre els animals no lesionats mostren fluorescéncia per EB només a les
zones dels OCV (A), els animals lesionats mostren la zona de la lesi6 tenyida per EB (B). Al nucli de
la lesio (lesion core, Ic) 'EB tenyeix tot el parenquima amb fluorescéncia vermella (B-D) i el hoechst
tenyeix el nucli de totes les cél-lules (F). A I'anell de penombra (perilesional rim, pr) la fluorescéncia
de I'EB disminueix progressivament (E) i apareixen algunes cél-lules EB" (fletxes en H). En aquesta
zona, el hoechst tenyeix totes les cél-lules (G, fletxes a K). A les zones més distants, 'EB i el hoechst
poden ser observats al plexe coroide (choroid plexus, cp) i en alguns vasos sanguinis (puntes de
fletxa a I, L). En altres regions, incloent 'hipocamp contralateral, 'EB tenyeix alguns vasos (puntes de
fletxa a J) pero no hi ha fluorescéncia al voltant dels vasos ni al parénquima (J). El hoechst no tenyeix
ningun nucli en aquesta zona on la BHE esta intacta (M). Escales: 1000um (A-B), 750 um (C), 150um
(D-M).
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D’altra banda, és possible aplicar técniques de marcatge immunohistoquimic sobre les
mateixes seccions tenyides amb el cocktail. Gracies a les técniques de
immunohistoquimica, es pot apreciar com les cél-lules EB* sén exclusivament neurones
(Fig. 15).

Fig. 15 Imatges representatives de la zona de penombra on es caracteritza la naturalesa de les
cél-lules EB+. Es poden observar diferents imatges on s’han dut a terme marcatges immunohistoquimics
amb PECAM pels vasos (A), GFAP pels astrocits (B), NeuN per les neurones (C) i CD11b per la microglia
(D), en les 4 imatges es poden veure cél-lules EB*. A la figura C es pot apreciat colocalitzacié de neurones

Conclusions

El métode cocktail permet determinar la integritat de la barrera hematoencefalica amb
dos tracadors i aplicar al mateix temps técniques d’immunohistoquimica que permetin
localitzar estructures i comparar les poblacions cel-lulars presents en zones amb barrera

hematoencefalica alterada o intacta.
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ABSTRACT

A new method for determining brain regions with blood-brain barrier (BBB) alterations is described.
In this method, mice were perfused intracardially with Evans Blue (EB) and Hoechst tracers added in
a standard formaldehyde fixative solution. This cocktail method was tested after a localized cryolesion
induced in the brain had produced an edematous brain region with disrupted BBB in the animals. The
results were then compared with the intravenous and intraperitoneal administration of the tracers prior
to intracardiac perfusion. When using the cocktail method, red EB fluorescence locates the cryoinjured
brain region while the Hoechst tracer stains the nuclei in that same region. EB and Hoechst fluorescence
can also be observed in the choroid plexus and circumventricular organs, where there is no functional
BBB. The cocktail gives more intense EB staining in zones of disrupted BBB than that given by traditional
methods which use this tracer. The Hoechst tracer is also more useful when administered in the cocktail,
since when administrated intravenously it stains all the brain nuclei. The cocktail method permits the
immunostaining of brain sections, enabling researchers to characterize and analyze structural and cellular
changes in regions where BBB disturbances are present. Thus, immunohistochemistry has been used here
to determine the nature of intense EB fluorescent cells that appear in the perilesional rim, which were

identified here as neuronal cells.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Impairment of the blood-brain barrier (BBB) has been widely
reported in many neurological diseases (Hawkins and Davis, 2005),
and various techniques have been used experimentally to assess
BBB status, including the administration of tracers that can only
cross the BBB when it is disrupted (Zhang et al., 1999; Keller
et al., 2002). Tracers are usually administered intravenously or
intraperitoneally and, after allowing enough time for circulation,
the brain parenchyma is examined by optical densitometry, opti-
cal microscopy or fluorescence microscopy. Densitometry provides
accurate quantification but fails to locate BBB disruption accu-
rately or to identify the structures affected. Thus, major regional
disturbances cannot be distinguished from only slight but exten-
sive alterations. Moreover, unless these alterations are significant,
physiological extravasation within the circumventricular organs
(CVO) may mask that of a disrupted BBB. Alternatively, optical
microscopy has been used to study BBB integrity when administer-

* Corresponding author. Tel.: +34 93 4024505; fax: +34 93 4035901.
E-mail address: carmepelegri@ub.edu (C. Pelegri).
1 Contributed equally to this study.

0165-0270/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jneumeth.2008.06.025

ing horseradish peroxidase (HRP), Evans Blue (EB) or trypan blue
tracers. Although these methods give satisfactory results, difficul-
ties arise when double labeling is attempted. Furthermore, these
methods require in vivo treatments of the animals prior to sacrifice
(Reynolds and Morton, 1998).

Here we describe a new method for determining BBB integrity
in which mice were perfused intracardially with EB and Hoechst
(H-33258) tracers added in a standard formaldehyde fixative
solution. This cocktail method is both rapid and reliable, and it
does not require previous in vivo handling of the animal which
could alter the results, i.e., there is no need to wait for the
recirculation of tracers and so any potential physiological distur-
bances of the BBB attributable to the methodology are avoided.
Moreover, EB-protein and Hoechst-DNA complexes are fluores-
cent, emitting at characteristic wavelengths, and this method
allows subsequent immunofluorescence staining at other wave-
lengths, enabling structural and cellular changes in regions where
BBB disturbances are present to be characterized and analyzed.
In short, this method is of great use in studying the pro-
cesses involved in BBB disruption and can be employed in a
wide variety of BBB-disruption models including medial cerebral
artery occlusion (Zea Longa et al., 1989) and hypertonic infusion
(Rapoport, 2000).
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EB and Hoechst tracers were chosen here as they have different
diffusion coefficients and hydrophilic properties, they stain differ-
ent structures and they permit visualization of different features.
When used together as a cocktail, the EB tracer fluoresces in all
areas of extravasation as well as in some neuron cell bodies situated
around the extravasation zone. The Hoechst dye, when adminis-
tered intravenously, stains the nuclei of the whole brain, but when
administered as proposed, only the nuclei of the brain cells located
in the zones of extravasation fluoresce.

In testing the efficiency of a new method for analyzing BBB
integrity it is useful to have access to different BBB states in dif-
ferent regions of the same brain. Here, a cryolesion was used
to produce a cortical brain region with pathological alterations
of the BBB and the choroid plexus was also used as a region of
positive physiological extravasation. In addition, EB and Hoechst
tracers were administered intravenously to some mice, while EB
was administered intraperitoneally to others. These are the meth-
ods previously reported in the literature and this allows to compare
our results with those obtained using these more conventional
techniques.

2. Material and methods
2.1. Animals

Six- to eight-week-old female ICR (CD-1) mice (25-30¢g
body weight) were purchased from Harlan Interfauna Iberica SA
(Barcelona, Spain). They were housed under standard conditions of
temperature (22 4+2°C) and 12:12 h light/dark cycles (300 Ix/0 1x).
Up to the day of the experiment they were given food and water ad
libitum, and allowed a minimum of 10 days adaptation following
arrival. Studies were performed in accordance with the institutional
guidelines for the care and use of laboratory animals established by
the Ethical Committee for Animal Experimentation at the Univer-
sity of Barcelona.

2.2. Experiment design, induction of cryoinjury and
administration of tracers

The mice were divided into five groups of six animals
each. The procedures applied to each group are summarized in
Fig. 1.

24 h

EB, ip. =———— Anesthesia

SV

— Anesthesia —» Sham
— Anesthesia — Criolesion — PBS Cocktail

ICR-CD1 === | )
— Anesthesia — Criolesion — PBS Cocktall

—— Anesthesia —# Criolesion

In group 1 (sham-operated group), the animals were anes-
thetized (80 mg/kg of sodium pentobarbital intraperitoneally) and
the skin of the skull was dissected, although no brain cryoinjury was
induced. After 30s, the thoracic cavity was opened and a polished
21-gauge needle connected to the gravity-dependent perfusion sys-
tem was inserted through the left ventricle into the ascending aorta.
Then, an incision was made in the right auricle to drain incom-
ing venous blood and the perfusion solution was allowed to enter
into the left ventricle. Bottles of the perfusion system were placed
90 cm above the animal (mean flux rate=7 mL/min). The perfu-
sion was performed with 50 mL of phosphate buffered saline (PBS,
pH 7.2) followed by 50 mL of the cocktail. The cocktail was pre-
pared as follows: EB 1% (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), Hoechst
0.01% (H-33258, Fluka, Madrid, Spain) and p-formaldehyde 4%
(PFA; Scharlau, Barcelona, Spain) in PBS. Thus, each mouse received
both 500 mg of EB as well as 5 mg of Hoechst during the perfusion.
Brains were then dissected, post-fixed in 4% PFA in PBS for 4 h and
cryoprotected by immersion in PBS with 30% sucrose for 24 h. After-
wards, brains were frozen by immersion in isopentane chilled in dry
ice and stored at —80 °C until further use.

In groups 2-4, the mice were anesthetized with 80 mg/kg of
sodium pentobarbital intraperitoneally and, after exposing the
skull over the right frontoparietal cortex, BBB disruption was
induced using the method described by Penkowa and Moos (1995).
Thus, a cone-shaped pellet of dry ice with a 5-mm diameter tip was
placed in direct contact with the exposed skull and kept in place
for 30s. The resulting lesion on the brain was localized in the right
frontoparietal cortex and surrounding tissue structures. Cryoinjury
was performed in order to generate a brain region with positive
extravasation of the tracer.

In group 2, immediately after the cryoinjury had been induced,
the thoracic cavity was opened and an intracardiac perfusion was
performed with 50 mL of phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2)
followed by 50 mL of the cocktail. Brains were then dissected, post-
fixed and treated in the same way as those in group 1.

Group 3 was treated in exactly the same way as group 2, except
bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) at 2.5% was added to
the cocktail. As EB fluoresces only after binding to a protein, espe-
cially albumin, it is common to add albumin to the EB solution.
Group 3 animals were used to test whether it was necessary to add
BSA to the cocktail. Brains were then treated in the same way as
those in group 1.

INTRACARDIAC
PERFUSION

EB,: Evans Blue 200 mg/kg
H,: Hoechst 10 mg/kg
PFA: p-formaldehyde 4% in PBS

Cocktail: EB 1%, H 0.01% PFA 4% in PBS

Cocktail + BSA: Cocktail + 2,5 % BSA

—_—
—» PBS Cocktail Group 1
Group 2
+ BSA Group 3
‘ 30 min

EB, +H,iv.—» PBS PFA Group 4
> PBS PFA Group 5

50mL 50mL

i.p.: intraperitoneal
i.v.: intravenous

Anesthesia:
80 mg/Kg of sodium pentobarbital i.p.

Fig. 1. Experimental design. Details of the procedures followed for each group included in the study.
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In group 4, a bolus of 5 pL/g body weight of a solution of 0.4%
EB and 0.02% Hoechst in PBS was intravenously administered in the
tail vein after the cryolesion had been induced. The resulting dose
was 200 mg/kg of EB and 10 mg/kg of Hoechst. Thus, each mouse
received 5-6 mg of EB and 0.25-0.30 mg of Hoechst (depending on
body weight). The dyes were allowed to circulate for 30 min. The
animals were then perfused with 50 mL of PBS followed by 50 mL
of 4% PFA in PBS. Brains were treated in the same way as those in
group 1.

In group 5, the animals were administered an intraperitoneal
dose of EB at 200 mg/kg without previous anesthesia (a bolus of
5 pL/g body weight of a solution of 0.4% EB in PBS). Each mouse
received 5-6 mg of EB (depending on body weight). The dye was
allowed to circulate for 24h and animals were given food and
water ad libitum throughout this period. Afterwards, the mice
were anesthetized (80 mg/kg of sodium pentobarbital intraperi-
toneally) and perfused with 50 mL of PBS followed by 50 mL of 4%
PFA in PBS. Brains were then dissected, post-fixed and cryopro-
tected adopting the same procedure as with the organs in group
1.

2.3. Brain processing

Frozen brains were embedded in OCT cryostat-embedding com-
pound (Tissue-Tek, Torrance, CA), cutinto 20-pwm thick sections ona
cryostat (Leyca Microsystems, Germany) at —22 °C,and mounted on
Superfrost® slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany). The
slides were subsequently frozen at —20°C awaiting immunohis-
tochemical testing. Some slides containing brain sections were
directly visualized using a confocal microscope, whereas others
were visualized after having first been coverslipped with Entel-
lan (Merck, Darmstadt, Germany) or with Prolong Gold antifade
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).

2.4. Immunohistochemistry

A standard immunohistochemistry protocol was followed to
analyze brain sections from the animals perfused with the cock-
tail (groups 1-3). Thus, fixed slides were allowed to thaw at room
temperature before being rehydrated with PBS for 5min. Sec-
tions were then blocked and permeabilized with PBS containing
1% BSA and 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for 20 min. After
two 5-min washes in PBS, brain sections were incubated with
the primary antibody (see below) for 90 min at room temper-
ature. Slides were washed again and then incubated for 1h at
room temperature in the dark with the secondary antibody (see
below). Finally, slides were washed, mounted with Entellan and
stored at 4°C in the dark. Staining controls were performed by
incubating with PBS instead of the primary antibody or both anti-
bodies.

Rat monoclonal anti-mouse PECAM-1 (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA), diluted 1:50 in PBS containing 1% BSA
(PBS-BSA) was used as the primary antibody to localize blood ves-
sels. PECAM-1 is uniformly localized on the luminal membrane of
all vascular endothelial cells (Scholz and Schaper, 1997). AlexaFluor
488 donkey anti-rat IgG (Invitrogen, dilution 1:500 in PBS-BSA)
was used as the secondary antibody to detect anti-PECAM-1 stain-
ing. In order to visualize neurons, mouse monoclonal anti-NeuN
(Millipore, Molsheim, France; dilution 1:500 in PBS-BSA) was used.
AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG (Invitrogen; dilution 1:250
in PBS-BSA) was used as the secondary antibody to detect anti-
NeuN staining. Astrocytes were visualized with polyclonal rabbit
anti-GFAP (DakoCytomation, Glostrup, Denmark; dilution 1:50 in
PBS-BSA) and AlexaFluor 488 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen;
dilution 1:250 in PBS-BSA) was used to detect the anti-GFAP stain-

ing. Finally, to detect microglia, rat anti-mouse CD11b monoclonal
antibody (Millipore; dilution 1:50 in PBS-BSA) was used. Alex-
aFluor 488 donkey anti-rat IgG (Invitrogen; 1:250 in PBS-BSA)
was used as the secondary antibody to detect anti-CD11b stain-
ing.

2.5. Confocal microscopy

Slides were examined under a confocal laser microscope
(TCS/SP2, Leica Microsystems, Germany). For each brain section
and each selected area, different images were digitized with
different laser filters for further analysis. EB staining was visu-
alized by excitation with 543-nm laser beams (green zone) and
visualized as red fluorescence. Nuclear staining (Hoechst) was
excited with 351- and 364-nm laser beams (ultraviolet) and
was visualized as blue fluorescence. Finally, staining for PECAM-
1, NeuN, GFAP and CD11b+ AlexaFluor 488 was excited with a
488-nm laser beam (blue zone) and visualized as green fluores-
cence.

3. Results

3.1. The cocktail method allows EB and Hoechst extravasation in
the edematous brain region to be visualized

The observation by confocal microscopy of EB fluorescence
in brains from group 1 (sham-operated) and group 2 animals
(cryoinjured cocktail group) mounted with Entellan allows cry-
oinjured and non-cryoinjured brains to be compared (Fig. 2A and
B). Fig. 2B shows the location of the cryoinjured region. In all
group 2 animals, the lesion affected the right parietal cortex and
its surrounding tissue structures (Fig. 2B and C). In the lesion’s
core, EB stained all the parenchyma bright red (Fig. 2D). In the
perilesional rim, the EB fluorescence diminished as the distance
from the core increased. Moreover, in this region, some cells with
intense EB fluorescence, which will be referred to EB* cells, did
appear (Fig. 2E and H). In the most distant areas of the brain,
where there was no injury, EB fluorescence in the parenchyma
could only be observed in the choroid plexus (Fig. 2I), where
there is no functional BBB. In other areas, EB could only be
seen filling some blood vessels and there was no fluorescence
around the vessels and the parenchyma, indicating a functional BBB
(Fig. 2]).

In the case of Hoechst, blue fluorescence was observed in the
nuclei of cells located in the same zones as those which EB fluores-
cence was observed: in the lesion’s core (Fig. 2F), in the EB* cells
of the perilesional rim (Fig. 2G and K), and also in the cells of the
choroid plexus (Fig. 2L). However, in the perilesional rim, Hoechst
fluorescence was observed not only in the EB* cells, but also in some
other cells, indicating that not all the cells of the region acquired EB
fluorescence (Fig. 2G and K). On regions where BBB is not impaired,
Hoechst can only be seen staining the nuclei of some blood vessels
(Fig. 2L).

3.2. Mounting media can affect further visualization of EB and
Hoechst

If the slides were not mounted, i.e., if they were observed directly
without any mounting media, no differences were observed at
lower magnification compared with slides mounted with Entel-
lan, as can be seen in a representative choroid plexus of group 2
visualized for EB staining (Fig. 3A and B).

By contrast, when mounted with Prolong Gold, some differ-
ences did occur. EB, as well perhaps as the proteins to which it
is bound gradually spreads through, and even outside, the tissue



J. del Valle et al. / Journal of Neuroscience Methods 174 (2008) 42-49 45

Fig. 2. Representative images from brain sections of group 1 (sham-operated) and group 2 (cryoinjured) mounted with Entellan and visualized for EB (red) or Hoechst (blue)
fluorescence. While sham-operated animals only show extravasation in the periventricular areas (A), the cryoinjured region appears completely stained in the brains of
group 2 animals (B). In the lesion’s core (Ic), EB stains all the parenchyma with a bright red fluorescence (B, C and D) and Hoechst stains all the nuclei of the cells (F). In the
perilesional rim (pr), the EB fluorescence diminished as the distance from the core increased (E) and some EB* cells start to appear (arrows in H). In this zone, Hoechst stains
the nuclei of all cells (G, arrows in K). In the most distant areas of the brain, EB and Hoechst fluorescence can be observed in the choroid plexus (cp) (I and L) and in some
blood vessels (arrowheads in I, L). In other regions, including the contralateral hippocampus, EB stains blood vessels (arrowheads in J) but there is no fluorescence around
the vessels and the parenchyma (J). Hoechst does not stain any nuclei in this zone of intact BBB (M). Scale bars: 1000 wm (A and B), 750 pwm (C), and 150 wm (D-M). (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

(Fig. 3C). This is probably due to the hydrophilic properties of
this mounting medium. Although Prolong Gold gives a dispersed
red EB fluorescence, some EB* cells could still be located in the
perilesional rim (Fig. 3D). Hoechst dye visualized with Prolong
Gold followed the same pattern as that observed with Entel-
lan, but the brain nuclei were more sharply defined (data not
shown).

3.3. The cocktail does not require BSA to visualize EB
extravasation

A comparison of the EB fluorescence of the brains mounted
with Entellan from group 2 (cocktail) with those from group 3
(cocktail + BSA) revealed no differences. Brains from group 2 and
group 3 showed a similar intensity of EB staining in the zones
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Entellan

Prolong Gold

Unmounted

Prolong Gold

Fig. 3. Comparison of the effects of different mounting media on EB visualization. Representative images of the choroid plexus (cp) from the brains of group 2 animals
(cocktail method) mounted with Entellan (A), unmounted (B) or mounted with Prolong Gold (C). With this last medium, EB gradually spreads through the tissue and gives a
disperse red fluorescence. Nevertheless, some EB* cells can still be localized in the perilesional rim (pr) (arrows in D). Scale bars: 150 wm (A-C) and 75 pm (D).

of extravasation, as observed in the cryoinjured region and the
choroid plexus (Fig. 4).

3.4. The cocktail method versus intravenous EB and Hoechst
administration or intraperitoneal EB administration

Fig. 5 shows images of the cryoinjured region, the choroid plexus
and the hippocampus of group 2 (cocktail) and group 4 (intra-
venous EB + Hoechst) animals. When analyzing the EB fluorescence
in brains from group 4 animals, we observed fluorescence in the

Cocktail

edematous region corresponding to the lesion (Fig. 5B) and the
choroid plexus (Fig. 5E). However, the intensity of EB fluorescence
in group 4 was clearly not as great as that observed in group 2
(Fig. 5A and B, D and E).

In group 4, vessels in those regions with a functional BBB, such
as the hippocampus, could not be seen, while they were visualized
in group 2 (Fig. 5G and H).

When Hoechst is intravenously administered (group 4), the
tracer labels all the nuclei in all regions of the brain and not only
in the zones where the BBB is disrupted. Fig. 5C, F and I show,

Cocktail + BSA

Fig. 4. Effect of adding BSA to cocktail. Representative images of the choroid plexus from group 2 (cocktail, A) and group 3 animals (cocktail + BSA, B). The groups show a

similar intensity of EB staining. Scale bars: 150 wm.
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Cocktail

Cocktail

Cocktail

Fig. 5. Comparison of the results obtained using the cocktail method with those from intravenous (i.v.) administration of EB and Hoechst. Representative images from the
cryoinjured region (cr) (A, B and C), the choroid plexus (cp) (D, E and F) and the contralateral hippocampus (hipp) (G, H and I) of group 2 (cocktail; A, D and G) and group
4 animals (intravenous EB +Hoechst; B, C, E, F, H, and I). Intravenously administered EB stains the edematous region corresponding to the lesion (B) and the choroid plexus
(E), but the fluorescence is clearly not as intense as that observed in group 2 (A and D). Regions of intact BBB are not stained by intravenous EB (H) whereas vessels can be
observed when using the cocktail method (arrowheads in G). Intravenously administered Hoechst labels all the nuclei in all regions of the brain, not just those where the

BBB is disrupted (C, F and I). Scale bars: 150 pm.

respectively, the cryoinjured lesion, the choroid plexus and the hip-
pocampus of a brain from a group 4 animal visualized with Hoechst
staining.

In group 5, animals administered intraperitoneally with EB, the
regions which showed EB fluorescence were the same as those for
group 4 animals. However, in this case the intensity of EB fluores-
cence was even lower (data not shown).

3.5. Immunohistochemistry can be performed on brain sections
obtained using the cocktail method

The immunohistochemical assessment using anti-PECAM-1
conducted on brain sections from group 2 clearly showed the blood
vessels of these tissues (Fig. 6A). The immunostaining process did
not affect the extravasation zones substantially, as observed by
both Hoechst and EB fluorescence. Thus, the same slide showed the
blood vessels located in the regions where the BBB had been dis-
rupted as well as those located in zones where the BBB remained
intact.

Immunostaining with anti-NeuN, anti-GFAP and anti-CD11b
antibodies performed on brain slides from group 2 presented the
characteristic pattern of staining described elsewhere for brain
regions not affected by a lesion. Moreover, in the perilesional rim,
we observed a clear co-localization of EB* cells and NeuN staining
(Fig. 6B), while EB* cells were not stained with anti-GFAP (Fig. 6C)
or with anti-CD11b (Fig. 6D). Thus, cells fluorescing with EB in the
perilesional rim were exclusively neurons.

4. Discussion

This study presents a new method for determining and locat-
ing BBB alterations. This cocktail method involving the intracardiac
perfusion of EB and Hoechst tracers in a saline solution with PFA
can be used in several animal models of neurological diseases. Here,
a localized cryoinjury was induced in mice to produce intact and
disrupted BBB in the same brain.

Traditionally, EB and other tracers, such as trypan blue or
HRP, have been administered intravenously or intraperitoneally
(Broman, 1944; Dobbing, 1961; Broman et al., 1966; Reese and
Karnovsky, 1967) to study BBB status. However, these methods
require in vivo treatment of the animals which can affect the results.
Moreover, as some tracers can be retained by lipid deposits, which
may be modified in some pathological states, tracer extravasa-
tion quantification might be biased, especially when tracers are
intraperitoneally administered. The addition of the tracers within
the fixative solution administered by the intracardiac perfusion
avoids having to wait for the recirculation of tracers and minimizes
the variability caused by the method itself.

Some authors claim that responses of the BBB to pathological
insults might be heterogeneous, varying along different segments
of the brain vasculature and among different brain regions (Nitsch
and Klatzo, 1983; Ge et al, 2005). Such claims support the
methods that use brain sections to study BBB, such as ours, in
contrast with those that process the tissue by mechanical dis-
aggregation. Additionally, microscopic examination of perfused
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Perilesional rim

Perilesional rim

Perilesienal rim

Fig. 6. Immunohistochemistry in brain sections from mice treated with the cocktail method. Representative images from the perilesional rim of brains from group 2 stained
with anti-PECAM-1 (A), anti-NeuN (B), anti-GFAP (C) and anti-CD11b (D) antibodies. EB fluorescence and EB* cells are visualized (arrowheads in A-D). The anti-PECAM-1
antibody clearly shows the blood vessels of these tissues (arrows in A). Immunostaining with anti-NeuN stains neurons (arrows in B) and allows EB* cells (arrowheads) in
the perilesional rim to be identified as this cell type. Anti-GFAP and anti-CD11b antibodies stain astrocytes (arrows in C) and microglia (arrows in D), respectively, and do not

co-locate with EB* cells in the perilesional rim. Scale bars: 50 pm.

brain tissue may enable visualization of discrete alterations in
permeability.

The two tracers used in the present study provide different
staining and permeability characteristics. EB becomes fluorescent
when linked to proteins (Olsson, 1966). In our case, EB fluoresces
in the regions with altered BBB when it extravasates and binds to
the previously extravasated albumin. In the case of Hoechst, the
tracer fluoresces wheniit is linked to DNA and its diffusion produces
staining of all the brain nuclei if given sufficient time to recircu-
late, as occurs when the dose is administered intravenously. When
the cocktail method is adopted, the tracer only stains the nuclei of
those zones in which the BBB is impaired and paracellular extrava-
sation is possible. Thus, these two tracers are useful in determining
BBB permeability and provide satisfactory results in the brains of
cryoinjured mice. Both tracers stain the lesion and the surround-
ing areas, although in this latter zone, Hoechst stains all the nuclei
while EB only stains some of the cells. It is conceivable that Hoechst
stains all the nuclei in the periphery of the cryolesion because of
its greater capacity to diffuse from the injured area. The EB staining
of the EB* cells in the perilesional rim is probably due to the pres-
ence of neurons whose damaged axons or axon collaterals cross
through or terminate in the lesion and take up plasma proteins
almost immediately after the lesion (Loberg and Torvik, 1991).

As expected, in the brains of sham-operated animals and in the
non-cryoinjured zones of operated animals, EB and Hoechst flu-
orescence appear in the choroid plexus and CVO, where there is
no functional BBB. In the other parts, EB and Hoechst only appear
associated with some blood vessels. The fluorescence observed on
the vessels of intact BBB regions is probably due to the presence of

albumin or other proteins retained by the basal membrane of the
vessels or due to the presence of other endothelial membrane pro-
teins. Staining of this kind is also useful as it allows blood vessels
to be located throughout the brain by red fluorescence, even after
immunostaining.

As both the EB-protein and the Hoechst-DNA complexes are flu-
orescent, it is possible to perform immunohistochemistry on brain
sections treated with the cocktail so as to analyze the structural and
cellular characteristics of the zones in which the BBB is disrupted
and to compare them with intact regions.

As two tracers with different solubility properties were used,
two mounting media were analyzed in this study, in addition to
simple observation without mounting medium. Good results were
obtained without mounting media, as both EB and Hoechst fluo-
rescences could be easily visualized. However, this is only partially
useful because obtaining images of a higher magnification and
of a better quality and resolution requires the use of immersion
oil.

When mounting with Prolong Gold, a medium similar to
Mowiol, Hoechst staining provides adequate visualization, but EB
tends to spread through, and even outside the tissue. In fact, sev-
eral authors have used Mowiol as a mounting medium to visualize
EB fluorescence (Crépin et al., 2007), but in our sections, it does
not give precise well-localized staining. Indeed the time allowed
to elapse between mounting and microscoping observation should
be kept to a minimum, as staining spreads with time. By contrast,
when mounting slides with Entellan, which contains xylene and has
lipophilic properties, EB does not spread and all labeled structures
can be visualized perfectly.
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In the present study, EB was administered to different groups of
mice with or without BSA, to test the need to include the protein in
the cocktail. When observed alone under a fluorescence microscope
EB does not fluoresce, but when bound to a protein, most commonly
albumin, it emits a bright red fluorescence (Olsson, 1966). In fact,
EB has been used as a tracer of serum albumin after intravenous
administration (Wolman et al., 1981). These observations have led
some researchers to administer the tracer pre-bound to albumin in
order to visualize EB-albumin fluorescence (Hawkins and Egleton,
2006), although here we have shown that EB administered in the
cocktail without BSA stains the injured zone and some cells in the
periphery of the lesion. A brain with disrupted BBB will present
leakage of certain proteins, and the accumulation of serum pro-
teins has been demonstrated in injured brain cells (Murakami et al.,
1998). Therefore, the EB in the cocktail is able to bind to the leaked
proteins in some cells and in the injured cerebral parenchyma,
so that administering albumin to visualize EB fluorescence is not
necessary. Moreover, albumin can generate oncotic pressure, and
inadequate osmotic pressure can produce shrinking or swelling
of the endothelial cells that constitutes the barrier, thus altering
the BBB status. If we wish to administer albumin with the tracer,
the appropriate albumin concentration must first be determined
to minimize any possible effects on the BBB status. The albumin
concentration used with group 3 animals enabled us to identify
as positive the same brain regions as those identified in group 2
animals. Thus, even though the concentration tested can be opti-
mal, we considered that the inclusion of albumin with the tracer is
not necessary. In any case, if the albumin-EB complex is capable of
crossing the BBB, then the unbounded EB will also cross the barrier
and bind to the albumin that has leaked from the animal. Moreover,
if the BBB does not present any leakage of proteins, albumin-EB
complexes would be unable to cross the barrier, and while EB might
be able to do so, it could not bind to any protein.

Contrary to expectations, EB was found to signal blood vessels
even in the case of a functional BBB. This might be due to the pres-
ence of some proteins retained in the basal membrane.

Moreover, as EB-protein and Hoechst-DNA complexes fluoresce
at different emission wavelengths, this method allows subsequent
immunofluorescence staining to be performed, thereby enabling
us to characterize and analyze structural and cellular changes in
regions where BBB disturbances are present. Thus, the cocktail
method described here is particularly useful for studying the pro-
cesses involved in BBB disruption and can be applied in a wide
variety of BBB-disruption models including medial cerebral artery
occlusion (Zea Longa et al., 1989) and the hypertonic infusion
(Rapoport, 2000). In this study, immunostaining with anti-NeuN,
anti-GFAP and anti-CD11b antibodies enabled us to identify the EB*
cells that appeared in the perilesional rim as neurons.

Our data indicate that using standard intracardiac perfusion
techniques with a cocktail solution of EB and Hoechst tracers pro-
vides a rapid and reliable marker of BBB permeability. The cocktail
stained regions without BBB (choroid plexus and CVO) and those
zones where the BBB was impaired (cryoinjured in this study).
Moreover, this method is compatible with subsequent immuno-

histological staining, which allows structures and cell populations
to be compared in zones with intact or disrupted BBB.

Acknowledgements

This study was supported by grants BFU2006-11981, SAF2005-
01604 and SAF2006-13092 from the Ministerio de Educacién y
Ciencia (Spain); PI041300 and Centros de Investigacién Biomédica en
Red (CIBER) from the Instituto de Salud Carlos III; 2005/SGR00893
from the Generalitat de Catalunya.]. del Valle is sponsored by a 2007
grant from Fundacié Universitaria Agusti Pedro i Pons. The authors
are grateful to A. Folch for revising this English text.

References

Broman T. Supravital analysis of disorders in the cerebral vascular permeability in
man. Acta Med Scand 1944;118:79-83.

Broman T, Branemark PI, Johansson B, Steinwall O. Intravital and postmortem studies
on air embolism damage of the blood-brain barrier tested with trypan blue. Acta
Neurol Scand 1966;42:146-52.

Crépin A, Bidaux G, Vanden-Abeele F, Dewailly E, Goffin V, Prevarskaya N, et al. Pro-
lactin stimulates prostate cell proliferation by increasing endoplasmic reticulum
content due to SERCA 2b over-expression. Biochem ] 2007;401:49-55.

Dobbing J. The blood-brain barrier. Physiol Rev 1961;41:135-89.

Ge S, Song L, Patcher JS. Where is the blood-brain barrier ... really? ] Neurosci Res
2005;79:421-7.

Hawkins B, Davis TP. The blood-brain barrier/neurovascular unit in health and dis-
ease. Pharmacol Rev 2005;57:173-85.

Hawkins BT, Egleton RD. Fluorescence imaging of blood-brain barrier disruption. ]
Neurosci Methods 2006;151:262-7.

Keller E, Ishihara H, Nadler A, Niederer P, Seifert B, Yonekawa Y, et al. Evaluation
of brain toxicity following near infrared light exposure after indocyanine green
dye injection. ] Neurosci Methods 2002;117:23-31.

Loberg EM, Torvik A. Uptake of plasma proteins into damaged neurons. An experi-
mental study on cryogenic lesions in rats. Acta Neuropathol 1991;81:479-85.

Murakami K, Kawase M, Kondo T, Chan PH. Cellular accumulation of extravasated
serum protein and DNA fragmentation following vasogenic edema. ] Neuro-
trauma 1998;15:825-35.

Nitsch C, Klatzo I. Regional patterns of blood-brain barrier breakdown dur-
ing epileptiform seizures induced by various convulsive agents. ] Neurol Sci
1983;59:305-22.

Olsson Y. Studies on vascular permeability in peripheral nerves. 1. Distribution of cir-
culating fluorescent serum albumin in normal, crushed and sectioned rat sciatic
nerve. Acta Neuropathol 1966;7:1-15.

Penkowa M, Moos T. Disruption of the blood-brain interface in neonatal rat neocor-
tex induces a transient expression of metallothionein in reactive astrocytes. Glia
1995;13:217-27.

Rapoport SI. Osmotic opening of the blood-brain barrier: principles, mechanism,
and therapeutic applications. Cell Mol Neurobiol 2000;20:217-30.

Reese TS, Karnovsky M]J. Fine structural localization of a blood-brain barrier to
exogenous peroxidase. ] Cell Biol 1967;34:207-17.

Reynolds DS, Morton AJ. Changes in blood-brain barrier permeability following neu-
rotoxic lesions of rat brain can be visualised with trypan blue. ] Neurosci Methods
1998;79:115-21.

Scholz D, Schaper ]. Platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) is
localized over the entire plasma membrane of endothelial cells. Cell Tissue Res
1997;290:623-31.

Wolman M, Klatzo [, Chui E, Wilmes F, Nishimoto K, Fujiwara K, et al. Evaluation
of the dye-protein tracers in pathophysiology of the blood-brain barrier. Acta
Neuropathol 1981;54:55-61.

Zea Longa EL, Weinstein PR, Carlson S, Cummins R. Reversible middle cerebral artery
occlusion without craniectomy in rats. Stroke 1989;20:84-91.

Zhang ZG, Chopp M, Goussev A, Lu D, Morris D, Tsang W, et al. Cerebral microvascular
obstruction by fibrin is associated with upregulation of PAI-1 acutely after onset
of focal embolic ischemia in rats. ] Neurosci 1999;19:10898-907.



Article 3

TIME-COURSE OF BLOOD-BRAIN BARRIER DISRUPTION IN
SENESCENCE-ACCELERATED MOUSE PRONE 8 (SAMP8) MICE

Authors: Jaume del Valle, Joaquim Duran-Vilaregut, Gemma Manich, Antoni

Camins, Mercé Pallas, Jordi Vilaplana, Carme Pelegri

International Journal of Developmental Neuroscience 2009; 27: 47-52.

-95-






RESUM

Objectiu

Estudiar la integritat de la barrera hematoencefalica de ratolins SAMP8 a diferents edats
mitjangant el métode cocktail. Comparar els resultats amb ratolins de les soques SAMR1
i ICR-CD1.

Material i métodes

Es van utilitzar ratolins SAMP8 de 3, 6, 9, 12 i 15 mesos d’edat. Els ratolins es van
perfondre amb el métode coctel, que conté EB, Hoechst i paraformaldehid en solucié
tamponada de fosfats. Es van obtenir els encéfals i es van realitzar seccions
criostatiques. Es van observar les seccions per microscopia confocal i es van analitzar
tres zones: I'escorga, I'hipocamp i la fissura hipocampal. Es van utilitzar ratolins SAMR1
(emparentats geneticament amb els SAMPS8 pero resistents a la senescéncia accelerada)
i ICR-CD1 com a controls sans i no emparentats geneticament amb les altres dues
soques. Es va quantificar la intensitat de fluorescéncia en les zones estudiades com a

mesura del tracador extravasat.

Resultats

Els marcatges en les zones de trencament de BHE no van ser tan drastics com als
observats en altres models de trencament de BHE com la criolesié. Tant a la subzona
CA1 de I'hnipocamp, com a la fissura hipocampal i al cortex adjacent, la permeabilitat de
la barrera hematoencefalica per 'EB dels ratolins control ICR es manté estable al llarg de
les diferents edats estudiades. D’altra banda, els ratolins SAMP8 i els SAMR1 mostren
un augment progressiu de permeabilitat dels 6 als 15 mesos d’edat en les tres regions
estudiades. Durant aquest periode, I'extravasacié d’'EB observada a I'escorca i a la regi6
CA1 de I'hipocamp dels ratolins SAMP8 fou superior que la dels animals SAMR1. Degut
a problemes metodologics, als 3 mesos d’edat, van apareixer valors més elevats
d’extravasacio a totes les soques estudiades. Tanmateix, els analisis estadistics es van
dur a terme amb i sense el grup d’edat de 3 mesos i les diferéncies estadistiques es van
mantenir, indicant la robustesa de 'analisi. A partir dels 9 mesos d’edat, tant els ratolins
SAMP8 com els ratolins SAMR1 van mostrar una extravasacio significativament superior

que la soca ICR, a la regié CA1 i a la fissura (Fig. 16).
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Fig. 16 Evolucié temporal de I’extravasacié d’EB a les tres zones estudiades en les soques SAMPS,
SAMR1 i ICR-CD1. Evolucié temporal de la mitjana de I'extravasacié (ME) a les tres zones estudiades:
Subzona CA1 de I'hipocamp (A), fissura hipocampal (B) i cortex adjacent (C). Els valors mostren les

mitjanes + E.E.M.

Conclusions

En els ratolins SAMPS8, la permeabilitat de la barrera hematoencefalica a marcadors
exogens es veu afectada amb I'envelliment, ja que augmenta de manera dependent de
I'edat. Els ratolins SAMR1 també mostren alteracions progressives amb 'edat de la BHE

a substancies petites com 'EB.
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Senescence of the cerebrovascular system and an abnormal function of the blood-brain barrier have been
related with Alzheimer’s disease. We studied here the time-course of blood-brain barrier disruption in
senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) mice, which is a murine model of senescence and is also
considered a model of Alzheimer’s disease. We used a previously described method that allows
evaluating blood-brain barrier integrity by observing Evans blue extravasation from brain blood vessels.

Keywords: . Three brain regions (cortex, hippocampus and hippocampal fissure) of SAMP8 brains were analyzed at 3,
Blood-brain barrier . .

SAMPS 6,9, 12 and 15 months of age. Moreover, genetically related senescence-accelerated mouse resistant 1
SAMR1 (SAMRT1) and ICR-CD1 mice were studied. Results indicate that Evans blue permeability in SAMP8 and
Alzheimer’s disease SAMRI1 increases from 6 to 15 months in the three studied regions. At 15 months of age, SAMPS8 and
Evans blue SAMR1 mice showed higher Evans blue extravasation in CA1 and Fissure than ICR-CD1 mice. Further

studies are required to understand the senescence process in SAMR1 mice, as blood-brain barrier
alterations in old age have unexpectedly been observed. On the other hand, as blood-brain barrier
permeability in SAMP8 mice increases with age, blood-brain barrier alterations may contribute to the

cerebral pathology observed in this strain.

© 2008 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) mice are
studied as a model of the neuropathological processes that occur
during senescence. They show several indicative characteristics of
accelerated ageing, such as reduced lifespan, lordosis, loss of hair
and reduced physical activity (Hamamoto et al., 1984, Takeda et al.,
1994). Furthermore, aged SAMP8 mice show impairments in
learning tasks, altered emotions, abnormality of the circadian
rhythm (Miyamoto, 1997) and many alterations similar to those of
aged humans, for example, spongy degeneration (Yagi et al., 1989),
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neuronal cell loss (Kawamata et al., 1997), and gliosis (Nomura and
Okuma, 1999).

Senescence-accelerated mouse resistant 1 (SAMR1) mice share
similar background with SAMPS as they both come from the same
AKR/] progenitors (Takeda et al., 1981). As SAMRI1 are genetically
related to SAMP8 mice but resistant to accelerated senescence,
they have been used as controls for SAMP8 mice by many authors
(Pelegri et al., 2007; Tajes et al., 2008; Ueno et al., 2001). However,
they show some alterations such as a marked loss of photoreceptor
cells and ganglion cells late in life (Shoji et al., 1998), age-related
hearing impairment (Takeda et al., 1997), nonthymic lymphoma,
histiocytic sarcoma and ovarian cysts (Takeda, 1999). Furthermore,
most of the “age-dependent” geriatric disorders, like osteoporosis,
degenerative joint disease, cataract and hyperinflation of lungs, are
included in all SAM strains (Takeda et al., 1997).

The SAMPS strain has been proposed as a model of Alzheimer’s
disease (AD) (Morley et al., 2004). This was based on reports of brain
overproduction of amyloid precursor protein (APP) and [3-amyloid
(Morley et al., 2000; Takemura et al., 1993); an increase in cerebral
cortical and hippocampal APP mRNA expression in SAMP8 at 6
months (Tha et al., 2000); defects of brain microvessels (Ueno et al.,
2001); dysfunction of the cholinergic system (Onozuka et al., 2002);



48 J. del Valle et al./Int. ]. Devl Neuroscience 27 (2009) 47-52

and other neurotransmitter changes (Flood et al., 1998; Kondziella
et al.,, 2002; Nomura et al., 1997), leading to deficits in learning and
memory (Nomura and Okuma, 1999; Spangler et al., 2002).

Several hypotheses attempt to explain the pathophysiology of
AD. The neurovascular hypothesis holds that faulty clearance of
amyloid (3 peptide across the blood-brain barrier (BBB), aberrant
angiogenesis and senescence of the cerebrovascular system could
initiate neurovascular uncoupling, vessel regression, brain hypo-
perfusion and neurovascular inflammation (Zlokovic, 2005). In
addition, it has been reported that a BBB breakdown could initiate
and/or contribute to a “vicious circle” of the disease process,
resulting in progressive synaptic and neuronal dysfunction and
loss in disorders such as AD (Zlokovic, 2008).

There is some controversy about the BBB integrity of SAMP8
mice. On the one hand, the increase in serum albumin cerebral
transference has been reported to be higher than that observed for
SAMRT1 mice (Ueno et al., 1993). In addition, the levels of IgG in the
hippocampus of 12-month-old SAMPS8 mice are higher than those
of SAMR1 mice (Pelegri et al., 2007). On the other hand, there is no
age-dependent increase in horseradish peroxidase (HRP) extra-
vasation in the perivascular areas of the hippocampus of SAMPS8 or
SAMR1 mice. However, there is some positive staining for HRP in
the cytoplasm of endothelial cells only in aged SAMP8 mice (Ueno
et al., 2001). Finally, Banks et al. (2000) found no increase in the
permeability of the BBB to albumin in young or aged SAMPS8 mice,
which questioned BBB disruption in this animal model. It should be
borne in mind that these studies used different dyes, substances
and techniques to assess BBB integrity, which may explain the
differences in the results obtained.

In the present study, the BBB integrity of SAMP8 mice aged 3, 6,
9,12 and 15 months was analyzed and compared with that of age-
matched SAMR1 and ICR-CD1 mice, the last one as control strain.
Due to the fact that some disturbances in AD have been located in
both the hippocampus and the cerebral cortex, we studied BBB
permeability changes in the CA1 hippocampus region, the
hippocampal fissure and the parietal cortex of brain slides, by a
quantitative strategy designed here and based on a recently
published method in which Evans blue (EB) and Hoechst are added
to a standard fixative solution as tracers (del Valle et al., 2008).

2. Experimental procedures
2.1. Animals

Three, 6,9, 12 and 15 month-old male SAMPS, SAMR1 and ICR-
CD1 mice were studied. Six animals of each age and strand were
used. They were kept in standard conditions of temperature
(22 £2°C) and 12:12-h light-dark cycles (300 lux/3 lux). Until the
day of the experiment they had access to food and water ad libitum.
Studies were performed in accordance with the institutional guide-
lines for the care and use of laboratory animals established by the
Ethical Committee for Animal Experimentation at the University of
Barcelona. A viral serology including norovirus was performed every
two months and reported no contamination.

2.2. Administration of tracers and brain processing

The strategy used to determine BBB permeability was based on
the cocktail method (del Valle et al., 2008). The animals were
anaesthetized with 80 mg/kg of sodium pentobarbital by an
intraperitoneal injection. The thoracic cavity was opened and the
animals received an intracardiac gravity-dependent perfusion of
50 mL of phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) followed by
50 mL of the cocktail solution prepared with EB 1% (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain), Hoechst 0,01% (H-33258, Fluka, Madrid, Spain) and

p-formaldehyde 4% (PFA; Scharlau, Barcelona, Spain) in PBS. Once
the perfusion had finished, brains were dissected, post-fixed in 4%
PFA in PBS for 4 h and cryoprotected by immersion in PBS with 30%
sucrose for 24 h. Afterwards, brains were frozen by immersion in
isopentane chilled in dry ice and stored at —80 °C until sectioning.

Frozen brains were embedded in OCT cryostat-embedding
compound (Tissue-Tek, Torrance, CA), cut into 20-pm-thick
sections on a cryostat (Leyca Microsystems, Germany) at —22 °C,
and picked up on Superfrost® slides (Menzel-Glaser, Braunschweig,
Germany). The hippocampus was located with the help of a mouse
brain atlas between bregma —1.06 and —4.04 (Paxinos and
Franklin, 2001), and sections of the central zone of the
hippocampus (at about bregma —2.30) were selected. The slides
were subsequently stored at —20 °C.

2.3. Image acquisition

Slides were examined on a confocal laser microscope (TCS/SP2,
Leica Microsystems, Germany) after being coverslipped with
Entellan medium (Merck, Darmstadt, Germany). EB staining was
visualized by excitation with 543-nm laser beams (green zone) and
visualized as red fluorescence. For each brain section, two images,
one per hemisphere, were obtained with the 4x objective at
1024 pixels x 1024 pixels with eight bits of grey resolution (i.e.,
28 =256 grey values), and stored in jpeg format. All the images,
from right or left hemisphere, contained hippocampus and cortex.
All images were acquired with the same set up of microscope, laser
and software adjustments.

2.4. Quantification of extravasation

Image treatment and analysis were performed by means of the
Image J program (National Institutes of Health, USA). In each image
from each animal, three different regions of interest (ROI) were
defined, corresponding to the CA1 hippocampus region, the
hippocampal fissure and the parietal cortex (Fig. 1). The ROI for
CA1 was set from the oriens layer of hippocampus as the upper
limit to the lacunosum molecular layer, and covering about 2/3 of
the CA1 from lateral to medial direction. The ROI for the
hippocampal fissure was obtained from the lower limit of CA1’s
ROI to the lower limit of hippocampal’s fissure vessels. Finally, the
ROI for cortex was obtained on the corresponding dorsal cortex
from corpus callosum to the molecular layer I. Following the
method described by Vilaplana and Lavialle (1999), the mean grey
value has been determined in each ROI This mean grey value is
equivalent to the mean value of fluorescence of the studied region
and has been interpreted as the mean extravasation (ME) in
arbitrary units.

2.5. Statistical analyses

Statistical analyses were performed by means of the ANOVA,
using STATISTICA for Windows (StatSoft Inc.). Differences were
considered significant when p < 0.05. Post hoc comparisons were
performed by LSD test (planned comparisons).

3. Results
3.1. Microscopic observation of EB extravasation in brain sections

Microscopic visual inspection of brain sections was performed
before proceeding with the image acquisition and the quantifica-
tion of EB extravasation. Brains sections that were not well picked
up on the slides were replaced and sections were discarded if
artificial splits due to the surgical manipulations were observed.



J. del Valle et al./Int. ]. Devl Neuroscience 27 (2009) 47-52 49

Fig. 1. Regions of interest (ROI), corresponding to CA1 hippocampal region (1), hippocampal fissure (2) and cortex (3). CA1: CA1 hippocampal region, CA3: CA3 hippocampal
region, cc: corpus callosum, Cx: cortex, DG: dentate gyrus of the hippocampus, hf: hippocampal fissure. The brain image corresponds to a SAMP8 animal aged 9 months.

An image of a representative brain section from each strain and
age can be seen in Fig. 2. From 3 to 15 months old, fluorescence
seemed to increase especially in hippocampus and cortex of SAMP8
and SAMR1 animals, although 6-month-old animals seemed to have
weaker staining than 3-month-old mice. From 9 months onwards,
the EB extravasation on brain sections from SAMP8 and SAMR1 mice
was stronger than in those from ICR-CD1 mice. High EB extravasa-
tion was also seen around some ventricular areas, in which the
presence of circumventricular organs without BBB is well known.

3.2. Time-course of EB extravasation

After the acquisition of the images and the quantification of EB
extravasation, the time-course of ME for the three strains studied
was obtained separately for each ROI or zone analyzed (Fig. 3).

In the CA1 region (Fig. 3A), the ME from SAMP8 and SAMR1
mice followed a parallel evolution throughout the time-points
studied. In both strains, although the ME values obtained at 3
months were higher than those obtained at 6 months, from 6 to 15
months, the values showed a progressive increase. In this region,
the ME of the control strain (ICR-CD1) remained similar through-
out the studied period and resembled the values obtained for the
other strains at 6 months of age.

In the Fissure region (Fig. 3B), the ME levels showed the same
pattern as that obtained for the CA1 region. Although ME values for
SAMPS8 and SAMR1 mice were higher at 3 than at 6 months of age,
from 6 months on there was a progressive increase in ME, with the
highest values recorded at 15 months. As occurred in CA1 region,
ME levels for ICR-CD1 mice remained similar throughout the study.
It is remarkable that the ME levels in the Fissure were higher than
those observed in the CA1 region, although they both followed a
similar pattern for each strain and age. The differences between
CA1 and Fissure were significant according to ANOVA (see below).

In regard to the Cortex region, the ME levels were again higher
at 3 months of age in SAMP8 and SAMR1 mice than at 6 months;
and from 6 months to 15, the ME levels increased progressively.
The ME levels in ICR-CD1 mice did not show a clear tendency
throughout the period studied.

An ANOVA was performed in order to determine which
variables had statistically significant effects on ME. The ME was
defined as the dependent variable and the factors Region (CA1,
Fissure and Cortex), Strain (SAMPS8, SAMR1 and ICR-CD1) and Age
(3, 6,9, 12 and 15) as the independent variables. Interactions
between factors were included.

Significant differences in ME were attributable to the factor
Strain (F».715 = 9.397, p < 0.01), Age (F4.715 = 20.048, p < 0.01) and
Region (F,.715 = 222.028, p < 0.01). The interaction between Strain
and Age was found significant (Fg 715 = 4.065, p < 0.01), indicating
that the effect of age is different in each of the three strains studied.
The interaction between Strain and Region was also significant
(F4715 =7.210, p < 0.01), indicating that the effect of Strain on ME
is different in each region. Finally, the “Age-Region” interaction
was not significant (Fg715=1.321, p > 0.05) nor was the triple
interaction “Strain-Age-Region” (Fig.715=1.193, p > 0.05).

The finding that SAMP8 and SAMR1 mice showed higher ME
levels at 3 months of age than at 6 in all regions was not consistent
with the observed tendency to increase with age. Thus, in order to
clarify whether 3 months’ differences could modify the conclu-
sions obtained with the ANOVA analysis, we repeated it without
the data for 3 months. In this case, although F and p were slightly
modified (data not shown) significant variables and interactions
were maintained and the results outlined above remained valid.

The post hoc comparisons were carried out based on the
significant differences obtained in the ANOVA test.

In regard to the factor Strain, the post hoc comparisons showed
that ME levels from ICR-CD1 mice were significantly lower than
those from SAMP8 and SAMR1 strains and, although the ME levels
from SAMR1 were lower than those from SAMPS, the differences
were not significant. For the factor Region, the Fissure values were
significantly higher than those obtained in the Cortex, and the
Cortex values were significantly higher than those for CA1. Post hoc
comparisons of the factor Age showed that ME was lower at 6
months of age than at 9, lower at 9 than at 12, and lower at 12 than
at 15. Finally, the ME levels at 3 months of age were significantly
higher than those at 6 or 9, but not significantly different from
those at 12 or 15 months.
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ICR-CD1

3m

6m

9m

12 m

15 m

SAMR1

SAMP8

Fig. 2. Representative brain sections from each strain and age visualized for EB fluorescence. Brain regions are indicated in the last image. CA1: CA1 hippocampal region, CA3:
CA3 hippocampal region, cc: corpus callosum, Cx: cortex, DG: dentate gyrus of the hippocampus, hf: hippocampal fissure.

Due to the significance of the interactions found between the
factors Region and Strain, the presence of statistical differences in
the ME levels between the three strains and between the different
ages was ascertained in each ROL

In the CA1 region, the post hoc comparisons showed no ME
differences in ICR-CD1 mice between 3, 6,9, 12 and 15 months of
age. In contrast, SAMP8 mice showed lower ME values at 6 months
than at 9, 12 or 15 months. However, although the ME values
increased progressively from 9 to 15 months, the differences were
not significant. In SAMR1 strain, the ME values at 15 months of age
were significantly higher than those at 6 months. When

comparing the ME of the different strains in each age studied,
no differences appeared between strains at 6 months of age.
Actually, differences were significant at 12 months of age, when
SAMP8 mice showed higher ME values than ICR-CD1 mice. At 15
months of age, both SAMP8 and SAMR1 animals showed higher
ME values than ICR-CD1 mice. In regard to 3 months of age, the ME
values from SAMP8 and SAMR1 strains were higher than those for
ICR-CD1 animals.

The post hoc comparisons applied to the Fissure zone revealed no
significant differences for ME values of ICR-CD1 mice at any age.
SAMPS8 mice showed lower ME values at 6 months thanat9, 12 or 15
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Fig. 3. Time-course of mean extravasation (ME) in each ROIL (A) CA1 hippocampal region, (B) hippocampal fissure and (C) cortex. Values are means + S.E.M. Statistical

differences due to the factors ROI, strain and age are detailed in Section 3.

months, and values at 12 months were lower than those at 15
months. In SAMR1 animals, the levels of ME recorded at 6 and 9
months were significantly lower than those obtained at 12 or 15
months of age. When comparing the ME of the different strains in
each age studied for the Fissure region, no differences were found at
6 months between strains, as happened in the CA1 region. At 9
months, SAMP8 mice already showed higher ME values than ICR-
CD1 animals, at 12 months the ME of SAMR1 was higher than that
observed in ICR-CD1 mice, and at 15 months of age both SAMP8 and
SAMR1 animals showed higher ME values than those of ICR-CD1
mice.

In the Cortex, the post hoc comparisons revealed significant
differences between the ME levels from ICR-CD1 mice aged 3 and
12 months, but not between any other age. In SAMP8 animals, the
ME was significantly lower at 6 months than at 9, 12 or 15 months;
moreover, the ME at 9 months was lower than at 15 months.
SAMRT1 mice had lower ME values at 6 or 9 months of age than at 15
months. The comparison of ME levels in the cortex between strains
gave higher values at 6 months for ICR-CD1 mice than for the other
two strains; and finally, as a result of the ME increase observed in
the cortex of SAMP8 mice, the ME values at 12 months of age were
significantly higher in SAMP8 than in ICR-CD1 mice.

4. Discussion

In this study we examined the BBB integrity during the aging
process in three different strains of mice, SAMP8, SAMR1 and ICR-
CD1. Three different cerebral regions, the hippocampus, the
hippocampal fissure and the cerebral cortex, were analyzed
quantitatively for BBB permeability after perfusing the mice with
the EB tracer added in a standard fixative p-formaldehyde solution.
We found that while BBB integrity remained stable throughout the
lifespan of ICR-CD1 mice, SAMP8 and SAMR1 showed a progressive
increase of EB fluorescence from 6 to 15 months of age in all
studied regions.

Results obtained at 3 months of age are unexpected, as all
strains showed higher EB extravasation values than those obtained
at 6 months of age. Although we cannot reach an explanation for
this fact, we performed the statistical analysis with or without
including 3-months data and we obtained similar statistical
results, indicating the robustness of the analysis and corroborating
the increase of EB extravasation with age in SAMP8 and SAMR1
animals. Moreover, although the values obtained in the cortex of
the ICR-CD1 strain are higher than expected, the extravasation in
this region does not show a clear tendency with age.

The method used here to study the BBB is based on the recent
published cocktail method (del Valle et al., 2008). In that study, it
was unclear whether the absence of EB fluorescence outside an
intact BBB was because EB had not crossed the barrier or because

there were no extravasated proteins to bind to. It is well known
that EB only fluoresces when it binds to some proteins.
Unpublished observations from previous experiments on healthy
mice with intact BBB showed that adding an EB solution to a
previously fixed brain section provides fluorescence throughout
the brain tissue. This indicates the presence of some proteins in
brain parenchyma to which EB can bind, and so, fluoresce. We thus
conclude that when administered with the cocktail method, EB
does not fluoresce outside vessels provided with an intact BBB.
Accordingly, differences in EB fluorescence observed in the present
study can be attributed to differences in EB extravasation across
the BBB, indicating differences in BBB permeability in the different
strains and ages.

HRP has also been used by many authors as a tracer to evaluate
BBB permeability. Ueno et al. (1997) administered HRP to young
and aged SAMP8 and SAMR1 mice (3 and 13 months old). They
reported a high HRP staining that spread diffusely in the
hippocampus in old SAMP8 mice, but they observed no staining
in young SAMPS8 animals, nor in aged or young SAMR1 animals.
Although we found that EB permeability increased in aged SAMP8
and SAMR1 mice, it should be taken into account that EB tracer
molecule (mol. wt. 961 D) is much smaller than HRP (mol. wt.
40 kD). Thus, these results are not in contradiction with ours, as we
detected permeability of the BBB to smaller molecules than those
used by Ueno et al. (1997). It has also been reported that the
passage of HRP in 13-month-old SAMP8 mice occurred throughout
the parajunctional regions of endothelial cells (Ueno et al., 2001).
Although Ueno et al. found no tracer extravasation through the
paracellular pathway, they described positive staining for HRP in
endothelial cells only in aged SAMP8, which they interpreted as the
evidence of injury or alterations to the endothelial cells. If a smaller
tracer had been used, parajunctional alterations might also have
been observed in animals below the age of 13 months.

Pelegri et al. (2007) studied the BBB permeability to IgG in
SAMPS8 and SAMR1 mice at different ages (3, 7 and 12 months old).
In healthy animals there is almost no presence of IgG in the
cerebral parenchyma and IgG is only found in some brain
structures, like circumventricular organs or choroid plexus, which
have fenestrated capillaries that allow the exchange of plasmatic
hydrophilic substances of high molecular weight. Only when the
BBB is disrupted, IgG extravasation also occurs in other brain areas.
The study reported no IgG extravasation in SAMP8 or SAMR1 mice
aged 3 or 7 months. Furthermore, they found higher IgG
extravasation in SAMPS8 than in SAMR1 animals aged 12 months.
Although we now describe a similar BBB disruption for both
SAMRT1 and SAMP8 mice, it is worth mentioning that IgG (mol. wt.
170 kD) has a higher molecular weight than EB (mol. wt. 0.96 kD)
and would thus only enter the brain parenchyma if the disruption
to the BBB was more drastic. Moreover, Pelegri et al. (2007) stained
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the IgG that had been previously extravasated to the parenchyma
before animal sacrifice, while in the present study we measured
the EB that extravasated during the cocktail perfusion. All these
facts should be taken into account when comparing the results
obtained in these studies.

On the other hand, not all the studies about BBB function in old
SAMPS8 mice have found BBB disturbances. Banks et al. (2000)
performed a study in which radioactive albumin and radioactive
insulin were administered intravenously and they found no
differences between young and aged SAMP8 mice. Moreover,
another study described an intact BBB in aged SAMP8 mice,
reporting no increase in spaces of previously administered
radioactively labeled sucrose or albumin (Moinuddin et al,
2000). However, in the same study they administered radioactively
labeled IL-1 in order to determine whether all regions of the brain
could transport IL-1 and whether transport differed between
young (2 months old) ICR-CD1 mice and young and aged (17
months old) SAMP8 mice. They found that, in young ICR-CD1 mice,
IL-1 was transported in 8 of the 10 brain regions studied. However,
in both young and aged SAMPS8 animals IL-1 was transported in
only four regions, indicating a decreased transport capacity in
comparison with young ICR-CD1 animals (Moinuddin et al., 2000).

The various studies that have questioned the BBB status in
SAMP8 mice used different techniques to assess its function. The
results reported in the present study indicate that the cocktail
method is sensitive enough to examine the processes involved in
BBB disruptions from initial stages. It allows us to evaluate, locate
and quantify the alterations that occur in the BBB of SAMPS,
SAMR1 and ICR-CD1 mice, and track the time-course of these
alterations. We conclude that the BBB of SAMP8 and SAMR1 mice
deteriorate with age, while that of ICR-CD1 remains stable.

Zlokovic (2008) discussed how BBB alterations could contribute
to the onset of AD. He suggested that disruption of the BBB may
precede, accelerate, or contribute to chronic disease processes in
neurodegenerative disorders of the adult and aging nervous
system such as AD. Here, we report a BBB disruption in SAMP8
mice, considered by some authors as a model of AD. How these
permeability alterations and their modulation contribute to a
better understanding of the disease requires further investigation.
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RESUM

Objectiu
Estudiar la preséncia, la composicié i I'evolucié de diposits amiloides a I'hipocamp de
ratolins SAMPS8.

Material i métodes

Es van utilitzar ratolins SAMPS8 de 3, 6, 9, 12 i 15 mesos d’edat. Es van perfondre els
animals amb soluci6 salina, es van obtenir els encéfals i es van congelar. Posteriorment
es van obtenir seccions criostatiques de 20pm de gruix. A continuacid, es van aplicar
técniques d’immunohistoquimica utilitzant un ampli panell d’anticossos dirigits contra els
peptids amiloides APy, APB42, i contra 'APP. Les seccions es van observar per
microscopia de fluorescéncia i confocal i es van quantificar a cada hipocamp els clusters
amiloides positius per a cada anticds. Els mateixos procediments es van aplicar a

animals SAMR1 i ICR de les mateixes edats.

Resultats

En ratolins SAMPS8, apareixen a
hipocamp  alguns  granuls
amiloides agrupats en forma de
clusters a partir dels 3 mesos
d’edat (Fig. 17A), a partir dels 6
mesos dedat la mida i la
quantitat d’aquests clusters
augmenta i s’expandeix per la
capa de I'stratum radiatum de la
subzona CA1 de [I'hipocamp
(Fig. 17B), als 12 mesos d’edat
els clusters ocupen ja
practicament tot I'hipocamp (Fig
17C).

Fig. 17 Seccions coronals de I'hipocamp on s’observa el
peptid AB en ratolins SAMP8 de 3, 6 i 12 mesos d’edat. En les
imatges es pot observar el péptid AR de 3 ratolins representatius
de 3, 6 i 12 mesos d’edat (A, B i C respectivament). Les fletxes
marquen alguns clusters amiloides. Or: capa oriens, Py: capa
piramidal, Rad: stratum radiatum, LMol: capa lacunosum
moleculare, Mol: capa molecular
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La quantificaci6 del nombre de clusters amiloides mostra com a partir dels 6 mesos
d’edat els ratolins SAMP8 mostren un increment progressiu amb I'edat de clusters de
granuls amiloides i els ratolins SAMR1 i ICR mantenen nivells basals d’agregats
amiloides fins als 15 mesos d’edat on ja si que mostren un augment (Fig. 18A), els
clusters d’ABs, mostren un perfil molt similar al dels clusters d’AB (Fig. 18B), en canvi,
els clusters d’ABs no augmenten en SAMPS8 fins als 9 mesos d’edat i no arriben a
mostrar un increment significatiu en les soques SAMR1 ni ICR (Fig. 18C). Els granuls
amiloides estan constituits majoritariament pel péptid AB42, perd també contenen péptid
AB, i diferents fragments d’APP.

>

CLUSTERS OF 4G8 B CLUSTERS OF 12F4 CLUSTERS OF B40
100
A

80 - @ICR-CDY -----=-==-=--ssossosonoseeas -

# clusters / hippoc. slice
# clusters | hippoc. slice
# clusters / hippoc. slice

L]
Age (m) Rge (m) Age (m)

Fig. 18 Evolucié temporal del nombre de clisters als hipocamps de les soques ICR, SAMR1 i SAMP8. ICR
(verd), SAMR1 (groc) i SAMP8 (vermell). Es quantifiquen els clusters d’AB amb 4G8 (A), els clusters d’ABs2 amb 12F4
i (B) els clusters d’AB4o amb B40 (C). Els valors mostren mitjanes + E.E.M. A Diferéncies significatives entre SAMPS i
ICR-CD1. O Diferéncies significatives entre SAMP8 i SAMR1. A Diferéncies significatives entre SAMR1 i ICR-CD1 (p
<0.05).

Conclusions
Existeixen dipdsits amiloides a I'hipocamp dels ratolins SAMP8, que augmenten en
nombre i grandaria amb I'edat. Aquest fet recolza la utilitzacié d’aquesta soca de ratolins

com a model de malaltia d’Alzheimer.
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Abstract. Late-onset Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of AD appearing after 65 years of age. To date,
however, there are no non-genetically manipulated rodent models that develop a similar sporadic onset of AD with age-related
amyloid-g (A3) deposition. Although the senescence accelerated mouse prone 8 (SAMPS8) mice have been proposed as a model
of AD, the presence of A3 deposits remains controversial. In this study, we describe the time course of AS deposition in SAMP8
mice as well as in control SAMRI1 and ICR-CD1 strains of mice. From as early as 6 months onward, SAMPS8 mice show Af3
deposition in the hippocampus that increase in number and extent with age. These deposits are comprised of clustered granules
that contain Af42, AB40, and other A3 protein precursor fragments. By marked contrast, control mice show only low numbers
of A3 clusters that do not develop until 15 months of age. The demonstration that SAMP8 mice present with amyloid deposits
in their hippocampus makes this animal model a useful tool to understand the mechanisms involved in A3 deposition in AD.

Keywords: AB40, ABa2, AGPP, aging, Alzheimer’s disease, amyloid-/3, hippocampus, SAMP8, SAMRI1, senescence
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INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) was first described as a
rare case of dementia [1], however, AD is now associ-
ated with the elderly since it is the most common form
of dementia in the aged population, affecting one in ten
people over 65 years of age [2]. Moreover, the number

1 Contributed equally to this study.

*Correspondence to: Jordi Vilaplana, Departament de Fisiologia,
Facultat de Farmacia, Av. Joan XXIII s/n. 08028 Barcelona, Spain.
Tel.: +34 93 4024505; Fax: +34 93 4035901; E-mail: vilaplana@
ub.edu.

of people with the disease doubles for every 5-year in-
tervals beyond age 65 [3], making AD an increasingly
critical healthcare challenge for the 21st century [4].

Late-onset AD is the most common form of AD
(nearly 90%), appearing after 65 years of age [5], and
susceptibility to late-onset AD shows no apparent fa-
milial aggregation [6]. Early-onset AD, on the other
hand, is the rarest form of the disease with approximate-
ly half of the cases being due to familial Alzheimer’s
disease (FAD), where mutations in the genes encoding
amyloid-( protein precursor (ASPP) [7], presenilin 1
(PSENI) [8], and presenilin 2 (PSEN2) [9] result in a
genetic predisposition to the condition.

ISSN 1387-2877/10/$27.50 © 2010 — IOS Press and the authors. All rights reserved
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Fig. 1. A) Representation of AGPP isoform 695 and their cleavage sites for a- 8- and - secretases. Resulting peptides are indicated. See text for
details. B) Antibodies used to characterize amyloid deposition. Localization of the epitopes on both AZPP and amyloid peptides are indicated.

See text for details.

AD forms of AD are typically characterized by the
presence of neurofibrillary tangles composed of hy-
perphosphorylated tau protein as well as aggregates of
amyloid-(3 (A(3) peptides derived from A PP process-
ing in the brain. In FAD forms, alterations in A3 gen-
eration, due to abnormal ASPP processing, can be ob-
served. APP is a transmembrane protein expressed in
the adult brain where plays a major role in the nervous
system and is involved in synaptogenesis and synap-
tic plasticity [10]. The most common A[PP isoform
in neurons is ABPPgg5 [11], which can be cleaved by
the enzymes «-, 3- and y-secretases. In the amyloido-

genic pathway, (-secretase cleavage of the AJPPgy5
isoform between amino acids 596 and 597 releases
the N-terminal fragment sA 3PP 3 into the extracellular
space and leaves the C99 C-terminal fragment within
the membrane [12]. Consecutive cleavage of this frag-
ment at residues 40 or 42 by ~y-secretase releases an
amyloid intracellular domain fragment (AICD) and an
AB4o or AByo peptide (Fig. 1A), with AB45 being the
form most prone to toxicity and extracellular aggrega-
tion [13]. In the non-amyloidogenic pathway, AGPP is
first cleaved by the a-secretase between amino acids 16
and 17 of the A region [14,15], producing the secret-
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ed amino terminal ectodomain sASPP« and the C83
fragment. Subsequent cleavage of C83 by y-secretase
releases the p3 and AICD peptides (Fig. 1A) [16].

Currently, most of the animal-based models used to
study AD carry one or more mutations in the proteins
that play a major role in the processing of AGPP or
tau [17,18]. AQSPP and presenilin mutations, which
are fully penetrant and therefore guarantee the onset of
the disease, can replicate the pathophysiology of early-
onset AD. However, they account for less than 5% of
all AD cases [19]. To date, there are no non-genetically
manipulated rodent models which develop a similar
sporadic onset of AD with a demonstrated age-related
A deposition, as it happens in humans.

The senescence accelerated mouse prone 8 (SAMPS)
is anon-genetically modified strain of mice with a char-
acteristic accelerated aging process. Senescent SAMP8
mice share similar characteristics with aged humans
such as a reduced lifespan, lordosis, hair loss, and re-
duced physical activity [20,21]. In addition, SAMPS§
has recently been proposed as a model of neurodegen-
eration [22] with impairments in learning tasks, as well
as altered emotions and abnormality of the circadian
rhythm [23], spongy degeneration [24], neuronal cell
loss [25], and gliosis [26] in the brain. Notably, SAMPS§
also show other characteristics seen in AD patients,
such as learning and memory deficits [26,27], brain
microvessels defects [28], blood-brain barrier dysfunc-
tion [29,30], alteration of the cholinergic system [31],
and other neurotransmitter changes [32-34]. Given
such changes, it is perhaps not surprising that SAMPS8
have also been proposed as an animal model of AD [35,
36].

Changes in Af3, the canonical lesion of AD, howev-
er are controversial. For example, some investigators
find an increased level of amyloid burden in the brain
parenchyma, based on reports of brain overproduction
of ABPP and A [37,38] and an increase in cerebral
cortical and hippocampal AGPP mRNA expression in
SAMPS at 6 months [39]. On the other hand, very few
reports, however, describe any kind of amyloid depo-
sition in SAMP8 mice [38,40], and data regarding A3
deposition remains inconclusive as indicated in recent
reports [22].

Since A accumulation is viewed as essential for
the validation of an accurate AD model, in this study
we performed several immunohistochemistry studies
using different antibodies to ascertain the presence of
amyloid deposits in the brain of SAMP8 animals. We
determined the time course of A3 deposits and char-
acterized their composition, particularly the presence
of both A, and AS42 peptides and also other AGPP
fragments.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Male SAMP8 were compared to senescence accel-
erated mouse resistant 1 (SAMR1) mice, which are ge-
netically related to SAMPS but resistant to accelerated
senescence [41], and to ICR-CD1 mice, a healthy and
clean strain commonly used as control mice. Four ani-
mals aged 3, 6, 9, 12, and 15 months from each strain
were used. They were kept in standard conditions of
temperature (22 + 2°C) and 12:12-h light-dark cycles
(300 lux/0 lux). Throughout the study, they had access
to food and water ad libitum. Studies were performed
in accordance with the institutional guidelines for the
care and use of laboratory animals established by the
Ethical Committee for Animal Experimentation at the
University of Barcelona.

Brain processing

Animals were anaesthetized with 80 mg/Kg of sodi-
um pentobarbital by an intraperitoneal injection. The
thoracic cavity was opened and the animals received an
intracardiac gravity-dependent perfusion of 50 mL of
phosphate buffered saline (PBS, pH = 7.2). After the
perfusion, brains were dissected, frozen by immersion
in isopentane chilled in dry ice and stored at —80°C
until sectioning. Thereafter, frozen brains were embed-
ded in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-
Tek, Torrance, CA), cut into 20-um-thick sections on
a cryostat (Leyca Microsystems, Germany) at —22°C,
and placed on slides. Sections of the central zone of the
hippocampus (at about bregma —2.30) were selected
according to a mouse brain atlas [42]. Slides contain-
ing brain sections were fixed with acetone for 10 min
at 4°C, allowed to dry at room temperature and then
frozen at —20°C until staining.

Immunohistochemistry

Slides were brought to room temperature before be-
ing rehydrated with PBS for 5 min. Sections were then
blocked and permeabilized with PBS containing 1%
BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) for
20 min. After two 5-min washes in PBS, brain sections
were incubated with the primary antibody (see below)
overnight in the dark at room temperature. Slides were
washed again and then incubated for 1 h at room tem-
perature in the dark with the secondary antibody (see
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below). After washing again, nuclear staining was per-
formed by incubating slides in Hoechst (H-33258, Flu-
ka, Madrid, Spain) at 2 p1g/ml in PBS for 10 min at room
temperature in the dark. Finally, slides were washed
and coverslipped with Prolong Gold antifade reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Staining controls were per-
formed by incubating with PBS instead of the primary
antibody or both primary and secondary antibodies.

To characterize AGPP and amyloid deposits, sever-
al primary antibodies were used (Fig. 1B). The mouse
monoclonal antibody 4G8 (Sigma-Aldrich), directed
against human A /3, was used to localize amyloid depo-
sitions; this antibody recognizes amino acid residues
17-24 of the A3 peptides. The mouse monoclonal an-
tibody against A34o clone 12F4 (Covance, CA) was
used to localize AB4o deposition; this antibody is re-
active to the C-terminus of A3 and is specific for the
cleaved 42 isoform. The rabbit polyclonal antibody
to AfB4 (ab10147, Abcam, Cambridge, UK), hence-
forth referred to as B40, was used to detect the pep-
tide A(40; this antibody reacts only with the cleaved
Ay isoform and has no crossreactivity with A( 4o
nor with AGPP. The 1G6 monoclonal antibody against
A[PP (Covance) was used to localize AGPP or some
A[PP fragments resulting from ASPP processing; the
epitope of this antibody lies within amino acids 573—
596 of AGPPggs5. Finally, the goat polyclonal antibody
to AGPP (ab2084, Abcam), henceforth referred to as
APPg, was also used to detect AGPP or ASPP frag-
ments. This antibody recognizes the amino acid se-
quence of ABPPggs5 corresponding to amino acids 44—
63. AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG, AlexaFlu-
or 555 donkey anti-goat IgG and AlexaFluor 555 don-
key anti-rabbit IgG (Invitrogen) were used as secondary
antibodies.

Image acquisition

Images of fluorescence were taken with a fluores-
cence laser microscope (BX41, Olympus, Germany)
and stored in tiff format. All images for each set of
experiments were acquired with the same microscope,
laser, and software settings. Images for colocaliza-
tion analysis were obtained with a confocal scanning
laser microscope (TCS/SP2, Leica Microsystems, Ger-
many). Image treatment and analysis were performed
by means of the Image J program (National Institute of
Health, USA).

Quantification of amyloid deposition

To quantify amyloid burden, three blinded observers
analyzed a 4G8 stained brain section of each animal
using a laser microscope (BX41, Olympus, Germany).
As positive granules observed in the hippocampus were
clustered (see results section), each observer quantified
the number of clusters in each hippocampal region of
the brain section. The mean number obtained by the
three observers was used for statistical analysis. Iden-
tical analyses were performed with both 12F4 and B40
antibodies in adjacent sections.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed by means of the
ANOVA, using STATISTICA for Windows (StatSoft
Inc.). Differences were considered significant when
p < 0.05. Post hoc comparisons were performed using
the LSD test (planned comparisons). In order to restrict
false significant differences in Post hoc comparisons,
the Bonferroni correction was applied and significant
differences were considered when p < 0.001.

RESULTS

Presence of clustered amyloid granules in the
hippocampus of SAMPS mice

The amyloid staining obtained with the 4G8 anti-
body was examined in brains from SAMPS, SAMR1
and ICR-CD1 mice sacrificed at the different ages stud-
ied (3, 6, 9, 12, and 15 months). In Fig. 2, repre-
sentative images of the CAl zone stained with 4G8
are presented. 4G8 staining showed highly reactive
amyloid granular structures up to 3um in size in the
hippocampus of some animals. These granular struc-
tures appeared sometimes isolated but they were more
frequently clustered, each cluster formed by approxi-
mately 40—50 granules. These clusters were not found
outside the hippocampus. In the hippocampus of all
the analyzed SAMPS8 mice aged 3 months, some clus-
ters could be seen. As the animals’ age increased, so
did the number of clusters. At 15 months, the number
and size of the clusters had increased to such an ex-
tent that they covered a considerable area of the hip-
pocampus. In SAMR1 and ICR-CD1 animals of 3, 6,
9, and 12 months clusters were rarely seen, although
they were common at 15 months.
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& ICR-CD1

SAMP8

SAMR1

Fig. 2. A) Localization of the CA1 hippocampal regions shown in B. B) Representative images of CA1 hippocampal regions stained with the
4G8 antibody from brains of the different ages and strains. Arrows indicate some clusters of amyloid granules stained with 4G8. Rad: stratum

radiatum, Py: pyramidal layer, Or: oriens layer.

It can also be observed in Fig. 2 that blood vessels
were stained, probably due to the cross reactivity of
4G8 with AGPP present in the endothelial cells. Con-
trol staining with only the secondary antibody main-
ly stained the IgG in the circumventricular organs and
choroid plexus, in which extravasated IgG is present
due to the absence of blood-brain barrier (data not

shown).

Distribution of amyloid clusters in the hippocampus of
SAMPS mice

Figure 3 shows a coronal hippocampal section of
three representative SAMP8 animals aged 3, 6, and 12
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SAMPS
B

SAMPS
12m

Fig. 3. Coronal hippocampal section stained with the 4G8 antibody of three representative SAMPS animals aged 3, 6, and 12 months (A, B and
C, respectively). Arrows indicate some clusters of amyloid granules stained with 4G8. Or: oriens layer, Py: pyramidal layer, Rad: stratum
radiatum, LMol: lacunosum moleculare layer, Mol: molecular layer of the dentate gyrus.

months stained with 4G8. At 3 months of age (Fig. 3A),
clusters in the hippocampus of SAMP8 animals were
mainly located in the stratum radiatum of the CAl
region, with only a few appearing in the /lacunosum
moleculare and oriens layers of the same region. At
more advanced ages (Fig. 3B-C), the number of clus-
ters increased in those areas and cluster distribution ex-
tended to the CA2 and CA3 regions and could also be
observed in the molecular layer of the dentate gyrus. 1t
was unusual to find amyloid granules in the pyramidal
cell layer of CA1, CA2, and CA3, orin the granular lay-
er of the dentate gyrus, although some clusters partially
occupied these areas in SAMP8 animals of 15 months
of age.

Time course of amyloid clusters in the different strains

The time course of 4G8 stained clusters in the hip-
pocampus of the different studied strains through the

different ages is represented in Fig. 4A. In SAMPS an-
imals, a progressive increase in the number of clusters
in the hippocampus from 3 months onwards was ob-
served. In the other two strains, the number of clusters
appeared to be low and stable up to 15 months of age,
when numbers increased although they did not reach
the levels shown by SAMPS8 mice.

Statistical analysis performed by ANOVA indicates
that the factors “Strain” and “Age” are significantly cor-
related to the number of 4G8 clusters in the hippocam-
pus (F2,45 = 178,12; p < 0.01 and F4’45 = 121,6;
p < 0.01 respectively) and also that the Strain-Age
interaction is significant (Fg 45 = 49,08; p < 0.01).
These results indicate that there are differences in the
number of clusters due to both strain and age, but that
aging affects the different strains in different ways.
Post-hoc comparisons indicate that the SAMPS strain
showed significant increases every 3 months, with the
exception of the comparison between 9 and 12 months
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Fig. 4. Time-course of the amount of clusters in the hippocampal coronal sections of the different strains through the different ages stained
with 4G8 (A), 12F4 (B), and B40 (C). Values are means + S.E.M. A Significant differences between SAMPS8 and ICR-CDI1. O Significant
differences between SAMP8 and SAMRI. O Significant differences between SAMRI1 and ICR-CD1. Statistical differences for factor age are
detailed in the results section.
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where although an increase in the amount of clusters
did occur, this was not statistically significant. Within
the SAMR1 and ICR-CD1 strains, only the 15 months
groups showed a significantly higher number of clus-
ters than the other age groups. Post-hoc comparisons
between strains indicate that 6, 9, 12, and 15 months-
old SAMPS animals present significantly more amy-
loid clusters in their hippocampus than the other strains
at the respective ages. No significant differences were
found between SAMRI1 and ICR-CD! mice, except
at 15 months, when ICR-CD1 presented significantly
higher values than SAMRI.

To expand upon these analyses the 12F4 antibody,
a specific antibody against A4, was used to carry
out an immunohistochemical staining of the sections
adjacent to those previously stained with 4G8. The
results obtained from these stainings, which are sum-
marized in Fig. 4B, corroborated previous findings for
4G8. Analyzing the data with the ANOVA, the Strain
and Age factors had significant effects on the number of
Apys clusters in the hippocampus (F2 53 = 226,3; p <
0.01 and F4 53 = 101,52; p < 0.01 respectively) and
the Strain-Age interaction was also significant (Fg 53 =
34,91; p < 0.01). Post-hoc comparisons indicated that
a progressive increase occurred in the number of A3 45
clusters in SAMP8 mice from 6 months onwards. On
the other hand, it was only at 15 months that ICR-CD1
and SAMRI1 mice exhibited higher amyloid staining
than younger animals of the same strain. In addition,
the values at 15 months for ICR-CD1 mice were higher
than those for SAMR1. Moreover, when comparing
the number of clusters between strains at each age, the
SAMPS strain had more A clusters than the other two
strains, with the exception of the 3-month-old groups.

The analysis was also repeated on adjacent sections
using the B40 specific antibody against A(34. The
results obtained from these stainings, which are sum-
marized in Fig. 4C, indicate that the Strain and Age
factors have significant effects on the number of A3 4
clusters in the hippocampus (F2 50 = 33,47; p < 0.01
and F4 50 = 10.18; p < 0,01 respectively) and that
the Strain-Age interaction was also significant (Fg 52 =
3,97;p < 0.01). Post-hoc comparisons indicate that the
number of A3y clusters in SAMP8 mice were higher
at 9, 12, and 15 months than at 3 or 6 months (p <
0.001 in all cases), while no significant differences were
found in ICR-CD1 or SAMRI strains due to the Age
factor. Moreover, comparison between strains of the
number of clusters at each age showed that at 9, 12,
and 15 months the SAMPS strain have more amyloid
clusters than the other two strains. No differences were
found when comparing ICR-CD1 and SAMRI at each
age.

Characterization of clustered amyloid granules in the
hippocampus

AQ deposition was characterized in SAMPS animals.
Brain sections were immunostained with specific anti-
bodies, using different combinations of primary anti-
bodies directed against different epitopes of AGPP or
amyloid peptides (see methods section). Thereafter the
sections were analyzed on confocal microscopy to de-
termine the localization and colocalization of fluores-
cence.

Simultaneous staining of 4G8 and B40 antibodies,
the latter being reactive only to the free C-terminal ex-
treme of Af4y, was performed. It was observed that
some granules stained with 4G8 were not stained with
B40, whilst almost all the granules stained with B40
were also marked with 4G8 (Fig. 5A). This fact in-
dicates that the granules may contain A3, but there
might be some other A3 fragments forming these gran-
ules.

Double staining with antibodies 12F4 and B40, the
former being reactive only to the free C-terminal ex-
treme of A(342, showed some granules stained by both
antibodies. A representative image of a cluster stained
with both B40 and 12F4 is shown in Fig. 5B. It could
also be seen that there were 12F4 positive granules
which were not stained with B40, whilst there were
small granules reactive to B40 that were not reactive
to 12F4. These results indicate a greater prevalence of
A[49 in the granules than A349. Moreover, the data ob-
tained from the confocal microscope were used to gen-
erate a three-dimensional reconstruction and to gener-
ate a movie presented as supplementary data where the
higher prevalence of Af342 in the granules than A4
can be observed.

We also used APPg to test the possibility of find-
ing ASPP or ASPP fragments in the amyloid granules.
APPg stains the A PP protein but not amyloid peptides.
The presence of some granules positive to 12F4 and
APPg antibodies (Fig. 5C) indicated that some gran-
ules contained both A4, and AGPP or AGPP frag-
ments. However, the majority of granules were not
APPg positive, indicating that the prevailing peptide in
granules was Af4o. In addition, some granules were
stained with APPg only, showing no reactivity to 12F4,
indicating the presence of some A3, free granules.

Finally, some sections were stained with APPg and
1G6 antibodies, the latter recognizing one epitope lo-
cated outside but near the amyloid region of ASGPP.
Colocalization of both antibodies was observed in al-
most all reactive granules. However, some of them
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Fig. 5. Characterization of amyloid granules in the hippocampus. Representative images correspond to 6-month-old SAMP8 mice. A) Staining
with 4G8 (green) and B40 (red). B) Staining with 12F4 (green) and B40 (red). C) Staining with 12F4 (green) and APPg (red). D) Staining with
1G6 (green) and APPg (red). Yellow color corresponds to the colocalization of green and red. Scale bar on insets: 2 pm; other scale bars: 10 pm.

were reactive to only one or the other antibody, indicat-
ing the presence of a cleavage point in the center part
of the sSABPPg and the presence in some granules of
only one of the resulting fragments.

DISCUSSION

Small amyloid deposits or oligomeric pre-amyloid
aggregates are believed to be important in the patho-
genesis of several common neurodegenerative disor-
ders such as AD, due to their toxic effects on cells [43].
Several studies looking at A3 accumulation have been
conducted in mice to gain a better understanding of AD,
however, in most cases, these studies have used trans-
genic mice, which mimic early-onset AD [44]. There-
fore, the need still exists for a reliable model of age-
related AD, which constitutes nearly 90% of AD cas-
es [45]. We describe here the time course of AJ accu-
mulation in SAMPS8 mice, a non-transgenic strain with
accelerated senescence which is suitable as a model for

late-onset AD. To the best of our knowledge, this study
is the first one to characterize the time course of AS3
deposition in SAMPS mice as well as in SAMRI and
ICR-CDI animals, these latter being used as control
strains with a normal aging process.

Our findings clearly show the presence of an age-
dependent amyloid deposition in the hippocampus of
SAMPS mice. Staining with the anti-amyloid anti-
body 4G8 permitted observation of clustered amyloid
granules, which were mainly located in the stratum
radiatum of the hippocampus. In the course of ag-
ing, they extended to other hippocampal regions and
their number increased. Moreover, the staining of brain
slices with the specific Ao antibody 12F4 showed
the same pattern as that obtained with 4G8. Therefore,
these results have enabled us to conclude that the clus-
tered amyloid granules seen in SAMPS are essentially
formed by AB42. In addition, our results also indicat-
ed some Af34 deposition in the granules, which is in
agreement with previous studies which reported that
A plaques begin as diffuse plaques consisting mainly
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of AfB4o peptide and thereafter incorporate A3 4o [46].
Of note, similar granules have been reported in AJGPP
transgenic mice [47].

Early studies described A -protein-like immunore-
active granular structures which increased in number in
the brains of SAMPS8 mice as the mice aged [38]. How-
ever, there have been very few articles describing such
A[ deposition in SAMPS from 1993 onwards [37,40,
48]. Surprisingly, the A3 deposition has been reported
to appear at 2 months [38], but also at no earlier than
16 months [37]. Due to the variations in data report-
ed up to now, in a recent review of the SAMP strain
some authors claimed to have confirmed the presence
of A3 deposition, and particularly of senile plaque-like
structures, in SAMPS8 mice [22].

Several other molecules are associated with A de-
posits, such as other amyloid fragments [49], ubig-
uitin and «a-synuclein [50], extracellular matrix pro-
teins [51], and «1-antichymotrypsin [52]. Moreover,
AQPP has also been found either forming deposits in
axonal [53] and neuronal damage [54] or associated
with A3 assemblies [55]. In our study, we found some
AQBPP presence in A4 granules and also some dif-
ferent AGPP fragments forming A(4o-free granules,
although some previous studies performed in SAMPS8
mice reported the absence of ASPP [48]. Taken togeth-
er, these results indicate a complex and variable orga-
nization of granular structures, with the predominance
of A4 peptide.

SAMP8 mice do indeed present hippocampal amy-
loid deposits which increase from 3 months of age to
15 months. Such distinguished amyloid deposition re-
veal the SAMPS strain to be a very useful and acces-
sible tool for researchers, enabling them to gain a bet-
ter understanding of the relationship between amyloid
accumulation and the different phenomena that occur
within late-onset AD. SAMPS8 mice have been used
in several behavioral, neuropathological, and neuro-
chemical studies as a model of AD and neurodegener-
ation [22,36]. The SAMPS strain develops hippocam-
pal cognitive deficits, learning, memory and emotion-
al alterations, neurodegeneration, DNA damage, and
oxidative stress. Other pathophysiological and neuro-
chemical changes have been previously reported [56].

Amyloid 8 deposits in SAMP8 animals mainly ap-
pear in the stratum radiatum of the CA1 hippocampal
region, where pyramidal CA1 neurons receive inputs
principally from CA3 via Schaffer collaterals. Interest-
ingly, CA1 neuron number has been found to relate to
the severity of dementia [57,58] and to the Braak stage
of the disease [59]. Moreover, a significant linear cor-

relation between CA 1 neuron number and hippocampal
volume has been found, indicating that hippocampal
atrophy in AD occurs as a result of neuron loss [60].
It has been suggested that CA1 suffers a loss of func-
tional synaptic contacts from the Schaffer collaterals
rather than a loss of incoming Schaffer collaterals or a
weakening of synapses [61]. The presence of amyloid
granules observed in stratum radiatum of the CA1 in
SAMPS animals can be related to a neuronal dysfunc-
tion in this region, although this relationship needs to
be studied further.

The present research also found some basal levels of
amyloid accumulation from 3 to 12 months of age in the
two control strains, with increased values at 15 months
of age. This is consistent with the described deposition
of fibrillar material in the brains of control mice, which
occurred only occasionally in aged individuals [62].
However, despite the strong relationship found between
AD and A accumulation, it has been reported that a
significant number of individuals with no clinical diag-
nosis of AD have amyloid deposition at their death [63],
and it is believed that approximately half of all peo-
ple over 65 years old have some amyloid deposition
in their brains, with half of these being asymptomat-
ic [64]. Therefore, the levels of amyloid accumula-
tion described here are not inconsistent with previous-
ly reported data, as SAMR1 and ICR-CD1 mice could
be either healthy or diseased subjects within the ages
studied.

Ultimately, we conclude that SAMPS8 mice show a
marked amyloid deposition from 6 months onwards
compared with SAMR1 and ICR-CD1 control strains.
The deposits are constituted by clustered granules es-
sentially containing A4 peptide but also Af4y and
AQSPP fragments. The demonstration that SAMP8 mice
present amyloid deposits in their hippocampus makes
this animal model a useful tool to study neurodegen-
eration and to understand the mechanisms involved in
the formation of AJ deposition in AD.
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SUPPLEMENTARY VIDEO

Animation showing the three-dimensional recon-
struction of an amyloid cluster. Original images were
obtained by confocal microscopy from hippocampus of
a 6-month old SAMP8 mouse animal. Green: stain-
ing with 12F4. Red: staining with B40. Colocaliza-
tion can be observed in yellow. This video is avail-
able online at http://www.j-alz.com/issues/19/vol19-
4.html#supplementaryvideo.
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RESUM

Objectiu
Caracteritzar I'evolucié temporal de 'acumulacié d’AB a les parets dels vasos sanguinis i
estudiar la relacié espacial entre la disrupcié de la BHE i I'augment d’AB tant a vasos com

en forma de clusters al parenquima en ratolins SAMPS8.

Material i métodes

Es van utilitzar ratolins mascles SAMP8 i ICR-CD1 de 3, 6, 9 i 12 mesos d’edat. Els
animals van ser perfosos intracardiacament, es van extreure els cervells i es van obtenir
seccions criostatiques de 20um de gruix. Es van dur a terme marcatges
immunohistoquimics per caracteritzar a I'hipocamp els vasos sanguinis, els clusters
d’AB4o i I'acumulacio d'IgG i d’AB4o a les parets dels vasos sanguinis. Es van observar els
marcatges al microscopi de fluorescéncia i es van quantificar els clusters d’AB4o, el
nombre de vasos positius per AB4 com a mesura de CAA i els vasos IgG positius a la

subzona CA1 de cada hipocamp.

Resultats
Els ratolins SAMPS8 presenten més vasos amb marcatge amiloide que els ratolins ICR de
la mateixa edat a la zona CA1 de 'hipocamp. A edats avancades, el nombre de vasos

positius amiloides augmenta en ambdues soques (Fig. 19).

Amyloid positive vessels
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Fig. 19 Evolucié temporal del nombre de vasos positius amiloides als hipocamps de les soques ICR
i SAMP8. ICR (verd) i SAMPS8 (vermell). Els valors mostren mitjanes + E.E.M. * Diferéncies significatives
entre SAMP8 i ICR-CD1. 1 Diferéncies significatives entre 12mi 3, 6 i 9m (p < 0.05).
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Tal i com ja havia estat descrit, els clusters d’ABs augmenten amb I'envelliment en
ratolins SAMP8 perd no en ratolins ICR-CD1. A més a més, i de manera similar al treball
publicat al primer article, també s’observa un augment en el nombre de vasos IgG
positius només als 12 mesos d'edat en ambdues soques. A més, els ratolins SAMPS8
exhibeixen una tendéncia més alta a mostrar un nombre superior de vasos IgG positius
(p=0,075) en aquesta edat. D'altra banda, la localitzacié dels clusters amiloides no
mostra una relacié espacial directa amb la localitzacié dels vasos sanguinis (Fig. 20A), ni
amb els vasos IgG positius (Fig. 20B) ni amb els vasos amb amiloide (Fig. 20C). A més a
més, als 12 mesos d’edat tots els vasos amb dipodsits d’AB4 mostren alteracions de la
BHE amb acumulacié d’lgG a les seves parets, perd diversos capil-lars 1gG positius no

mostren amiloide a les seves parets (Fig. 20D).

Fig. 20 Imatges de seccions cerebrals d’animals SAMP8 de 12 mesos d’edat marcats amb PECAM; B40
i IgG. (A): Clusters d’AB4o (vermell) associats a vasos (verd), (fletxa groga); clisters sense proximitat de cap
vas, (fletxa vermella); vasos sense clusters adjacents, (fletxa verda). B: Clusters d’AB4o (verd) associats a
vasos amb la BHE alterada (vermell), (fletxa groga); vasos amb la BHE alterada sense clusters adjacents,
(fletxa vermella); clusters sense proximitat de vasos amb la BHE alterada, (fletxa verda). (C): Clusters d’ABag
(vermell) associats a vasos amb amiloidosi (groc), (fletxa groga); clisters associats a vasos sense amiloidosi
(verd), (fletxa vermella). (D): Vasos amb amiloidosi i alteracié de la BHE (groc), (fletxa groga); vasos amb la
BHE alterada (vermell) sense amiloidosi, (fletxa vermella).
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Conclusions

Tal i com s'esperava, els ratolins SAMP8 mostren un acusat augment del nombre de
diposits amiloides a 'hipocamp. Els ratolins SAMP8 mostren nivells de CAA més elevats
que els ratolins ICR-CD1. A més a més, la CAA i les alteracions de la BHE augmenten
amb l'edat. Els clusters d’AB4 no estan directament associats amb la localitzacié dels
vasos sanguinis, dels vasos amb disrupcié de la BHE o amb vasos positius amiloides.
Als 12 mesos d’edat, tots els vasos amb agregats amiloides a les seves parets mostren
alteracions de la BHE. Tanmateix, hi ha vasos amb acumulacié d’lgG que no presenten

amiloide a les seves parets.
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ABSTRACT

SAMP8 mice have recently been proposed as a model of Alzheimer’s disease and an
early amyloid deposition has been described in its hippocampus. The AR peptide
deposition within the walls of cerebral vessels and cerebrovascular dysfunction might
be an early event in the mechanisms of AD. Here we studied the time-course levels of
vascular amyloid deposition and blood-brain barrier (BBB) disruption in SAMP8 and
ICR mice in the CA1 subzone of the hippocampus. In addition, we studied in SAMPS8
mice the association between amyloid deposits and BBB disruption as well as the
association between the amyloid clusters in the parenchyma and amyloid deposition in
blood vessels. We report here that SAMP8 mice show more positive amyloid vessels
than age-matched ICR mice and at 12 months of age this deposition increases in both
strains. As expected, amyloid clusters increase with aging in SAMP8 mice but not in
ICR mice. Moreover, an increase in the number of IgG positive vessels can be
observed at 12 months of age in both strains, being the levels higher for SAMP8 than
for ICR. On the other hand, amyloid cluster deposition shows no direct spatial
association with the amyloid vessels and with the BBB disrupted vessels. What’s more,
at 12 months of age all the vessels with amyloid deposition showed BBB disruption
with 1gG deposition, but several capillaries with IgG deposition showed no amyloid
within their walls. Thus, we describe here that SAMP8 show BBB alterations, an early
amyloid deposition and an increased cerebral amyloid angiopathy. In addition, we have
showed that amyloid aggregates are not directly associated with neither blood vessels,
BBB disrupted vessels or amyloid vessels. Whether BBB disruption and amyloid
pathology in this model of late onset AD are cause, consequence or epiphenomenon,

needs further investigation.

-130 -



1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) was first described as a rare case of dementia (Alzheimer,
1907). However, nowadays AD is the most common form of dementia and by the year

2050 it will affect more than a hundred million people worldwide.

Late-onset AD is the most common form of AD (more than 90%), appearing after 65
years of age (Kern and Behl, 2009), and although some genetic risk factors such as the
ApoE €4 allele have been described (Corder et al., 1993), susceptibility to late-onset
AD shows no apparent familial aggregation (Bertram and Tanzi, 2008). On the other
hand, mutations in the genes encoding the presenilins (PS) and amyloid precursor
protein (APP) lead to early-onset familial AD in rare families with onset of disease

occurring prior to age 65 (Williamson et al., 2009).

At the present time, most of the AD studied models are mice carrying one or more
mutations in APP, tau or the PS (Go6tz and lIttner., 2008; Bryan et al., 2009). These
mutations, which are fully penetrant, reproduce several pathophysiological aspects of
AD and guarantee the onset of the disease, however, as they are replicating the
familial early-onset AD, they account for less than 5% of all AD cases (Tanzi and
Bertram, 2005). There also exist some non-transgenic AD models available such as
chemically induced lesion models (Van Dam and Deyn, 2006) or the SAMP8
(senescence-accelerated mice prone 8) mice (Morley et al., 2004) that show an age-
dependent progressive AR deposition (del Valle et al., 2010) similar than the observed

in late-onset AD.

SAMP8 mice show several indicative characteristics of aged humans such as reduced
lifespan, lordosis, loss of hair and reduced physical activity (Hamamoto et al., 1984,
Takeda et al., 1994). Notably, SAMP8 also show other characteristics seen in AD
patients, such as learning and memory deficits (Nomura and Okuma, 1999; Spangler et
al., 2002), brain microvessels defects (Ueno et al., 2001), alteration of the cholinergic
system (Onozuka et al., 2002) and other neurotransmitter changes (Flood et al., 1998;
Kondziella et al., 2002; Nomura et al., 1997). In addition, SAMP8 has recently been
proposed as a neurodegeneration model (Takeda, 2009) due to spongy degeneration
(Yagi et al., 1989), neuronal cell loss (Kawamata et al., 1997), and gliosis (Nomura and
Okuma, 1999) in the brain.
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Several scientific hypothesis have been published and revised trying to explain the
pathogenesis of AD, among them one can find the cholinergic hypothesis (Bartus et al.,
1982; Francis et al., 1999), the amyloid cascade hypothesis (Hardy and Higgins, 1992;
Hardy 2006; Pimplikar, 2009), the tau and tangle hypothesis (Mudher and Lovestone,
2002), the oxidative stress hypothesis (Markesbery, 1997) or the two hit hypothesis
(Zhu et al., 2004). In 1989, it was suggested that the possible importance of a failing
blood brain barrier (BBB) and the vascular defects present in AD might be important in
the development of the disease (Scheibel et al., 1989) and several years later the
neurovascular hypothesis was proposed (Zlokovic, 2005). Briefly, this hypothesis
claims that in AD, a defective clearance of amyloid 3 peptide (AB) across the BBB, the
senescence of the cerebrovascular system and an altered angiogenesis could lead to
neurovascular uncoupling, vessel regression, brain hypoperfusion and neurovascular
inflammation. These facts would lead to BBB disruption, to chemical imbalance in the
neuronal environment and to synaptic and neuronal dysfunction, injury and loss
(Zlokovic, 2005).

According to the neurovascular hypothesis, the SAMP8 mice should have disturbances
in the BBB. Actually, several studies have been carried out to assess BBB integrity in
SAMP8 mice. Some of them report no disturbances in BBB integrity (Banks et al.,
2000; Moinuddin et al., 2000) while some others describe BBB disruption (Ueno et al.,
1993; Hosokawa and Ueno 1999, Ueno et al., 2001; Nonaka et al., 2002, Pelegri et al.,
2007; del Valle et al., 2009). Although some contradiction could be seen in these
results, it should be taken into account that the different studies have used different
techniques, substances and dyes, and they have also targeted different molecules to

assess BBB integrity, which would explain the differences in the results obtained.

BBB disruption, vascular dysfunction and the transport of AR across the BBB are key
factors in the neurovascular hypothesis. According to this, decreased brain-to-blood or
enhanced blood-to-brain transport of AR by the brain endothelial cells would lead to
increased brain AR levels and thus contribute to AD. In fact, decreased clearance of AR
across the BBB and by cells of the neurovascular unit may contribute to cerebral
amyloid angiopathy (CAA) and parenchymal AR deposits (Bell and Zlokovic, 2009). In
addition, the estimates of the prevalence of CAA from autopsy series are on the order
of 10% to 40% in the general elderly population and approximately 80% in brains with

accompanying AD (Greenberg et al., 2004).
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CAA is defined as the AR peptide deposition within the walls of the leptomeninges and
parenchymal arteries, arterioles, and capillaries. It can produce degeneration of smooth
muscle cells, ischemic white matter damage, fibrinoid necrosis, and dementia
(Jellinger, 2007). Moreover, cerebrovascular dysfunction might be an early event in the
mechanisms of AD (ladecola, 2004) and it has been suggested that this dysfunction
may precede cognitive decline and onset of neurodegenerative changes in AD and AD
models (Bell and Zlokovic, 2009).

In this study, we measured the time-course levels of vascular amyloid deposition and
BBB disruption in SAMP8 and ICR mice. In addition, we studied in SAMP8 mice the
association between amyloid deposits and BBB disruption as well as the association
between the amyloid clusters in the parenchyma and amyloid deposition in blood

vessels.
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2. Material and Methods

2.1. Animals

Three, 6, 9 and 12 month-old male SAMP8 and ICR-CD1 mice were studied. Six
animals of each age and strand were used. They were kept in standard conditions of
temperature (22 £ 2°C) and 12:12-h light-dark cycles (300 lux/O lux). Throughout the
study, they had access to food and water ad libitum. All efforts were made to minimize
the number of animals used and their suffering. Studies were performed in accordance
with the institutional guidelines for the care and use of laboratory animals established

by the Ethical Committee for Animal Experimentation at the University of Barcelona.

2.2. Brain processing

The animals were anaesthetized with 80 mg/Kg of sodium pentobarbital by an
intraperitoneal injection. The thoracic cavity was opened and the animals received an
intracardiac gravity-dependent perfusion of 50 mL of phosphate buffered saline (PBS,
pH = 7.2). After the perfusion, brains were dissected, frozen by immersion in
isopentane chilled in dry ice and stored at -80 °C until sectioning. Thereafter, frozen
brains were embedded in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-Tek, Torrance,
CA), cut into 20-um-thick sections on a cryostat (Leyca Microsystems, Germany) at -
22°C, and placed on slides. The hippocampus was located with the help of a mouse
brain atlas between bregma -1.06 and -4.04 (Paxinos and Franklin, 2001), and sections
of the central zone of the hippocampus (at about bregma -2.30) were selected. Slides
containing brain sections were fixed with acetone for 10 min at 4° C, allowed to dry at

room temperature and then frozen at -20°C until staining.

2.3. Immunohistochemistry

Slides were allowed to thaw at room temperature before being rehydrated with PBS for
5 min. Sections were then blocked and permeabilized with PBS containing 1% BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich) for 20 min. After two 5-min washes in PBS, brain sections were incubated with
the primary antibody (see below) overnight in the dark at 4°C. After a new wash, slides
were incubated for 1 h at room temperature in the dark with the secondary antibody
(see below). Slides were washed again and nuclear staining was performed by
incubation in Hoechst (H-33258, Fluka, Madrid, Spain) at 2 ug/ml in PBS for 10 min at
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room temperature in the dark. Finally, slides were washed and coverslipped with
Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). Staining controls were
performed by incubating with PBS instead of the primary antibody or both primary and

secondary antibodies.

To characterize AR4 clusters and AP4 deposition in blood vessels, the rabbit
polyclonal antibody to AB4 (ab10147, Abcam, Cambridge, UK), henceforth referred to
as B40, was used diluted 1:50 in PBS containing 1% BSA (PBS-BSA); this antibody
reacts only with the cleaved AB4o isoform and has no crossreactivity with A4, nor with
APP. Blood vessels were stained with the rat monoclonal anti-mouse PECAM-1 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), diluted 1:50 in PBS-BSA. AlexaFluor 546 goat
anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, CA) diluted 1:250 in PBS-BSA
was used to stain endogenous IgG. AlexaFluor 488 donkey anti-rat IgG, AlexaFluor
488 donkey anti-rabbit IgG and AlexaFluor 555 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen) were

used as secondary antibodies.

Images were taken with a fluorescence laser microscope (BX41, Olympus, Germany)
and stored in tiff format. All images for each set of experiments were acquired with the
same microscope, laser and software settings. Image treatment and analysis were

performed by means of the Image J program (National Institute of Health, USA).

2.4. Quantification of amyloid accumulation and IgG deposition

To quantify amyloid burden, three blinded observers analyzed the brain sections as
previously described (del Valle et al., 2010). Briefly, a B40 or IgG stained brain section
of each animal was observed with a laser microscope (BX41, Olympus, Germany).
Each observer quantified the number of clusters in the CA1 hippocampal subzone of
the brain. Similarly, each observer quantified the number of positive vessels for IgG
and B40, confirming the endothelial nature of the staining with the help of PECAM
staining in the CA1 hippocampal subzone. The mean number obtained by the three

observers was used for statistical analysis.

-135-



2.5. Statistical analyses
Statistical analyses were performed by means of the ANOVA, using STATISTICA for
Windows (StatSoft Inc.). Differences were considered significant when p < 0.05. Post

hoc comparisons were performed using the LSD test (planned comparisons).
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3. Results

3.1. Microscopic visualization of amyloid, mouse IgG and PECAM staining in
brain sections

A microscopic inspection of immunostained brain sections with the PECAM, B40 and
anti-mouse IgG antibodies was performed before proceeding with the image acquisition
and the quantification of B4o amyloid clusters, B4 amyloid positive vessels and IgG
positive vessels. An image of a representative hippocampus stained with B40 and anti-
mouse IgG antibodies from each strain at 6 and 12 months of age can be seen in

Figure 1.

Both SAMPS8 and ICR strains present AB4, amyloid vessels at all ages and the number
of these vessels seems to increase with age. In addition, SAMP8 mice give the
impression to exhibit more amyloid vessels than ICR mice (Fig. 1). In addition, in
SAMP8 mice some AP, clusters start to appear at 3 months of age and become
present in all the hippocampus at 6 months, they spread in number and extent at 9
months of age and at 12 months they can be seen throughout almost all the CA1
studied zones. On the other hand, some B4 amyloid clusters are rarely seen in ICR

mice and no increase in the number of clusters seems to appear in this strain (Fig. 1).

A similar pattern of IgG positive vessels staining can be seen in the two strains. From 3
to 9 months of age very few IgG positive vessels appear and the 12-month-old animals
show an increase of the positive IgG vessels although some more staining seems to
appear in SAMP8 mice than in ICR mice (Fig. 1). In addition, some IgG staining can be
seen around some ventricular areas, in which the presence of circumventricular organs
without BBB is well known and around the choroid plexus and the hippocampal fissure

where 1gG staining is also expected.

3.2. Time course of AR, amyloid deposition in blood vessels and in brain
parenchyma

Amyloid positive vessels appeared in the hippocampus of both strains at all ages after
B40 staining. The ANOVA statistical analysis showed significant differences due to the
Strain and Age factor. However, the interaction Strain-Age did not reach significance,
suggesting that aging does not affect differently both strains. Post hoc comparisons
show that SAMP8 mice exhibit higher levels of CA1 amyloid positive vessels than age-

matched ICR mice (F;5=19,393; p<0,01). In addition, the comparisons between
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different ages point that in both strains, old mice of 12 months show more amyloid
vessels than younger, say 3 months, or adult ages from 6 to 9 months (F;5:=3,646;
p<0,05) (Fig. 2A).

In addition, brain B4 staining showed highly reactive extracellular amyloid granular
structures up to 3um in size in the hippocampus of some animals. These granular
structures appeared rarely isolated but almost always clustered. Neither the clusters

nor the granules were found outside the hippocampus.

Statistical analysis performed by ANOVA indicates that the factors Strain and Age have
significant effects on the number of B40 clusters in the hippocampus (F1s=114,803;
p<0,01 and F,5=40,043; p<0,01 respectively) and also that the Strain-Age interaction
is significant (F35=38,142; p<0,01). In other words, both Strain and Age factors have
an effect in the number of clusters and aging does not have the same effect on the two
strains. Similar to previously described (del Valle et al., 2010), post-hoc comparisons
using LSD test indicate that SAMP8 animals show a significant increase of AR
amyloid clusters every 3 months with the exception of the comparison between 6 and 9
months where although an increase in the amount of clusters can be seen, it is not
statistically significant. What's more, the ICR show no increase in the number of
clusters during all the studied ages. Post-hoc comparisons between strains indicate
that from 6 months onwards, SAMP8 animals present significantly more AB4 amyloid

clusters in their CA1 than ICR at the respective ages (Fig. 2B).

3.3. Time course of IgG vessel deposition

At 12 months of age, 1gG positive vessels appeared in a regular pattern in both strains
and very few IgG positive vessels were seen in the CA1 subzone of the hippocampus
at 3, 6 and 9 months of age. The analysis of variance (ANOVA) of the number of IgG
positive vessels revealed no significance to the Strain factor. On the other hand, the
Age factor reached significance (F343=11,129; p<0,01) showing that aging affects the
IgG permeability in both strains. Post hoc comparisons showed higher IgG positive
vessels at 12 months for the both strains than the other studied ages. Moreover,
although the Strain-Age interaction did not reach significance (F343=2,458; p=0,075), it
did show a tendency where aging has a stronger effect in SAMP8 than in ICR mice. In
this sense, at 12 months of age, old SAMP8 mice seem to have a more disrupted BBB
with a higher number of IgG positive vessels than old ICR mice (Fig. 2C) although no

significant levels are reached.
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3.4 Colocalization studies

In 12 months-old SAMPS8 mice, several pictures were taken in order to find the spatial
relationship between amyloid clusters and blood vessels; amyloid clusters and BBB
disrupted vessels and with positive amyloid vessels. In addition, the colocalization of
BBB disrupted vessels with the amyloid positive vessels was studied. In Figure 3A it
can be seen that although there are some amyloid clusters adjacent to some vessels,
there are also some other clusters with no vessel association. Similarly, amyloid
clusters can be seen near BBB disrupted vessels but also both pathological features
can be observed without any spatial association of the other (Fig. 3B). Moreover, the
amyloid accumulation in vessels is not necessary to take place near the amyloid
clusters as some amyloid vessels can be seen adjacent to the clusters and some other
with no cluster proximity (Fig 3C). Finally, almost all amyloid vessels were found to
colocalize with IgG staining but not all the IgG vessels showed (49 accumulation (Fig.
3D).
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4. Discussion

In this study, we have found a higher amount of AB4, positive vessels in the CA1
subzone of the hippocampus of SAMP8 than age-matched ICR mice. What’s more, we
describe that as early as at 3 months of age SAMP8 mice show higher levels of CAA

than age-matched ICR mice.

The presence of CAA is not exclusive of AD patients as the prevalence of CAA in AD
individuals and in the elderly population without AD is, respectively, >80% and 10—
40%, (Attems et al., 2007; Greenberg et al., 2004) and the incidence of CAA in humans
increases with age to almost 100% past the age of 80 (Dickstein et al., 2010). On the
other hand, there has been a strong association between CAA and cognitive
impairment in AD (Attems et al., 2007) and older age and vascular diseases are
identified as significant risk factors for future mild cognitive impairment (MCI) (Luck et
al., 2010).

The SAMP8 mouse has been described to mimic the behavioral and cognitive deficits
observed in AD patients and other transgenic models (Pallas et al., 2008). Our results
indicate that not only SAMP8 mice show higher levels of CAA but also that both strains
show an increase of CAA at 12 months of age compared to young and adult mice,
indicating that aging increases the risk of CAA. Whether the different levels of CAA
between SAMP8 and ICR are sufficient enough to meet the different performance in
cognitive tests, and the role in cognitive functions that aging has with the increased

CAA requires further investigation.

As in previous results from our group (del Valle et al., 2010), brain ARy staining
showed highly reactive extracellular amyloid granular structures up to 3um in size in
the hippocampus of some animals and no B4 clusters increase can be seen in ICR
mice from 3 to 12 month of age. However, the fact that there exists some vascular
amyloid deposition, and taking into account that an increase in amyloid deposition has
been described at 15 months of age (del Valle et al., 2010), leads us to say that from
12 months of age onwards ICR mice start to present some typical features of aging that
are also present in pathological brains with AD but the degree of these alterations is
not as high as that of SAMP8 mice. On the other hand, we can see that 12-months-old
SAMP8 mice show an increase in the number of B4 clusters than younger liters.
Taking these results with the increased CAA levels and previous studies from our

group, it can be deduced that in SAMP8 mice cerebral amyloid levels start to be
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pathologically increased at six months of age but they are really high at the age of 12

months.

Taking into account that the origin of AR in blood vessel walls is still poorly understood
(Jellinger, 2007), and assuming that in SAMP8 mice a marked amyloid deposition do
not appear until 6 months of age (del Valle et al., 2010), it would be interesting to
investigate whether the amyloid vessel deposition can contribute to the onset and
progression of AD in these mice or it is just a consequence of the increased AR

cerebral levels in SAMPS.

Several studies have tested the BBB status in SAMP8 mice. Although there is some
controversy, most of them show BBB alterations (Ueno et al., 2001; Pelegri et al.,
2007; del Valle et al., 2009) at different ages. Here we also quantified the number of
disrupted vessels with IgG accumulation and we saw that at 12 months of age, SAMP8
mice show a disrupted BBB. However, despite the fact that ICR mice also show some
disruption of the BBB, it appears that the level of disruption is higher in SAMP8 mice
although no significant levels have been reached. We believe that an increase in the
number of the studied mice would give this significance. In addition, different ages of
onset of BBB disruption have been reported to SAMP8 mice and, instead of
contradictory results they would be complementary, as different methods have been
used to assess the BBB integrity and the BBB is not a unique component but a
complex structure formed by tight junctions, different transporters and enzymes of the
brain endothelial cells and some pericits, astrocyte end feet and neurons that
altogether form the neurovascular unit with a role in the BBB integrity (Abbott et al.,
2006).

It is important to consider that, again at 12 months of age, both strains show a
disrupted BBB, another pathological feature that has been described in AD, but this
disruption seems more severe in SAMP8 mice. In AD, aging is the principal risk factor,
although it's neither necessary nor sufficient to develop the disease. In addition, aging
is a significant risk factor in the effect of the AR on endothelium-dependent function of
cerebral and peripheral vessels (Price et al., 2004). In other words; although old ICR
mice show some pathological features that can be associated with AD, it is normal as
the animals are becoming old and ageing favors these alterations. On the other hand,
SAMP8 mice show several very early AD-like pathological features that deteriorate with
age and are aggravated by their accelerated ageing and an increased AR deposition,

making the SAMP8 mice a very useful tool to study late-onset Alzheimer’s disease.
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With regard to the localization of the amyloid clusters, amyloid vessels and 1gG
disrupted vessels, the results show that in SAMP8 mice some amyloid clusters are
adjacent to some vessels but there are also some other clusters without close proximity
to blood vessels, pointing that the amyloid deposition in clusters is not necessary
placed near to or related to blood vessels. Similarly, the comparison of the amyloid
cluster deposition with the amyloid vessels and with the BBB disrupted vessels
localization exhibited no direct association between these features. Although some
authors have suggested that amyloid deposits accumulate near and around cerebral
capillaries (Vinters et al., 1994; Kumar-Singh et al., 2005), our results are in
consonance with some other authors, who claim that capillaries play only a limited
direct role, if any, in amyloid plaque formation, and that the apparent association of
amyloid plaques and capillaries is no more than a chance contact (Kawai et al., 1990)
and with those who claim that amyloid deposition blood vessel walls may not be

instrumental in the formation of senile plaques (Lippa et al., 1993).

Finally, the neurovascular unit and the BBB are severely affected by CAA (Bell and
Zlokovic, 2009) and a disrupted BBB can favor the amyloid accumulation in blood
vessels (Zlokovic 2005). In fact, it has been described that A fibrils can increase the
permeability of endothelial cells and induce stress fiber formation, disruption and
aggregation of actin filaments and cellular gap formation (Nagababu et al., 2009).
Moreover, AR has been demonstrated to produce proinflammatory, proapoptotic and
proangiogenic responses in the endothelial cells that make up the BBB (Dickstein et
al., 2006). Here, we found that all the vessels with amyloid deposition showed BBB
disruption with IgG deposition. Nevertheless, we also found several capillaries with 1IgG
deposition and no amyloid accumulation within their walls. This fact could be explained
because at 12 months of age there is a marked increase in the number of IgG positive
vessels and we have not analyzed all the amyloid fragments that can be deposited in
the vessel walls. Another possible explanation could be because the AR toxicity
produced by soluble oligomers and the amyloid vessel deposition process takes place
after the disruption of the BBB in the vessel. It could also be possible that while AR
deposition disrupts the BBB, there may be another silent mechanism that produces

BBB alterations with no direct association with the amyloid aggregates.
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Figure legends

Figure 1 Representative images of CA1 hippocampal regions stained with the B40 (A-
D) and the anti-IgG antibodies (E-H) and Hoechst (I-L). In A-D, arrows indicate some
clusters of AB4 granules and arrowheads indicate some amyloid vessels. In E-H
arrowheads indicate some IgG positive vessels. Rad: stratum radiatum, Py: pyramidal

layer, Or: oriens layer.

Figure 2 Time course of AB4 amyloid deposition in blood vessels (A), ABs amyloid
clusters (B) and IgG vessel deposition (C) in the CA1 hippocampal region. Values are
means + S.E.M. Statistical differences due to the factors strain and age are detailed in

the results section.

Figure 3 Characterization of spatial relationship in the hippocampus between blood
vessels (green) and AP, clusters (red) (A); AB4o clusters (green) and IgG positive
vessels (red) (B); vessels (green), AB4o clusters (red) and amyloid vessels (yellow) (C)
and amyloid vessels (green) and IgG positive vessels (red) (D). A: red arrows indicate
some APy clusters with no spatial relationship to blood vessels, green arrows show
some isolated vessels and yellow arrows indicate some ARy clusters adjacent to blood
vessels. B: red arrows indicate some IgG positive vessels with no spatial relationship to
AB4o clusters, green arrows show some isolated AP, clusters and yellow arrows
indicate some APy clusters adjacent to IgG positive vessels. C: red arrows indicate
some APy clusters adjacent to blood vessels with no vascular amyloid deposition and
yellow arrows indicate some AB4 clusters adjacent to amyloid positive vessels. D:
yellow arrows indicate colocalization of IgG positive vessels and vessels with amyloid
deposition within their walls, red arrows some IgG positive vessels with no amyloid

deposition.
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IV. Discussio






La BHE és una barrera fisiologica entre la circulacié sistémica i el SNC. Aquesta
barrera limita i regula l'intercanvi de substancies entre la sang i el parenquima cerebral
i és imprescindible per al manteniment de I'homedstasi del SNC. La integritat de la
BHE és imprescindible per al bon funcionament del SNC i s’ha comprovat que
alteracions del SNC poden modificar la integritat de la BHE. A més, també s'han
descrit modificacions de la permeabilitat i dels mecanismes de transport a través de la
BHE relacionats amb la senescéncia (Mooradian, 1988), i s'observa que la majoria de
malalties que comporten alteracions del SNC cursen amb alteracions de la
permeabilitat de la BHE. Entre elles trobem I'encefalitis i la meningitis (Tunkel i Scheld,
1993), l'esclerosi multiple (Moor et al., 1994), la deméncia relacionada amb la sida
(Rhodes, 1991), l'epilépsia adquirida (Seiffert et al., 2004), alguns desordres
psiquiatrics (Black, 1994) i la MA (Claudio, 1996).

S’han utilitzat diversos métodes per investigar la integritat de la BHE en models
animals, essent els més utilitzats els que avaluen l'extravasacié de substancies
endogenes i tragcadors exdgens dels capil-lars cerebrals. Aquestes substancies només
poden ésser presents al parénquima cerebral en cas d’alteracions de la BHE. Alguns
autors proposen que les respostes patologiques a diferents insults poden ser
heterogénies i que poden aparéixer diferents alteracions de la BHE a les zones
cerebrals i als diferents segments de la vasculatura cerebral (Nitsch i Klatzo, 1983; Ge
et al., 2005). Aquestes propostes ens van encaminar a desenvolupar métodes que
poguessin caracteritzar I'estat de la BHE a les diferents zones cerebrals d’interés en
contra de métodes ja establerts on la disgregacié mecanica del cervell no permet

localitzar les hipotétiques diferéncies d’integritat de la BHE.

D’acord amb Il'objectiu 1.1 en el que ens varem proposar establir un métode per
avaluar la permeabilitat de substancies endogenes (i també exodgenes) a la BHE,
varem escollir estudiar el comportament de la IgG. En animals sans amb la BHE
intacta, la IgG plasmatica no pot creuar la BHE. D’aquesta manera, la preséncia d’lgG
al parénquima cerebral és gairebé nul-la. De fet, només es pot trobar aquesta proteina
als OCV i als plexes coroides, ja que els seus capil-lars son fenestrats i permeten la
difusié lliure de les proteines i soluts d’alt pes molecular entre la sang i aquestes

estructures.

Diversos treballs han utilitzat la caracteritzacié de I'extravasacié de la IgG per estudiar
les alteracions de la BHE en diversos models animals de malalties del SNC. En el

nostre cas, al primer article vam desenvolupar un métode que permet avaluar i, de
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manera important, quantificar, la permeabilitat de la IgG a través de la BHE i,
d’aquesta manera, poder donar un nivell de disrupcié de la BHE. El métode es basa en
determinar els limits dels vasos cerebrals i els limits de difusié de la IgG extravasada
adjacent al vas. Com més alterada estigui la BHE, hi haura més gradient de difusio
d’'IgG i més extensié ocupara en el parénquima cerebral. Amb aquest métode es pot
quantificar I'extensi6 de I'extravasacioé de substancies endogenes com la I1gG i obtenir
aixi valors objectius sobre els diferents nivells d’integritat de la BHE a les diferents

zones estudiades.

Els valors positius de marcatge d’lgG que hem trobat en diversos animals es podrien
explicar per diferents mecanismes: 1) Sintesi local d’lgG al parénquima cerebral,
deguda a una hipotética activacid microglial que respondria a una resposta
immunitaria, 2) alteracions dels transportadors responsables de l'intercanvi d’lgG a
través de la BHE i 3) alteracions de les TJ que permetrien el flux paracel-lular de la
sang cap el cervell de I'lgG i altres substancies. La primera de les tres opcions
implicaria un marcatge d’lgG no només als capil-lars cerebrals si no a altres zones del
cervell on les cél-lules de la microglia es trobessin activades, a més, sembla coherent
pensar que si hi ha una acumulacié de cél-lules secretores d’'IgG al voltant dels
capil-lars cerebrals hauriem de trobar una gran quantitat de nuclis cel-lulars tenyits per
Hoechst al voltant d’aquests nuclis, i els resultats obtinguts no mostren aquest fet. Per
la segona opcié cal tenir en compte que la BHE disposa de transportadors que sén
capacos d’eliminar I'lgG cerebral cap al torrent sanguini a una gran velocitat mitjangant
transcitosi inversa (Schlachetzki et al., 2002); si hi hagués un déficit en I'eliminacié
d’'IgG cerebral hauriem de poder trobar marcatge de manera indeterminada per tot el
parénquima cerebral i no només als vasos sanguinis. En relacié a la ultima opcio,
caldria ressenyar que els nostres resultats mostren una disminucié gradual de la
intensitat de marcatge de la IgG des del vas sanguini cap al parénquima. Aquesta
disminuci6 de intensitat vindria donada per IgG que en extravasar-se a través d’un vas
amb la BHE alterada va disminuint gradualment la seva concentracié6 a mesura que
s’allunya d’aquest vas. Per tots aquests motius ens inclinem a pensar que la preséncia
d’'IgG envoltant els vasos sanguinis es deu a una extravasacié d’aquesta substancia a

través d’'una BHE alterada.

D’altra banda, en el segon article es descriu un nou métode per determinar i localitzar
alteracions de la BHE mitjangant la perfusié intracardiaca dels tragadors exdogens EB i
Hoechst en una soluci6 de PBS amb paraformaldehid (PFA) que es pot aplicar a

models murins de trastorns del SNC. Diversos estudis han utilitzat diferents tracadors
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exdgens que no son capacgos de creuar una BHE en estat optim, per tal de valorar la

seva possible extravasacio al parénquima cerebral en cas de disrupcions a la BHE.

Els tracadors exdgens se solen administrar per via intravenosa o intraperitoneal i
després d’un cert temps de circulacié pel torrent sanguini s’avalua la seva preséncia al
parénquima cerebral. L’administracié de tragadors per via enteral o parenteral s’ha de
dur a terme amb l'animal encara viu, amb la conseqlient incomoditat o patiment de
'animal. A més a més, caldria tenir en compte que la simple inoculacié de substancies
exdgenes en un organisme viu pot produir per si sola canvis de la pressié osmotica i
oncotica del torrent sanguini i aquests canvis podrien donar a lloc a alteracions

artefacte de la BHE, aixi com conduir a falsos positius.

Dels diferents meétodes possibles per determinar la preséncia de tragadors exdgens a
la BHE, la densitometria optica, o diferents técniques de microscopia son les que tenen
una distribuci6 més amplia. La densitometria optica pot permetre una quantificacio
acurada de la quantitat de tracador extravasat i, amb aix0, donar un valor objectiu del
nivell de disrupcio de la BHE, perd té I'inconvenient que al disgregar el teixit per al seu
analisi no permet una fina distincié de les estructures afectades o quins capil-lars
mostren alteracié de la BHE i quins no. D’aquesta manera, no es poden distingir
alteracions lleus disseminades per tot el teixit d’alteracions fortes i localitzades de la
BHE. A més a més, I'extravasaci6 fisioldgica dels OCV i els plexes coroides podria
emmascarar lleus alteracions de la BHE en altres estructures. La microscopia optica i
electronica s’han usat també per tal de localitzar de manera més precisa les zones de
trencament de la BHE. Sorgeix amb aquestes tecniques, pero, una gran dificultat de
dur a terme multiples marcatges per tal de colocalitzar diferents estructures en zones

d’intereés.

A T'hora de posar a punt un nou metode per analitzar la integritat de la BHE, és Uutil
disposar de diferents zones amb estats diferents de la BHE al mateix cervell. Per aixo
varem escollir el model de trencament de BHE per criolesid, ja que l'alteracié de la
BHE es pot limitar a una zona localitzada, en el nostre cas, el cortex cerebral dret; a

més a més, el plexe coroide també es va usar com a control positiu d’extravasacio.

Els tracadors EB i Hoechst van ser escollits perqué mostren diferents propietats
hidrofiliques i tenen diferents coeficients de difusié, per aixd, els dos marcadors
tenyeixen diferents estructures i permeten la visualitzacio de diferents caracteristiques.

L’EB emet fluorescéncia quan s’uneix a proteines i el Hoechst quan es troba unit a
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DNA. Quan s’administren junts seguint el métode coctel, els dos tracadors no només
tenyeixen el nucli de la lesi6 sin6 que apareix un anell envoltant la lesié on també hi ha
marcatge positiu que va desapareixent de manera gradual. Al nucli de la lesi6 I'EB
tenyeix tot el parénquima i el Hoechst tots els nuclis cel-lulars; perd a I'anell 'EB
només tenyeix algunes cél-lules mentre que el Hoechst segueix marcant tots els nuclis
cel-lulars. El marcatge positiu d’algunes cél-lules amb EB es podria deure al fet que els
axons lesionats d’algunes neurones creuen o fan connexié al nucli de la lesi6 i capten

proteines plasmatiques durant o just després de la lesié (Loberg i Torvik, 1991).

Tal i com era d'esperar, als cervells dels animals amb operacié testimoni i en les zones
sense lesid, la fluorescéncia d’EB i Hoechst van aparéixer al plexe coroidal i als CVO,
on els capil-lars sén fenestrats. En les altres zones cerebrals 'EB i el Hoechst només
van apareixer associats a alguns vasos sanguinis. La fluorescéncia observada en els
vasos de les regions intactes va ser probablement deguda a la preséncia d'albumina o
altres proteines retingudes a la membrana basal dels vasos o bé per la preséncia

d'altres proteines de la membrana endotelial.

Si observem I'EB amb un microscopi de fluorescéncia no apareixera fluorescéncia a no
ser que es trobi unit a alguna proteina, normalment I'albumina, que aleshores emet
una fluorescéncia de color vermell brillant (Olsson, 1966). De fet, 'EB s'ha utilitzat com
un indicador de l'albumina sérica després de I'administracié intravenosa (Wolman et
al., 1981). Aquestes observacions han portat a alguns investigadors a administrar el
tracador préviament unit a I'albumina per tal de poder observar fluorescéncia (Hawkins
i Egleton, 2006). Amb I'objectiu d’avaluar la necessitat d'incloure proteina a la soluci6
del coctel es van crear dos grups d’animals, un dels quals va rebre la solucié de coctel
amb albumina. Els resultats van mostrar que els dos grups van mostrar els mateixos
patrons de fluorescéncia i les mateixes zones de lesié6 amb un marcatge similar de les
cél-lules de la periféria de la lesio. De fet, quan un cervell mostra alteracions en la
BHE, és plausible que certes proteines plasmatiques apareguin al parénquima
cerebral després de creuar la BHE (Murakami et al., 1998). Per tant, 'lEB administrat
amb el métode coctel s’'uneix a aquestes proteines préviament extravasades i emet
fluorescéncia, amb el que la unié prévia in vitro de 'EB a albumina exdgena no és
necessaria. A més, l'albumina podria generar una pressio oncotica i osmotica
inadequades que podrien alterar la BHE per turgéncia o crenacio de les CEC.
D’aquesta manera, en cas de voler administrar una soluci6 d’albumina caldria
determinar-ne préviament la concentracié optima per minimitzar els possibles efectes a

la BHE. En qualsevol cas, si el complex EB-albumina fos capag¢ de creuar la BHE, 'EB
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lliure també podria creuar-la i unir-se a proteines préviament extravasades. Per tots
aquests motius varem concloure que tot i que la concentracié d’albumina a la solucié

fos Optima, no és necessaria la preséncia d’aquesta proteina a la solucié de coctel.

En diversos estudis, 'EB i altres tracadors, com el blau tripa o 'HRP s’han administrat
per via intravenosa o intraperitoneal. L’administracid sistémica presenta el problema
del tractament in vivo dels animals i les mateixes substancies administrades podrien
alterar per se la BHE mentre circulen pel torrent sanguini. A més, alguns tracadors
poden quedar retinguts a la fraccié adiposa, alterada en algunes malalties, generant
biaixos en els resultats, especialment en la via intraperitoneal. El fet d’incloure els
tracadors en una soluci6 fixadora de PFA minimitza a més la variabilitat causada pels

mateixos tracadors.

Per tal de poder comparar el nostre méetode coctel amb d’altres més convencionals
préviament descrits a la literatura on les vies intravenosa i intraperitoneal eren les
escollides, varem crear dos grups d’animals on varem administrar els tragadors per
aquestes vies. En el grup on l'administracié dels tragadors es va produir per via
intravenosa, la fluorescéncia de I'EB va aparéixer a les mateixes zones que el grup de
coctel, tot i que la seva intensitat va ser lleugerament menor; d’altra banda el Hoechst
va tenyir tots els nuclis del parénquima cerebral i no només els de les zones amb la
BHE danyada. Quan es va usar la via intraperitoneal, els dos tragadors van seguir el
mateix patré6 que a la via intravenosa, perd0 amb una intensitat encara menor.
D’aquesta manera, I'administracié dels tragadors per aquestes dues vies no va resultar

satisfactoria per als nostres objectius.

Tenint en compte que els complexes EB-proteina i Hoechst-DNA emeten fluorescéncia
a unes longituds d’ona caracteristiques, l'aplicacié d’aquest métode permet utilitzar
técniques d'immunohistoquimica posteriors a la perfusi6 intracardiaca brindant aixi
'oportunitat de caracteritzar els diferents canvis i processos cel-lulars implicats en la
disrupci6 de la BHE i comparar-ho amb les zones on no hi ha hagut alteracions de la
BHE. De fet, varem aplicar diferents marcatges immunohistoquimics per tal de
caracteritzar la naturalesa de les cél-lules EB", i varem poder concloure que son

neurones, en concordanga amb el descrit préviament per Loberg i Torvik (1991).

D’altra banda varem analitzar la idoneitat de dos medis de muntatge diferents ja que

en el métode coctel els dos tragadors presenten diferents propietats lipofiles. En una
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primera aproximacié, varem observar com es podien obtenir bones visualitzacions i
imatges d’EB i Hoechst sense usar cap medi de muntatge. Tanmateix, I'd0ptima
resposta a la no utilitzacié6 de medi de muntatge és només parcialment satisfactoria ja
que en el cas de voler obtenir imatges de més qualitat o en objectius de més
magnificacié, I'ts d’oli d'immersié és necessari. En cas d’usar Prolong Gold® , un medi
similar al mowiol, el marcatge de Hoechst es pot apreciar de manera nitida i adequada
perd 'EB tendeix a dispersar-se a través, i fins i tot fora, del teixit. De fet, varis autors
han utilitzat mowiol per a muntar seccions amb marcatge per EB, perd en el nostre
treball no va proporcionar resultats acurats ja que el temps entre el muntatge i la
observacié s’havia de reduir al minim, tenint en compte la capacitat de I'EB per
difondre a través del teixit. Per contra, I'ts d’Entellan® com a medi de muntatge lipofil
ens va proporcionar unes caracteristiques adients per a la correcta visualitzacié de
'EB ja que aquest tragcador no difon i les estructures marcades es poden apreciar
adequadament; per contra, la fluorescéncia del Hoechst pot perdre intensitat amb el

pas del temps.

En resum, el métode coctel es pot aplicar a una gran quantitat de models animals, és
rapid i reproduible i permet la correcta visualitzacié de les zones amb trencament de la
BHE. Aquest métode permet la utilitzacié de técniques de immunohistoquimica que
ajudin a caracteritzar diferents processos que tenen lloc en el trencament de la BHE o
d’altres processos inherents al model animal. A més, el fet de que els tracadors
s’administren un cop I'animal ja ha estat sacrificat i aquests no necessiten un temps de
recirculacié pel torrent sanguini, minimitza el possible efecte que poden tenir els
mateixos tracadors en la disrupcié de la BHE i minimitza la manipulacié de I'animal in
vivo i el seu patiment. A més a més, el fet d’administrar els marcadors en una solucio
fixadora, ens permet conéixer I'estat de la BHE en aquell precis moment i s’eviten

posteriors alteracions que es podrien derivar de la manipulacié del teixit.

Diversos autors han estudiat I'estat de la BHE en ratolins SAMPS8. De fet, els resultats
que s’han publicat no sén concloents ja que mentre alguns estudis han descrit que els
animals de la soca SAMP8 presenten alteracions en la BHE, altres autors han conclos
que no existeixen tals alteracions. De fet, s’ha descrit una extravasacio de tragadors o
proteines plasmatiques augmentada en ratolins SAMP8 en comparacié a soques
control, a més, també s’ha observat una major preséncia al parénquima cerebral
d’aquestes molécules en ratolins d’edat avangada en comparaci6 a animals més joves
(Ueno et al., 1993, 2001a, b; Hosokawa i Ueno, 1999). Per contra, altres estudis no

han detectat canvis en la permeabilitat de la BHE degut a una retencié nul-la de

- 158 -



tracadors en el parénquima cerebral i a un transport no alterat de diferents proteines
com la insulina o I'albumina (Banks et al., 2000, 2001; Moinuddin et al., 2000). Tot i la
gran quantitat de resultats publicats amb I'objectiu de descriure I'estat de la BHE en
animals SAMP8, s’hauria de considerar que els diferents autors i els diferents treballs
publicats han utilitzat diferents técniques per avaluar I'estat de la BHE. A més a més,
dins d’'una mateixa técnica s’han avaluat diferents tragadors o proteines plasmatiques i
aixd podria ser un factor determinant en I'aparent contradiccié i variabilitat dels

resultats publicats fins avui.

Per tant, d’acord amb l'objectiu 1.2 i amb la voluntat d’esclarir I'estat de la BHE en
ratolins SAMP8 i, en cas d’haver-hi alteracions, quina era la seva evolucié temporal,
varem avaluar la permeabilitat de la BHE a la IgG enddgena. En aquest sentit, en el
primer estudi es va determinar I'extravasacié d’lgG a 3, 7 i 12 mesos d’edat en ratolins
SAMPS i els valors es van comparar amb els obtinguts en ratolins SAMR1, una soca
genéticament relacionada, pero resistent a la senescéncia accelerada. L'estudi es va
centrar en I'hipocamp d’aquests animals, on alguns informes indiquen la preséncia de
trastorns de la BHE en animals SAMPS, i en el plexe coroidal, on es preveia que la

extravasaci6 d'lgG es produis en les dues soques.

En la observaci6 amb el microscopi de fluorescéncia, es va poder apreciar com
apareixia marcatge positiu d’lgG als vasos grans de la fissura hipocampal en totes les
edats de les dues soques. De fet, s’ha documentat que aquests vasos presenten una
permeabilitat més alta a diferents substancies (Dietrich et al., 1991). A més a més,
també va aparéixer un intens marcatge positiu per a IgG als plexes coroides de tots els
grups estudiats. Aquests dos controls positius van corroborar que el marcatge d’'lgG
era positiu a les zones on no hi havia BHE o aquesta tenia una permeabilitat

augmentada.

D’altra banda, els vasos de I'hipocamp dels animals de 3 i 7 mesos no van mostrar
marcatge positiu per IgG, donant a pensar que no hi ha alteracions en la permeabilitat
de la BHE a la IgG en aquestes dues soques. Tanmateix, els ratolins SAMP8 de 12
mesos d'edat si van mostrar un clar marcatge d’aquesta proteina als vasos de
I’hipocamp, mentre que als animals SAMR1, tot i mostrar també un marcatge positiu, la
intensitat va ser molt menor. Quan es va procedir a quantificar 'EE de I'lgG es va
veure com els valors eren significativament més alts per a SAMPS8. Tot i aixo, per tal
de valorar la quantitat d'lgG que es trobava fora els vasos, es va restar 'EE del

diametre dels vasos, obtenint aixi uns valors d’EE relatius que van seguir mostrant

- 159 -



valors significativament més alts per a ratolins SAMP8 en comparacié a animals
SAMR1. A més a més, no van apareixer diferéncies en el VD de les dues soques.
D’aquesta manera, es podia concloure que la BHE dels ratolins SAMP8 mostra
alteracions en la permeabilitat de la BHE a substancies plasmatiques com la IgG
dependents de I'edat, i que aquestes alteracions s6n més grans que les mostrades per
ratolins SAMR1.

En altres estudis on s’ha avaluat I'estat de la BHE mitjancant la permeabilitat a
proteines presents al torrent sanguini, Ueno et al. (1993) va descriure que en
I’hipocamp de ratolins SAMP8 de 13 mesos d’edat la transferéncia d'albumina sérica
radioactiva es trobava incrementada en relacié amb ratolins SAMR1 de la mateixa edat
i amb ratolins SAMP8 joves de 3 mesos. Tanmateix, altres estudis on es va administrar
albumina radioactiva per via intravenosa, van mesurar la relacid cervell/sérum
d’aquesta proteina i no van observar canvis en la relacid cervell/serum d’albumina, ni
en animals SAMP8 joves ni en els vells, mostrant que no hi ha retencié cerebral
d’aquesta proteina i, per tant, que no hi havia alteracions de permeabilitat de la BHE
en animals SAMP8 (Banks et al., 2000).

Els nostres resultats presenten concordanga amb els presentats per Ueno et al.
(1993), en els que els ratolins SAMP8 presenten alteracions de la BHE dependents de
'edat no només a l'albumina si no també a la IgG. D’altra banda, tot i que la
funcionalitat dels transportadors d’efluéncia d’lgG a la BHE dels animals SAMP8 no ha
estat descrita, els increments en la permeabilitat d’'ambdues substancies ens fan
pensar que les proteines creuen la BHE per la via paracel-lular. En aquest sentit, si
'acumulacié d'lgG fos deguda a alteracions en el seu transport, aquestes alteracions
no podrien explicar els canvis en la permeabilitat de I'albumina a la BHE ni la seva

major presencia al parénquima cerebral.

Al tercer article varem estudiar la integritat de la BHE dels ratolins SAMPS8 als 3, 6, 9,
12 i 15 mesos d’edat i els resultats van ser comparats amb animals SAMR1 i ICR-CD1,
essent els animals d’aquesta darrera soca uns ratolins control sans i genéticament no
emparentats amb les soques SAM que han estat usats en una extensa quantitat
d’estudis com a soca control. El métode que es va fer servir va ser el descrit pel nostre
grup al segon article. Tenint en compte que s’han descrit alteracions en la BHE de
malalts amb MA al cortex i hipocamp, varem analitzar la permeabilitat de la BHE a 'EB
en tres zones cerebrals diferents: I'hipocamp, la fissura hipocampal i el cortex. Com

que els resultats que varem obtenir i les diferéncies en I'extravasacié de I'EB no van
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ser tan marcats com en d’altres models animals (Duran-Vilaregut et al., 2009) o com al
propi model de criolesié, varem quantificar la intensitat seguint el métode descrit per
Vilaplana i Lavialle (1999), on el valor mig de gris es pren com a I'equivalent del valor
mitja de la fluorescéncia de la regié estudiada i s'interpreta com a I'extravasacio

mitjana en unitats arbitraries.

El resultat principal que vam extreure del tercer article és que mentre la permeabilitat
de la BHE a 'EB es manté estable durant tota la vida dels ratolins ICR a les tres zones
estudiades, els ratolins SAMP8 i SAMR1 mostren un increment progressiu de la

permeabilitat de la BHE a I'EB a partir dels 6 mesos d’edat.

L’aparici6 d’alteracions en la BHE de ratolins SAMR1 pot resultar xocant a primer
terme, pero varis estudis han descrit també alteracions patoldgiques en aquesta soca,
com una marcada disminucié dels fotoreceptors i cél-lules ganglionars en edats
avancgades (Shoji et al., 1998), alteracions en I'audicidé dependents de I'edat (Takeda et
al., 1997), limfomes no timics, sarcomes histiocitics i quists ovarics (Takeda, 1999).
L’augment de la permeabilitat de la BHE a molécules de mida petita perd no a
substancies de pes molecular elevat significaria una altre de les alteracions

patoldgiques d’aquesta soca.

D’altra banda, els valors obtinguts als 3 mesos d’edat sén inesperats ja que els nivells
d’extravasacio d’EB s6n més alts que als 6 mesos d’edat en totes les soques i zones
estudiades. Tot i que aquest fet no el varem poder justificar en el seu moment, si que
varem dur a terme els analisis estadistics amb i sense el grup de 3 mesos d’edat i vam
obtenir diferéncies significatives similars, indicant la validesa de I'analisi i corroborant
laugment de l'extravasacié de I'EB dependent de l'edat de les soques SAMPS i
SAMR1. A més, tot i que els valors obtinguts al cortex dels animals ICR sén més alts
que els de les soques SAMPS8 i SAMR1, I'extravasacié en aquesta regiéo no mostra una
progressié clara amb l'edat. A més a més, s’ha descrit atrofia cortical en ratolins
SAMP8 (Kawamata et al., 1994) i alteracions en les capes Il i lll d’altres soques SAM
(Shimada, 1999) fet que no descartem que també pugui succeir en aquestes soques i
que podria explicar el perqué dels diferents valors d’extravasacié d’EB en ratolins SAM

i ICR a I'escorga cerebral.

L’extravasacio de 'HRP ha estat usada també per varis autors com a un indicador de
la integritat de la BHE. Ueno et al. (1997) van administrar HRP a ratolins SAMPS8 i

SAMR1 de 3 i 13 mesos. Van descriure un marcatge difus en animals SAMP8 de 13
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mesos d’edat i aquest marcatge no es va poder observar en animals SAMP8 de 3
mesos ni en cap dels dos grups d’edat dels ratolins SAMR1. Encara que hem trobat
que la permeabilitat de 'EB augmenta amb I'edat en ratolins SAMP8 i SAMR1, s'ha de
tenir en compte que el pes molecular de 'EB (961 Da) és molt menor que el de 'HRP
(40 kD). Per tant, el fet que trobem alteracions en la BHE tant en els animals SAMPS8
com en els SAMR1 no entrem en contradicci6 amb els resultats descrits anteriorment
ja que nosaltres descrivim alteracions de la BHE a substancies molt més petites que
les utilitzades per Ueno et al. (1997). | els animals SAMR1 bé podrien patir lleugeres
alteracions en la BHE que quedessin paleses per I'extravasacié de I'EB i no pas per la
de 'HRP.

Al primer i tercer article es van descriure alteracions de la BHE a substancies
endogenes com la IgG i una disrupci6 de la BHE que augmenta amb l'edat a
marcadors exdgens com I'EB. A més a més, mentre la permeabilitat a 'EB augmenta a
partir dels 6 mesos d’edat, la permeabilitat a la IgG no augmenta fins als 12 mesos.
Aquests fets podrien ser deguts a les diferents mides moleculars de les substancies
usades. D’aquesta manera, al presentar 'EB un pes molecular més baix (0,96 kDa),
disrupcions suaus de la BHE ja podrien ser suficients per permetre el pas d’aquest
tracador del torrent sanguini al parénquima cerebral. En canvi, degut a que la I1gG té un
pes molecular molt més alt (170 kDa), farien falta afectacions més greus de la BHE
perqué aquesta proteina fos capa¢ d’abandonar la circulacié sistémica i aparéixer al
parénquima cerebral. En darrer terme, al primer article es descriuen alteracions de la
BHE que han tingut lloc abans del sacrifici de I'animal i al segon article es descriuen

les alteracions de la BHE que tenen els ratolins en el mateix moment del seu sacrifici.

El fet que hi hagi disrupcions en la BHE de I'hipocamp dels ratolins SAMPS8 ja a partir
sis mesos d’edat i que aquesta pertorbacié es magnifiqui als 12 mesos d’edat pot
suggerir un nexe d'unié entre aquests alteracions i els déficits en I'aprenentatge i la
memoria descrits en animals SAMP8 (Takeda, 2009). Tanmateix, podria ser possible
que tots dos fets fossin conseqiiéncia d'un factor etiopatogénic comu, com per
exemple un augment en la seva carrega d’AB. En aquest sentit, I'augment de la
carrega d’AB pot generar pertorbacions a la BHE i, al mateix temps, aquestes
alteracions poden afavorir 'augment d’AB i acabar produint alteracions de 'homeostasi

del parenquima cerebral i afectacions neuronals.

Com a apunt final dels articles 1 i 3 podem concloure que la BHE de la soca SAMP8

mostra alteracions en la seva integritat que s’agreugen amb I'edat. A més a més, el fet
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d’'usar dos métodes diferents, ens ha permés determinar dues edats d’inici diferents i

també dues alteracions de permeabilitat diferents.

La MA es caracteritza a nivell neuropatologic per una acumulaci6 de NFT de la
proteina tau hiperfosforilada i per plaques neuritiques que contenen AB. Aquests dos
trets sd6n encara necessaris per a un diagnostic post mortem de la malaltia.
Actualment, la majoria dels models animals utilitzats per estudiar la MA so6n ratolins
amb una o més mutacions en les proteines que juguen un paper important en el
processament de 'APP o la tau (Gétz i Ittner, 2008; Bryan et al., 2009). Les mutacions
de 'APP i de les presenilines son totalment penetrants i garanteixen l'aparicié de la
malaltia, replicant la fisiopatologia de la MA d'inici preco¢. No obstant aixo, la MA d’inici

precog representa menys del 5% de tots els casos d'MA (Tanzi i Bertram, 2005).

Tanmateix, avui en dia no hi ha un model muri de la MA que no estigui manipulat
geneticament i que presenti un increment d’agregats d’A dependent de I'edat similar
al que es produeix en la MA esporadica, responsable de més del 90% dels casos en

humans d’aquesta malaltia.

La soca de ratolins SAMP8 és una soca no modificada genéticament que presenta
diverses caracteristiques similars amb els éssers humans d'edat avancada i que també
comparteix altres caracteristiques descrites en pacients amb MA com déficits en
'aprenentatge i memoria i altres trets neuropatologics (Takeda et al., 2009). Tenint en
compte aquestes caracteristiques, no és sorprenent que els ratolins SAMP8 hagin

estat proposats com a model animal de la MA (Morley et al., 2004; Pallas et al., 2008).

Tant els oligdbmers d’AB com els petits dipdsits amiloides han estat postulats com a
importants espécies neurotdxiques en la patogénia de la MA a causa dels seus efectes
toxics sobre les cel-lules. Diversos estudis realitzats en ratolins han estudiat
I'acumulacio dels péptids AR per obtenir una millor comprensié de la MA, perd en la
majoria dels casos, aquests estudis han utilitzat ratolins transgénics, imitant aixi la MA

d'inici precog.

La preséncia d’agregats d’AB en ratolins SAMP8 és motiu de controversia. Per
exemple, alguns investigadors han descrit un major nivell de la carrega amiloidal al
parénquima cerebral basada en informes de la sobreproduccié d’APP i AR (Morley et
al., 2000; Takemura et al., 1993) i un augment a I'hipocamp i I'escorga cerebral de
I'expressié de 'ARNm de I'APP als 6 mesos d’edat (Tha et al., 2000). D'altra banda,
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molt pocs informes, perd, descriuen agregats amiloides en ratolins SAMP8 (Takemura
et al., 1993; Fukunari et al., 1994; Morley et al., 2000). De manera sorprenent uns
autors han descrit que aquests dipdsits apareixen ja als dos mesos (Takemura et al.,
1993) mentre que d’altres diuen que l'aparicié dels dipdsits no es produeix abans dels
16 mesos d’edat (Morley et al., 2000). Degut a que les dades sobre els dipdsits d’AB
no soén concloents, en un article recent del creador de les soques SAM es posa de

manifest la necessitat d’'una clarificacié sobre aquest assumpte (Takeda, 2009).

Degut a aquesta necessitat i a que la preséncia d’agregats d’AB és encara avui en dia
essencial per a la validacié d’'un model acurat de MA i d’acord amb el segon objectiu
plantejat en aquesta tesi, en el quart article es van dur a terme marcatges
immunohistoquimics per avaluar la preséncia d’agregats amiloides en cervell de
ratolins SAMP8. A més, i amb I'objectiu de descriure una evolucié de la deposicid
amiloidal, especialment dels péptids AB4o, ABs2 i la proteina APP, vam determinar els
agregats d’aquests péptids a diverses edats dels ratolins SAMP8 i vam comparar els

resultats amb les soques control SAMR1 i ICR-CD1.

Els resultats que vam obtenir ens van mostrar una clara preséncia de diposits
amiloides dependents de I'edat en I'hipocamp dels ratolins SAMPS8. La immunotincio
amb l'anticos 4G8 ens va permetre I'observacié de clusters de granuls amiloides, que
es van localitzar principalment a I'stratum radiatum de I'hipocamp. A mesura que els
ratolins van envellir, els clusters es van estendre a altres regions de I'hipocamp i el seu
nombre va anar augmentant. A més a més, I'is de l'anticds 12F4, que permet detectar
especificament el péptid AB4,, va mostrar patré molt similar a I'obtingut amb 4G8. Per
tant, aquests resultats ens han permés concloure que en SAMP8 els granuls amiloides
agrupats en clusters estan essencialment formats per ABs. A més, els nostres
resultats van indicar també alguns granuls, en menor quantitat, marcats amb ARy, fet
que concorda amb la menor tendéncia a agregar-se i la major solubilitat d’aquest
péptid. A més, s’ha descrit que les plaques neuritiques estan compostes inicialment

per AB4; i, posteriorment, incorporen AB4o (Tahara et al., 2006).

Els diposits amiloides dels animals SAMP8 apareixen principalment a [I'stratum
radiatum de la regi6 CA1 de I'hipocamp, on les neurones piramidals de CA1 reben
senyals principalment des de CA3 a través de les collaterals de Schaffer.
Curiosament, s’ha descrit com la pérdua de neurones CA1 es correlaciona amb la
gravetat de la deméncia (Bobinski et al., 1997) i amb els diferents estadis de Braak

(Rossler et al., 2002). A més a més, també s’ha vist com hi ha una correlacié lineal
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entre la pérdua de neurones a CA1 i la disminucié de volum de I'hipocamp, suggerint
que I'atrofia de 'hipocamp es deu a una reduccié neuronal (Kril et al., 2004). D’altra
banda, s'ha suggerit que les neurones de CA1 pateixen una pérdua de contactes
sinaptics funcionals de les col-laterals de Schaffer més que una pérdua d’estimulacié
per part d’aquesta via o un debilitament de les sinapsis (Rosenzweig i Barnes, 2003).
La preséncia de clusters de granuls amiloides a I'stratum radiatum de CA1 en els
ratolins SAMP8 podria estar relacionada amb una disfuncidé neuronal en aquesta regio
paral-lela a la observada en malalts de MA. Tanmateix, caldria aprofundir més en

aquest tema per poder arribar a més conclusions.

Al quart article també vam trobar nivells basals de cumuls amiloides dels 3 als 12
mesos d'edat en les dues soques control, amb valors que van augmentar als 15 mesos
d'edat, tot i no arribar als nivells expressats en SAMP8. Aquest resultat és consistent
amb el descrit en cervells de ratolins d’edat avangada, ens els que es van trobar
diposits de material fibril-lar en alguns individus (Jucker et al., 1994). No obstant aixo,
tot i la forta relacio trobada entre la MA i I'acumulacié d’AB, s'ha descrit un nombre
significatiu d'individus sense diagnostic clinic de MA i que van mostrar diposits
amiloides en morir (Dickson et al., 1992), i es creu que aproximadament la meitat de
les persones majors de 65 anys presenten algun diposit d’AB en els seus cervells,
essent la meitat d’aquests individus asimptomatics (Aizenstein et al., 2008). Per tant,
els nivells d'acumulacié amiloidal aqui descrits no sén en cap cas incompatibles amb
resultats d'articles anteriors, ja que dins les edats estudiades seria del tot versemblant
trobar individus malalts o sans amb agregats amiloides dins les soques SAMR1 i ICR-
CD1.

D’altra banda, també s’han descrit diverses molécules en associacio als diposits d’Ap,
com diferents fragments amiloides (Gilntert et al., 2006), ubiquitina i a-sinucleina
(Yang et al., 2000) i proteines de la matriu extracel-lular (Van Duinen et al., 1995). A
més a més, també s'ha pogut observar un increment del marcatge de I'APP ja sigui
formant diposits en axons (Bramlett et al., 1997) o en neurones (Justicia et al., 2008)
després de dany neuronal i també s’ha descrit APP en agregats d’AB (Arai et al.,
1990). Malgrat que alguns estudis anteriors no van trobar cimuls d’APP en ratolins
SAMPS8 (Kato et al., 1997), nosaltres vam observar la preséncia de 'APP en granuls
d’AB4; i també diferents fragments d’APP formant granuls que no contenien AB4,. En
conjunt, aquests resultats indiquen una organitzacié complexa i variable d'estructures

granulars, amb el predomini del peptid AB».
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Com a apunt final del quart article, seria interessant remarcar que els ratolins SAMP8
present diposits amiloides a I'’hipocamp que incrementen en nombre i extensio dels 3
als 15 mesos d'edat. Aquests dipdsits estan constituits per granuls agrupats en
clusters de péptid ABs. principalment. Tanmateix, es pot observar igualment la
preséncia del péptid AB4o i altres fragments d’APP en aquests granuls. A més a més,
també es descriu I'evolucio temporal de I'acumulacié amiloidal als ratolins SAMPS,
SAMR1 i ICR-CD1, aquests dos ultims utilitzats com a soques control amb un procés
normal d'envelliment. Segons el nostre punt de vista, aquest estudi és el primer a
caracteritzar l'evolucié espacial i temporal de la deposici6 d’AB en aquestes tres

soques de ratolins.

En el cinqué i ultim article vam estudiar 'acumulaci6 d’AB als vasos sanguinis
cerebrals i 'alteraci6 de la BHE en ratolins SAMP8 i ICR de 3, 6, 9 i 12 mesos d’edat.
A més a més, vam estudiar també la relacié espacial entre els clusters amiloides i la
posicioé dels vasos sanguinis cerebrals, i amb els vasos amb disrupcions de la BHE i
amb acumulacié d’AB a les parets. Per acabar, també vam establir la relacié entre els

vasos amb angiopatia amiloidal i alteracié de la BHE.

La disrupcié de la BHE, disfuncions vasculars i una alteracié en el transport d’AB sén
factors claus en la hipotesi neurovascular. Segons aquesta hipotesi, una disminucié en
I'efluéncia d’AB cerebral o un pas incrementat des del torrent sanguini al parénquima
cerebral pot augmentar els nivells d’AB cerebrals i contribuir amb la patologia de la MA.
A més, una eliminacié deficient d’AB per part de les CEC pot contribuir a la CAAiala

formacio de diposits amiloidals (Bell i Zlokovic, 2009).

En la CAA, I'AB es diposita a les parets vasculars de les leptomeninges i a les artéries,
arterioles i capil-lars del parénquima cerebral i pot produir degeneracio de les cél-lules
de la musculatura llisa vascular, dany isquémic a la matéria blanca, necrosi fibril-lar i
demencia (Jellinger, 2007). A més, s’ha descrit que la disfuncié cerebrovascular pot
ser un episodi primerenc en I'evolucié de la MA (ladecola, 2004) i s’ha suggerit que
aquesta disfuncid6 pot precedir el declivi cognitiu i [laparici6 dels canvis

neurodegeneratius en la MA i en models d’aquesta malaltia (Bell i ZIokovic, 2009).

Segons la hipotesi neurovascular, els ratolins SAMP8 haurien de mostrar no només
alteracions de la BHE, fet que ja s’ha descrit en el primer i tercer articles, si no també
CAA. Al cinqué article varem trobar una quantitat de vasos AR, positius a I'hipocamp

de ratolins SAMP8 més gran que en ratolins ICR de la mateixa edat. A més a més,
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aquests nivells de CAA superiors apareixen ja als 3 mesos d’edat i es mantenen fins
als 12 mesos d’edat. L'origen de I'AB dipositat als vasos és encara incert (Jellinger,
2007) i tenint en compte que una marcada deposicié d’AB no apareix fins als 6 mesos
d’edat, seria interessant investigar si aquesta acumulacié amiloidal als vasos
contribueix a l'aparici6 i evoluci6 de la MA en aquests ratolins o és només

consequéncia dels elevats nivells d’AB cerebrals.

La preséncia de CAA no és exclusiva dels malalts amb MA, ja que la prevalenca de
CAA en individus amb MA i en la tercera edat és de més d’'un 80% i de un 10-40%
respectivament (Attems et al., 2007; Greenberg et al., 2004), a més la incidéncia de
CAA en humans augmenta fins a gairebé el 100% un cop es sobrepassen els 80 anys
d’edat (Dickstein et al., 2010). D’altra banda, s’ha descrit una forta correlacié entre la
CAA i el declivi cognitiu en la MA (Attems et al., 2007) i tant 'edat avangada com
patologies vasculars s’identifiquen com a factors importants de risc per patir MCI (Luck
et al., 2010). Els ratolins SAMP8 presenten varies caracteristiques similars als mallats
de MA com alteracions del comportament i de la memoria (Pallas et al., 2008). Els
nostres resultats indiquen que no nhomés aquests ratolins presenten nivells majors de
CAA, sin6 que als 12 mesos d’edat tant els ratolins SAMP8 com la soca control ICR
presenten nivells més elevats de CAA, indicant que I'envelliment afecta també a la
CAA. Si aquesta diferéncia en la CAA té un paper o no en el declivi cognitiu de la soca

SAMP8 requereix més investigacio.

D’altra banda, en concordanca amb resultats que ja haviem obtingut préviament, la
tinci6 amb un anticos dirigit contra I'AB4s va mostrar estructures extracel-lulars
granulars de fins a 3um de grandaria a 'hipocamp d’alguns animals. En aquest ultim
estudi, tot i que no van aparéixer un increment en els clusters amiloides en els ratolins
ICR i si nivells de CAA, s’hauria de tenir en compte que l'increment de clusters descrits
per ICR no té lloc fins als 15 mesos d’edat. D’aquesta manera, i degut a que a partir
dels 12 mesos d’edat els ratolins ICR presenten uns nivells elevats de CAA i que
posteriorment, als 15 apareixen ja de manera significativa clisters amiloides, podem
concloure que a partir dels 12 mesos d’edat comenca ja a apareixer la patologia
amiloidal i que aquesta s’accentua als 15 mesos d’edat, tot i que no arriba als nivells
mostrats pels ratolins SAMP8. De la mateixa manera, i d’acord amb resultats obtinguts
préviament, la patologia amiloidal en SAMP8 apareix ja als 3 o 6 mesos d’edat
accentuant-se als 12 mesos, on les alteracions de la BHE i el nivell de CAA es fa més

palés.
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En relaci6 a la BHE, en aquest ultim article es van marcar els vasos amb IgG a la seva
paret per tal de relacionar la posicié dels vasos amb la BHE trencada amb la posicio
de vasos amb CAA i clusters d’AB. A més a més, varem quantificar el nombre de
vasos amb marcatge positiu per IgG com a una mesura de trencament de la BHE. En
aquest sentit, vam trobar que el nombre de vasos IgG positius va augmentar als 12
mesos d’edat en SAMP8 i, tot i que aquest augment també es va poder observar en
ICR, els nivells de SAMP8 van ser superiors als de la soca control. Aquests resultats
van mostrar concordangca amb els resultats publicats anteriorment, on tot i que 'edat
afecta la integritat de la BHE en ratolins SAMP8 de manera acusada, una alteracio

menor també es pot apreciar en les soques control.

Seria important destacar que, una altra vegada als 12 mesos d’edat, les dues soques
mostren alteracions similars a les que presenten individus amb MA, en aquest cas
disrupcions en la BHE tot i que la disrupcié és més severa en ratolins SAMPS8. En la
MA, I'envelliment és el factor de risc principal, tot i que no és ni necessari ni suficient
per desenvolupar la malaltia. A més, I'envelliment també és un factor de risc important
en l'efecte de I'AB en les funcions endotelials cerebrals i vasos periférics (Price et al.,
2004). D’aquesta manera, tot i que els ratolins ICR presenten alguns trets comuns amb
la MA, aquest fet seria del tot normal ja que I'aparicié d’aquestes caracteristiques es

produeix a edat avangada i I'envelliment incideix en aquestes alteracions.

En relacié a la localitzacid dels clusters amiloides, els vasos amiloides i els vasos amb
IgG, els resultats mostren que en SAMP8 alguns clusters es troben adjacents a alguns
vasos, pero que també hi ha alguns clusters no associats a cap vas, indicant que els
agregats amiloides no estan necessariament localitzats a un vas sanguini. De manera
similar, la localitzaci6 dels clusters amiloides no va mostrar ningun tipus de relacié de
proximitat amb els vasos amb acumulacié amiloidal a les seves parets ni amb vasos
amb la BHE alterada. Tot i que alguns autors han suggerit que els diposits amiloides
tenen lloc adjacents i al voltant dels capil-lars cerebrals (Vinters et al., 1994; Kumar-
Singh et al., 2005), els nostres resultats estarien en consonancia amb el publicat per
altres autors, que suggereixen que els capil-lars juguen un paper limitat, o fins i tot nul,
en la formacié d’agregats amiloides i que la possible associacié entre agregats i
capil-lars és aleatoria (Kawai et al., 1990), essent també la deposicié d’amiloide a les
parets dels vasos no instrumental per a la formacié de plaques senils (Lippa et al.,
1993).
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Finalment, la CAA afecta seriosament la unitat neurovascular i la BHE (Bell i Zlokovic,
2009) i alteracions en la BHE poden afavorir 'acumulacié d’AB en vasos sanguinis
(Zlokovic, 2005). De fet, s’ha descrit que les fibres d’AB poden incrementar la
permeabilitat de les CEC i induir la formacié de fibres d’estrés, generar alteracions i
agregaci6 de filaments d’actina i formacié de porus cel-lulars (Nagababu et al., 2009).
A més, I'AB produeix respostes proinflamatories, proapoptotiques i proangiogeniques a
les CEC (Dickstein et al., 2006). En aquest ultim article, hem descrit que els vasos amb
acumulacié amiloidal presenten alteracions de la BHE degut a la preséncia d’IgG. No
obstant, també hem observat vasos amb IgG que no van presentar deposicidé d’AB4 a
les parets. Aixd podria ser degut a que no hem avaluat totes les espécies amiloides
que es poden dipositar a les parets dels vasos sanguinis, a que la toxicitat produida
per AB es deu basicament a oligdbmers solubles i a que el procés d’acumulacio
amiloidal als vasos és posterior a la disrupcié de la BHE. També es pot considerar que
mentre la deposicié d’AB als vasos altera la BHE, hi ha un altre mecanisme patologic,

comu o no, que genera disrupcions de la BHE.

Per acabar, en els articles inclosos en aquesta tesi hem descrit que la soca de ratolins
SAMPS8 presenta alteracions de la BHE, una marcat increment de dipdsits amiloidals i
un augment de CAA. A més a més, hem demostrat que els agregats amiloides no
estan directament associats amb els vasos sanguinis, ni amb vasos amb la BHE
alterada o amb vasos amb deposicié amiloidal. Encara és necessari dilucidar si les
alteracions de la BHE i la patologia amiloide sén causa i conseqiiéncia I'un de l'altre o

bé dos fendmens que coincideixen sense relacio entre ells.
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V. Conclusions






The imaging methodology specially designed to measure BBB disturbances by
anti-lgG staining allows the quantification of IgG extravasation and its extension.
Therefore, this method permits to objectively analyze and quantify the existence of
disturbances in the BBB.

When using the cocktail method, the red EB fluorescence can be seen in brain
areas with a disrupted BBB while the Hoechst fluorescence can be seen in the
nuclei in that same region. EB and Hoechst fluorescence can also be observed in
the choroid plexus and circumventricular organs, where there is no functional BBB.

Thus, the cocktail method is suitable to be used to find current BBB disturbances.

Neither SAMP8 nor SAMR1 mice aged 3 or 7 months showed positive staining for
IgG extravasation. On the other hand, a clear IgG staining was observed in the
hippocampus of 12-month-old SAMP8 mice, while only a weak extravasation

appeared in age-matched SAMR1 animals.

Evans blue permeability remains stable throughout the lifespan of ICR-CD1 mice,
meaning there are no BBB alterations in this strain of mice. On the other hand,
SAMP8 and SAMR1 show a progressive increase of BBB permeability to EB from

6 to 15 months of age in the cortex, the hippocampus and the hippocampal fissure.

The effect that age has in the integrity of BBB is different in SAMP8 than in
SAMR1 and ICR-CD1 mice. SAMPS8 mice exhibit higher BBB disturbances due to

the aging process than the other two studied strains.

Highly clustered extracellular amyloid granular structures up to 3um in size can be
found in the hippocampus of some animals. No amyloid clusters have been found

outside the hippocampus.

The composition of the amyloid granules is complex and variable. There is a
greater prevalence of AB4, in granular structures than other amyloid fragments.
However, AB4 and some other APP fragments can be found in the granules. In
addition, there are some amyloid granules with no AB4., AB4 or APP fragments

presence.
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SAMP8 mice show higher amyloid levels in the hippocampus than both ICR and
SAMR1 mice.

In SAMP8 mice, there is an increase in the amyloid deposits from 3 to 15 months
of age. On the other hand, SAMR1 and ICR exhibit some basal levels of amyloid
accumulation from 3 to 12 months of age, but significant values are not reached

until 15 months of age.

The SAMPS8 strain of mice present higher levels of B4 amyloid positive vessels in
the CA1 subzone of the hippocampus than age-matched ICR mice. This increased
degree of CAA appears as early as at 3 months of age and is maintained

throughout the lifespan of the animals.

Both SAMP8 and ICR strains show an increase of CAA at 12 months of age

compared to young and adult mice, indicating that aging increases the risk of CAA.

There is no direct association between the location of blood vessels in the

hippocampus and where the amyloid clusters are formed.

The comparison of the amyloid cluster placement with the BBB disrupted vessels

localization exhibit no direct relationship.

Amyloid clusters show no direct association with the localization of the amyloid

positive vessels.

At 12 months of age, all the vessels with amyloid deposition show a disruption in
the BBB with IgG deposition. In addition, several capillaries with 1gG deposition

can be found with no amyloid accumulation within their walls.

Taking advantage of the fact that SAMP8 is a non genetically modified strain of
mice, they are a very useful tool to investigate the different pathogenic

mechanisms of late-onset AD.

It has not been possible to establish a direct relationship between BBB alterations,
CAA and amyloid deposition in SAMP8 mice.
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